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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Este trabajo es una etapa del desarrollo farmacéutico de un
producto que contiene como principio active 10 mg de Loratadina en
tabletas elaboradas por compresidn directa; trata de una parte
fundamental del desarrollo: la implementacién, optimizacidén y
validacién de metodologia analitica apropiada, en congruencia con
las necesidades y posibilidades de la Compafiia que esta
requiriendo el producto, de tal forma que la metodologifa cuente
eoh las caracteristicas &ptimas como parte del ‘aseguramiento de la
calidad del producto. Asi mismo, en el presente trabajo se
incluyen aspectos préActicos ttiles para el analista que trabaja en
Cromatografia de Liquides y en 1la Validacién de Métodos
Analiticos. Para ellc, basado en la bibliografia y en la
experiencia practica en relacisén a los problemas mas
frecuentemente encontrados, se hace un resumen sobre Cromatograffia
de .Liquidos de Alta Eficiencia CCLAE) come intredueesidn a elertas
recounendacicnes de Buenas Praclicas de Labsratoric para - obtener

‘buenos resultados analiticos, sobre todo durante la etapa de
desarrollo del producto. Se hace énfasis en las columnas para
cromatografia, ya que éstas representan el corazén de un sistema
cromatografice. En el Apéndice C también se extlenden las
recomendaciones sobre sistemas de cromategrafia de alta

eficiencia.



Por otra parte, se realizé una revzsit;n a fondo sobre el
tema Validacidn de Métodos Analiticos; Por qué validar? Muchas
veces en el afan de obtener resultades muy exactos o, en ctiro
aspecto, por cumplir meramente con requisitos legales, se pierde
la objetividad y queda inconelusa o mal hecha esta parte. Se
remarca la importancia de la validacidn, los parametros a evaluar
¥y, como parte importante -ya que mucho se ha hablado del tema-
cémo ahorrar tiempo en la validacién de un método Cque puede se‘r
de cualquier tipo) construyende dos curvas de calibracidén de
manera simple. Se presenta, en el Apéndice B, una forma sencilla
de arreglo de datos para su mejor manejo, y en el Apéndice A, la
forma manual de realizar los calculos estadisticos y la
interpretacisn de resultados, indepéndientemente que se puedan
realizar con sistemas automatizados.

Espero que este trabajo pueda ser de utilidad para gquien lo
cohsulte ¥ requiera de cosas concretas que puedaﬁ ayudarle al

mejor desempefic de su laber.



CAPITULO 2
MONOGRAFIA DEL PRINCIPIO ACTIVO
1 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

Nombrelsd guimicels) {42

11 -[N-CEtoxicarbonil)-4-piperilidenol-B-¢clore~8,11-dihidro-5SH-ben
zo (5,6) cicloehepta {1,2-b] piridina,
Etil éstor del 4cido 4-(B-cloro-5,6-dihidro-i11H-benze [(5,8]

ciclocheptall,2-b) piridin-11~ilidenc)-1-piperidincarboxtlico.

Eérmula quimica gondensada: W
CzzHzaNa2Cl 02

Férmula quimdea desarrsllada: e

B
#COCH ,Cll 5

@
Peso molecular:

382.9

CAS: 1,3

79704-75-5



Asgect'o: o

Polve blanco a grisiceo, inocdoro.

Solubilidad: ‘¢
Insoluble en agua; libremente soluble en acetona, cloroformo,

metanol y tolueno.

131-137°%¢
Espectro ultraviocleta: w
Longitud de onda a la que presenta Disolvente

mixima absorbancia

246 nm * NaOH 0.1 N/metancl
264 nm metanol
274 nm HCl1 0.1 N/metanol

(e

Espectro infrarrojo:

La dispersién en aceite mineral presenta bandas a 1708, 1890,
1580, 1230, 830, 780 y 765 cm .

Sintesis del tarmaco: %

Este compuesto puede obtenerse por 2 diferentes vias (Esquema 12:
1) Per carboxilacién de 8-cloro-8, 11-dihidro-
11-C4~piperilidenc)-SH-benzo [%,6) cilohepta {1,2-b) piridina CID

con cloroformato de etile (IIJ en reflujo con benceno.
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2) Por reaccidén de B-cloro-86,il-dihidro-SH-benzo (5,6] ciclohepta
[1,2] piridin-l11-ona CIIID con el agente de Grignard CIV) para dar
el carbinol terciario CV), el cual es deshidratado con H2SQ4 al 65

% produciendo B-cloroazatadina CVID. Finalmente el compuesto es

tratadeo con cloroformato de etilo CII) en toluenc.

2. FarMACOLOGIA
La histamina es el mediador quimico primarioc en las reacciones
alédrgicas. Esta es almacenada en granulos secretorios situados en
los mastocitos, baséfilos y otros sitios tisulares, especialmente
en las mucosas. En los individuos sensibilizados, las reacciones
antigeno—anticuerpo estimulan la lll;aeracien de la histamina lo que
causa contracciones en los miscules lises y aumente de la
permeabilidad vascular'®,

Los trastornos alérgicos, como rinitis estacional y perenne, asf
como la urticaria estan relacionados con los signos y sintomas de
.la liberacién de histamina. Las manifestaciones c¢linicas
comunmente asdciadas con estos Lrasterneos incluyen esternudoes,
rinorrea., congestién nasal, prurite y conjuntivitis en ¢l caso de
rinitis alérgica, y con ronchas, eritema y prurito local en el
caso de urticaria™,

Los agentes antihistaminicos son sustancias conocidas por su
eficacia para inhibir la accidén de la histamina sobre los
receptores Hi de la histamina®.

Los antihistaminicos llegaron a usarse ampliamente a mediados de
los 40's. Rapidamente se estableciercn para el tratamiento de

diversos trastornos alérgicos, pariicularmente rinitis,

conjuntivitis y urticaria. El problema de sedacidn limitod el uso



de antihistaminicos clasicos, y la investigacidn de
antagonistas-Hi sin potencial sedativo ha sido un reto y una meta
dentro de la dinvestigacidn farmacédutica. Recientemente variocs
antihistaminicos-Hi: no sedantes se han {ntroducide en la clinica y
otros estin bajo investigacidn. Hace poeco, la conversidn del grupe
basico amino terciarioc del potonte antihistaminico Azatadina (IJ a
un grupo funcional carbamato neutro, llevé a la preparacién de
compuestos con actividad antihistaminica significativa con
pequefios © nulos efectos sobre el Sistema Nervioso Central en una
variedad de especies animales. Una explicacidn a é4s5to es su débil
afinidad por los receptores de SNC relacionados con la sedacidn,
ineluyendo les receptores Ha de la histamina, les
m-adrpnorrocaptores y los receptores de la acetilcolina. Tiene
una penetracién pobre en el SNC y selectividad por los receptores
periféricos de la histamina, Es el caso de Loratadina @

Estudlos <¢n vitro indicaron que la Loratadina inhib; la
liberacisn de leucotrines e histamina en fragmentes de pulmdn

humano, células MCO y células peritoneales de rata . (

3. FARMACOCINETICA Y METABOLISMO

Estudios experimentales demostraron que la Loratadina es blen
absorbida y extensamente metabolizado en animales Yy humanes.
Estudios farmacocinéticos en hombres con el farmaco marcade con
e administrado en una dosis simple de 40 mg, mostraron niveles
séricos altos para Loratadina y su metabolito activo
descarbetoxjloratadina (II>, después de 1 a 1,5 h.Los niveles
séricos declinaron rapidamente en las primeras 1 a 2 h, con vida

media de 15 + 3 h para Loratadina y 12 + 3 h para el metabclito.



La vida media de eliminacién de radiactividad fue de alrededor de
46 h, cerca del 40 % de radiactividad es eliminado en orina y 40 %

eh heces, Estudios de dosis simple con dosis de 10, 20 y 40 mg
mostraren niveles séricos después de 1.5 h. La vida media de
eliminacitdn ne se c_le!,ermlné para 10 mg, mientras que para 20 y 40
mg la vida media varié entre 4 y 36 h para el farmaco ¥y de 7 a 38
h para el metabolito. En un estudio de desis multiple de 40 mg/dla
durante 10 dias, los niveles séricos fueron 18-27 ng/ml en los

dias 7 y 10%!

{x1)

La farmacocinética de Loratadina 40 mg via oral, se estudié en 6
adultos sanos, B pacientes con detericro remal y B8 pacientes con
hemodialisis. Las vidas medias de eliminacién del compueste sin
canmbio alguno fueren 8,7, 7.8 y 8.6 h, respectivamente; y las de
descarbetoxiloratadina (el metabolite) 18.2, 23.9 y 14.8 h,
rospecti vamente. Los sujetos en hemodidlisis recibieron otros 40
mg una semana después de la primera dosis y la didlisis se
.roalizént h después de la administracidén; durante 4 h no se
cbservaron diferencias en Loratadina arterial y venosa y en los
nivelez de metabolito en plasma durante la dialisis; y se
encontraron concentraciones pequefias del metabolito y nulas del

farmaco en el dializado'?’



4. EsTUDIOS CLINICOS

Se compararon 160 mg de Loratadina, 4 mg de Maleato de
Cleorfeniramina y placebo para efectos sobre la induccidn de
histamina mediante su formacién post-{nyeccidén subcutinea de
histamina. La supresion de la respuesta se cbservé despuez de L h
de la administracidn, fuo méxdma a lag @8 h ¥ la menor fue a las
24 K,

En un estudic se compard el efecto de Loratadina 10, 20 y 40 mg
administradas 2 veces al df{a, con el Maleato de Clorfeniramina 12
mg ¥y placebo, administradas durante 28 dias., La Loratadina y el
Maleato de Clerfeniramina indujeron un decremento estad{sticamente
significative en el A4Area de superficie eon las siguientes 2 h
después de la administracidén, el eafecto fue mis marcado en
Loratadina 40 mg @

Se reportaron dos estudios doble clego en pacientes con rinitis
alérgica, Se compararen les efectos de Loratadina 40 mg
administrada una vez al dfa, Mequitazina 5§ mg dos veces al dia y
placebo, durante 14 dfas en un grupe de 40 pacientes ., Se observé
un decremonte estadisticamente significative en el registro
promedio de sintomas para los componentes actives cemparados con
el placebo‘z’. En otro estudio se comparé Loratadina 40 mg
administrada una vez al dfa con Terfenadina 80 mg dos veces al dia
y placebo. No se observé diferencia en eficacia entre los
tratamientos cen los compuesios actives en el registro promedic de
s{ntomas, y los farmacos fueron signi!‘ic;uvamente mas actives que
el placebéz’.

Un estudie multicéntrico, doble ciegoe, randomnizade en 437

pacientes con rinitis alérgica evalué una combinacién de



Loratadina § mg y Pseudoefedrina 120 mg admirﬁstrada dos veces al
dfa como componentes individuales y placebo, durante 14 dias. La
combinacién fue significativamente mas efectiva que otros
tratamientos, con decrqmento significativamente mayor en el
registro total de sintomas al dia 4 y al dia 14 , y la evaluacién
global de la respuesta fue significativamente mejor. La
combinacién también fue telerada con bafa incidencia de
sedacion'?.

En otro estudio doble ciego, randomnizado, en 45 pacientes con
rinitis alérgica perineal, se compardé Loratadina 100 mg
adminlstrada una vez al dia con Terfenadina 60 mg dos veces al dia
y placebo, Al final del estudio, el registro total de sintomas se
mejord de forma similar con los componentes actives, y el efecto
fue significativamente mejor que con el placebo; la evaluacidn
global mostré que el 80 y el S0 *% de los pacientes con Leratadina
y Terfenadina, respectivamente. tuvieron una buena respuesta y que
cuando se administré la dosis de Loratadina, los pacientes
mostraron seguridad y lolerancia, y no se presentd sedacidén, en
tanto que con la Terfenadina s{ se presentd un caso de sedacion®.
Se compard la administracién de Loratadina 10 mg una vez al dia
con Astemizol 10 mg una vez al dfa y placebo en 65 pacientes con
rinitise alérgica inducida por el polen en un estudio doble ciego.
Al tercer dia se observd un mejoramiento significativamente mayor
en los sintomas con Leratadina que con Astemizol, el cual no fue
significativamente diferente del placebs, mientras que al dia 14,
ambos compuestes mestraron eficacia similar. Los efectos adverses

fueron minimos y similares en todos los grupcsm.

Un estudio multiecéntrico, doble ciege, randomnizado en 228

10



pacientes con rinitis alérgica perineal, evalud Loratadina 1C mg
una vez al dfa, Terfenadinha B0 mg una vez al dia y placebo durante
4 semanas. Se encontré que la Loratadina y Terfenadina fueron
significativamente mis efectivos que el placebo desde ei inicio
del tratamiento, para reducir los sintomas y ambos compuestos
fueron efectivos de forma similar. La evaluacién global indicéd
bu_ena o excelente respuesta en 64, 58 y 26 % de los pacientes
tratados con Loratadina, Terfenadina y el placebo,
respectivamente. Todos los tratamientos fueron bien tolerades, se
reportéd sedacidén en 3, 5 y 3 % de pacientes tratades con
Loratadina, Terfenadina y placebo, respecuvamentem.

Se compararon Loratadina 10 mg una vez al dia, Clemastine 1,34 mg
una vez al di{a y placebo durante & semanas en 355 pacientes con
rinitis alérgica de moderada a severa en un estudioc multicéntrico,
deble ciege, randomnizade. El  registro total de sintomas
principales y los cambios principales en los registros de sintomas
de linea base en los dias 7 y 14 se mejoraron notablemente en los
tratamientos con los 2 activos, en tanto que con el placebo, no
hube cambios. La incidencia de somnolencia en el tratamiento con
Loratadina fue similar a la del placebo, mientras que la
diferencia entre Clemastine y el placebo fue signit‘tcauvam.

Se enhcontré que la lLoratadina 10 mg administrada una vez al dila,
es significativamente mis efectiva que el placebs en estudies
clinieos realizados en mis de 2000 pacientes pediatrices y adultes
con rinitis alérgica tratados durante mis de 3 meses, El compuesto
es tan efectivo como la Clemastine y no-sedante como la
Terfenadina y el Astemizol. La combinacién de Loratadina y

pseudoefedrina exhibid gran eficacia, especialmente en congestidn

11



nasal. En pacientes con urticarla crénica ¥y ottras enfermedades
alérgicas de la plel, la Loratadina también fue slgniric;t.ivamente
mis  efectiva que el placebc y similar a leos antihistaminicos
establecidos. Fue altamente efectiva (70 % D en prurite mediade
por histamina acompafiade de condiciones alérgicas en la piel. Se
ha reportado buena tolerancla, con incidencia similar de sedacién
y efectos colaterales anticolinérgices al placebo. No se
observaron efectos sobre la conduccidédn de autos y maquinas de
vapor cuande se co-administré con alecohel o Diazepam. Tampeco se
observaron cambios significativos en los valores de las pruebas de

laberatorio'®.

5. Dosis ¥ ADMINISTRACION

Este producto, derivado de la Azatadina, es de larga aceidn, No
tiene poder sedante o actividad muscarinica y .se usa para la
liberacién sintomatica de reacciones de  hipersensibilidad,
incluyendo rinitis y urticaria crénica., Se administra por via
oral. EnA adultos y niffos cuyo peso corpeoral sea mayor de 30 kg, la
-dosis es de 10 mg por dia. A los nifios de 10 a 12 ales, de bajo

peso corporal, se recomlenda administrar 5 mg por dia‘®.

12



CAPITULO 3

VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

1 JUSTIFICACION

Una eotapa fundamental @n el disefic de medicamentes es el
desarrollo de metodologfa analitica exacta y precisa que garantice
la calidad del producto. La validacién se define como el process
pa:a determinar la efectividad de una metodologia dada para

“S.44) 12 USP XXIIANF

proporcionar datos analiticos aprcepiados
KVII, indica: " De acuerdo a la Seccién 501 del Federal Feod, Drug
and Cosmetic Act, los andlisis y especificaciones de las
monografias de la USP y NF constituyen estandares legales. Las
regulaciones de las Current Good Manufacturing Practices (21 CFR
211.104 <ad) requieren que los métodos analiticos que @ emplean
para el aseguramiento de la calidad de productos farmacéuticos con
~ especificaciones estable-cidas. cumplan los estAndares de exactitud
y confiabllidad. También, de acuerdo con estas regulaciones (21
CFR 211.194 Cad(23], los usuarios de métodos analiticos descritos
en la USP ¥ NF, no requieren validar la exactitud y confiabilidad
de estos métodos, sino sclamente verificar su adaptabilidad bajo

N 1]
sus condiciocnes de operacién® .

Sin embargo, otras fuentes han
argumentads que los métodos establecidos en medios oficiales Ccome
la USP, AOAC y otrosd deberan validarse igualmente, ya que nuevas
cendiciones de operacidén, reactivos, instrumentos y personal,

(18, 141

pueden alterar sus caracteristicas Asi mismo, se tiene la

i3



experiencia de que los métodos compendiales descritos en las
Farmacopeas, no producen los mismos resultades en productos dque
tengan el o los mismos principios actives, pero con diferente
formulacidén por lo que es necesaria la validacién analftica para
cada producto, Esto es que, cuando se trata de formas
farmacéutlicas se debe tener en cuenta que, debide a la gran
variedad de formulaciones existentes en el mercado Cscbre todo,
éslo so verifica principalmente en Empresas Nacicnales, las cuales
tienen que desarrollar sus propies productes), leos resultados
pueden no ser satisfactorios y entonces es necesario comprobar la
validez del método en el caso particular que se esté

49 pe aqui que la validacién nos dard una medida no

anallzando
solo de la eficlencia del métede en forma individual, sinc del
sistema analitico total y un tante del procese de elabofacién de
la forma farmacéutica®®¥),

La validacién de métodos analitices debe hacerse con un ebjetivo
bien definido: fines regulatoriocs, politica empresarijial,

desarrollo de un nuevo producto, etec. As{, la validacién aplica a:

a) Métodos analiticos establecldos: son aquéllos que sc emplean de
rutina en el anAlisis de preductes en el laboraterio y éstos, a su
vez, pueden ser optimizades y/o modificados durante el desarrollo

del preceso de validacidn.

b) Métodos analiticos nueves: sen aquéllos que se desarrollan
durante la implementacién de un nuevo producto en la Empresa o los
que se desarrollan para mejorar la calldad del analisis de

productos ya establecidos,
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Slempre, antes de comenzar una validacidn, e5 necesaria la
elaboracién de un PROTOCOLO, que es un conjunto de direcciones
bien definidas que deben llevarse a cabo, sin excepeién, para la
realizacién de las actividades; es decir, es la guia, paso a paso,
de cada actividad”. -

A este respecto, se ha propuesto una estructura de 4 etapas para
la validacién de métodos™:

1.- Identificacién de les pardmetros apropiados de
validacién,

2.~ Disefic de experimentos para la evaluacidn de leos
parametres (Protecoloed.

3.~ Determinacién de la eficiencia del métedo para cada
parametro CRealizaciond.

4.~ Implementaciédn de los resultados al procedimj_.en\.o

original.COptimizacién o mejoramlento de la metodologiad.

El procedimiento para evaluar cada parametro de valldacién no
puede definirse universalmente, pues depende de varios factores
entre los que se enlistan el proposito del métode, el intervale de
concentraciones del analito, el rigor deseado en el andlisis,

m
etc.

La forma mis comunmente usada para la validacién de métodos

analiticos es mediante la evaluacién de parémetros establecides;

de acuerdo a la USP XXII/NF XVII, existen 3 categerias de andlisis
3)

para los cuales se requieren dates de validaecidn diferentes . A

continuacién se mencionan:
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Catedgoria I: Métodos analitices para la cuantificacidén de la
mayoria de los componentes de sustancias a granel o indredientes
actives C(incluyende conservadores) en productos farmacéutices

terminados.

Categorfia II: Métodos analiticos para la determinacién de
impurezas o componentes de degradacién en productos farmacéuticos
terminados. Estos métodos incluyen andlisis cuantitatives vy

pruebas limite,

Categoria III: Métodos analiticos para la’ determinacién de
caracteristicas de ejecucidn C(por ej.: disolucién, liberacién del

farmaco,etc. 2.

A continuacién se presenta la informacién analitica requerida para

cada categoria de anaAlisls:

PARNETRO EXNSAYO

ALITIC Cﬁm&tl)mﬂ mﬁ%ﬂ%m Cﬁﬂl”;?ﬂlﬁ
Lincaridad sl si to *
Precisidn st si o st
Exactitud - | Sf * L]
Interale 8 s . .
Lin, detecciin o Ko i [
Lin, cunatif icacidn Ko sf o .
Especificidad 8 s 8l "
Tolerancia st s sf §f

® Puede requerirse, dependiendo de Ja naturaleza do la prucha especifica,
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Todo proceso de validacidén contempla criterics llamades de
aceptacion los cuales se han desarrollado para determinar y
documentar la validez de los méitodos., Asfi, un mélodo es
considerade vaAlide cuande su eficiencia con respecto a los
criterios establecidos es 4ptima y el métode demuestra, de esta

(4!
forma, ser aceptable para su uso Rt d3)

Un buen plan de validacién de métodos analiticos permite evaluar,
de manera rapida ¥y practica, parametros estadisticos como son:
linealidad. exactitud, reproducibilidad, entre otros. La meta de
todo laboratorio analitico es "obtener en sus anadlisis resultados
exactos, precisos, lineales y confiables"”; exactos por la
identidad entre el valor real y el resultante del anilisis,
reproducibles por la colncidencla entre los resultados analitices
de una misma muestra efectuada por diferentes laboratorios; estas
caracteristicas forman parte de la confiabilidad, peroc ésta ademas
debe estar respaldada por un Sistema de Garantia de Calidad que
permita reconstruir y documentar la historia del precedimiento
analitico seguido®. Es decir, un método anali{tico validado hace

parte del Sistema de Aseguramiento de la Calidad de un producto.
Para elaborar un protocolo de validacidn es necesario entender

muy blen cada parametro que se evaluard y cémo se realizara, para

ayudar a ollo s han establecide algunas definiciones.
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2. DEFINICIONES

21 LINEALIDAD DEL SISTEMA

Es la variacién de la respuesta del sistema de medicién con
respecto a la concentracidn del analito, ésta se realiza para
asegurar la proporcionalidad directa sobre el intervalo de trabajo
pre-estableci do™.

Se determina construyendo una curva de calibracidén Crespuesta del
instrumento-sistema vs cantidad adicicnada de sustancia de
referencia) de una misma solucién de referencia, empleando al
menos 5 diluciones para 5 concentraciones que pueden ser: 50, 75,
100, 125 y 150 % de la concentracidn nominal y que se realizan por
triplicado. Los criteries de aceptacién se determinan evaluando
por el método de minimos cuadrados los resultados obtenidos
Cregresidn lineald. Estos criterios son:

El valor de la pendiente, m, de la recta debe ser aproximadamente
1.

El valor del intercepto en Y debe ser cercano a 0.

El wvalor del coceficiente de correlacién, r, deberd ser de 0.89 o
mayor .

El wvalor del coeficiente de determinacidn, r?, deberaser de 0.98 o
mayor,

Para ponderizar nuestros resultades se pueden realizar los
cAlculos con base en las unidades del eje de las erdenadas, ésto

sera:

m b =
bra—— mrs——%
y Y
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donde:
mr= pendiente relativa

br= intercopto relativoe

Para mét.odos cromatograficos: inyectar una serie de
concentraciones de sustancia de referencia que cubran el intervale
‘de trabajo de los analisis y registrar las respuestas., La
respuesta debe relaclonarse linealmente con la concentracidn de la
sustancia de referencia ¢ de la cantidad inyectada. La ecuacidn de
regresién lineal debera cubrir los eriterios establecidos. Si no
es asi{, se debe documentar que ésto no tiene efecto sobre la
exactitud del sistema. El coeficliente de variaeién tetal, Cvr,

4
debe ser mencr de 1.5 %‘'*44,

2.2 PRECISION DEL SISTEMA

La precisién esta definida come el grado de concordancia entre
los resultados de prueba individuales, Este parametro considera
sélo la contribucién al error atribuible al sistema de operacién o
medicién., Generalmente se expresa como la Desviacién Estandar
Relativa, DER, o Ceoeficiente de Varlacién, CV, el cual debe ser
menor de 1.5 %; éste es una medida de la repetibilidad del
sistema. Por otra parte, el vocabulario de terminologia en
Metrologia de las Normas 1S0-9000, prefiere no emplear el término
precisién como un paréametro de repetibilidad, e indica que ésta es
un concepto cualitative®, )

Se puede determinar tomando en consideraciédn el analisis al 100 %
realizado en la linealidad del sistema soclo que realizado por

sextuplicado.
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Para métodos cromatogréfiqos: Inyectar 6 réplicas de una Solucién
de la sustancia de referencia y medir la respuesta., Si‘el CV es
mayor a 1.5 %, documentar que la reproducibilidad del sistema es

adecuada para el método.

2.3 ESPECIFICIDAD DEL METODO

Es la capacidad de un métode analitico para medir exacta y
espec{ficamente el analito en presencia de componentes que, puede
esperarse, eosté¢n presentes en la muestra.

Se demuestra estableciendo experimentalmente que el excipiente y
sustancias relacionadas al prineipio active no interfieran con la
medicién. Frecuentemente puede expresarse come el grado de la
diferencia de los resultados del analisis obtenidos de muestras
contenliendo impurezas adicionadas, productos de degradacién,
compuestios quimicos relacionades © ingredientes placebo,
- cor;\parados con las muestras <sin sustancias adicionadas., La
especificidad es una medida del grade de interferencia (o auséncia
de ellad en el andlisis de mezclas de muestras.

Se determina comparandc los resultados de los analisis de
muestras conteniendo impurezas, productos de degradacién o
ingredientes placebo con aquéllos obtenidos del andlisis de
muestras que no los contienen, Cuando las impurezas o productos de
degradacidn no se pueden identificar © no estadn dispenibles, la
especificidad puede demostrarse por el anilisis, con el método en
cuestion, de muestras que contienen impurezas o productes de
degradacion comparando los resultados con aquéllos obtenidos de
analisis adicionales de pureza Cpor ej. anAlisis aromatografico.

solubilidad de fase, calorimetria diferencial de barrided. El
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grado de cuncordancia de los resultados es una medida de la
especificidadm.

Para métodos cromatograficos: deberd tener especificidad adecuada
para cumplir los criterios de precisién y exactitud entre el
principio active y todos los otros componentes que podrian
interferir. Si existen componentes adiclonales, se deberan
cuantificar y debera existir especificidad adecuada®™,

NOTA: Se puede trabajar con las muestras de Linearidad del Método

Cver abajo), con el nivel al O % para ver efecto del placebo.

24 INTERVALO

Es la regién entre los niveles superier e inferior del analite
Cincluyendo esos niveles) en donde se ha demostrade que el métedo
es apropiado en cuanto a exactitud, precisién y linealidad. El
intervalo es validado verificando que el método analftico
proporcione precision, exactitud y linealidad aceptables cuando se
aplica a muestras conteniendo analito tanto en los extremos como

dentro del intervalo™

25 LINEALIDAD DEL METODO

Es la wvariacién de la cantidad de farmaco recuperada en el
anilisis como una funecidn de la cantidad de farmaco adicionade a
la muestra. El objetivo es conocer el intervalo de concentraciones
en el cual la respuesta el lineal. Esto se determina para asegurar
la proporcionalidad directa s;bre el intervalo de trabajo
pre-astablecido. Se caracteriza por el estudio de recocbres de
placebos cargados a diferentes niveles de concentracién per arriba

Yy por abajo del 100 %, incluyendo éste. La linealidad usualmente
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e expresa en términos de la varianza en torno a una recta de
regresidn lineal calculada de acuerde a una relacién matomatica

establecida. En esta determinaciédn se considera lo sigulente(s':

1.- Exactitud: Se analiza de manera semejante a la exactitud

al 100 %, pero ahora considerando tode el intervalo estudlade.

2.- Linealidad: Se establece comprobandc que la grafica
obtenida de cantidad recuperada tenga un comportamiento de y=mx +
b, donde la pendiente, "m", y el intercepte, "b", no sean

estadisticamente diferentes de 1 y O, respectivamente.

Se determina por el método de recobro de sustancia de referencia
o principio activo adicionado a placebo. Se adicionan al placebo,
preparado (ntegramente, cantidades conocidas del analite, cuando
menos a B niveles de concentraclén, Generalmente se emplean los
niveles: 0, 60, B0, 80, 100 y 120 % Se recomienda analizarlo por
sextuplicade ¥ en dias diferentes, al azar, incluyendo en cada dia
la preparacién de reactivos y soluciones de referencia, Cada
muestra se analiza siguiendo el método propuesto.

Otro método es el recobro de sustanela de referencia o principio
activo adicionado al producto. Se adicionan al producto cantidades
conocidas del analito, a los mismos niveles de concentraciédn
anteriores y de la misma forma. Este méicdo se emplea cuando no se
conoce la formulacién del producto o cuande no se tienen los
materiales para la elaboracién del placebc‘“’.

Para métodos cromatografices: inyectar concentraciones de la

sustancia de referencia que cubran el intervaloc de trabajo. La
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respuesta debe estar linealmente relacionada a la concentracién de
la sustancia de referencia o de la cantidad inyectada. El
intercepto no deberd ser significativamente diferente de cero. Si
se¢ obtiene un intercepto significativamente diferente de cero,
documentar que ésto no afecta la exactitud del métedo.

Cualquier desviacidn en la linealidad indica que el método no es
adecuado para muestras con esa concentracidén de principio activo.
En tales casos, el investigador deberd modificar y revalidar el
método., Una recta de regresidn, experrlmonta.lmen(.e. puede tener las

siguientes caracteristicas:

maule A mTIe

donde:

CA muestra la recta "ideal” a obtenerse en un anilisis de
linealidad con intercepto en cero ¥y que indica que el método es
valido a todos los niveles de concentracién establecidos..

CBY es la misma que A, perc cuando se emplea el método de adicidn
de sustancia de referencia en .la.s muestras por falta de placebo,
;1 intercepto en y es positivo y representa la cantidad adicicnada

de sustancia de referencia
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€0 muestra que el métedo es linmeal pero inadecuadc a bajas
concentraciones de analito, y donde el intercepto en "y es
negative significativamente.

CD> indica claramente un métode no lineal.

26 EXACTITUD Y REPETIBILIDAD DEL METODO (AL 100 %)
Es la medida de concordancla entre los resultades de un métode
analitico, obtenidos experimentalmente y el el wvalor real para
una muestra. Este parametro se examina por comparacion de la
cantidad recuperada con respecto a la adicionada al placebo. Esto
demuestra que el método analitico es confiable cuando se efectua
en varlias ocasiones por un mismo analista en las mismas
econdiciones de operacién’®,
Se determina empleando los resultados del nivel al 100 % de la
linealidad del método.
Se determinan el promedic de recobro y el C.V., los cuales varian
dependiendo del método empleado para el andlisis.
Cuando se evalta la exactitud en todo el intervalo lineal, se
determinan los poercenta jes recuperados a cada nivel de
concentraclédn y se calcula el CVr el cual deberi ser menor del 2.0
%, y ol promedio de recobro deberad estar entre el @8% y 102 % del
valor tedrico. El intervalo de confianza para la media al 985 %

deber& encontrarse entre el 96 y 104 %, incluyendo el 100 249!

2.7 PRECISION DEL METODOQ
Es el grade de concordancia entre medidas individuales en un

proceso. Se mide de la siguiente forma®®;
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1.~ Repetibilidad: Precisisn del métod'c analitico expresade
come la concordancia obtenida entre determinaciones independientes
realizadas por un solo analista, usando los mismos aparates. Con
fines practicos, el estudic estad evaluado por el CV de la prueba
de Exactitud al 100 %, as!{ como por la linealidad del método. El

criterio establectdo es que el cv ¢ 2.0 %%

2.- PReproducibilidad: Preclsién de un método analitice
expresado como la concerdancla entre determinacicones
independientes reallzadas por diferentes analistas en diferentes

{16
dias‘.’

£l disefio mas practico y rapido es el siguiente:
— Analizar muestras de la formulacidén Cproducto terminadod con dos
analistas en dos dias diferentes.

- Realizar un anilisis de varianza,

El métoedo se considera reproducible y, por lo tante, vilido si:
10 No existe modificacién estadisticamente significativa
entre el porciento recuperado cuando el analisis se realiza por

personas diferentes.
11> No existe modificacién estadisticamente significativa

entre el porciento recuperade cuande el andlisis se realiza en

dias diferentes,
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2.8 LIMITE DE DETECCION

és un parametro de prueba limite. Es la menor concentracidén de
analito en una muestra que puede ser detectada pero no
necesariamgnte cuantificada, bajo las condiclones experimentales
establecidas. S&le se wverifica que la concentracién de analito
esté por arriba o por abajo de ciertc nivel., Esto significa que
esta prueba es aplicable si el analito estd en concentraclén

pequefiisima (nivel menor) o si es componente traza'®!

Para evaluar este parametro es necesario, en primer lugar,
conocer y evaluar la variabilidad de la prueba en blanco. Es
necesario repetir un cierto nimero de analisis (por ej.: 10 veces)
sobre una muestra del blance. Se cobtiene as{ un valor medio y una
desviaclién estandar de la medicién o de la sefal en las
condiclones previstas de analisis del compuesto‘s'

La determinacidn puede wvariar dependiends s1 se trata de un
método instrumental o no instrumental. Para métodos
instrumentales, pueden emplearse diferentes técnicas. Algunos
investigadores determinan la relacién del nivel de ruido
comparando los resultados del anAlisis de muestras con
concentraciones conocidas de analite con muestras blanco vy
estableciendo el nivel minimo al cual ¢l analito puede detectarse
confiablemente, La regla general, segun Fontani, es que el limite
de deteccidn de una seRNal o de una medicidn esta dado por 3 veces
la wvariabilidad del blanco, Este limite es subsecuentemente
validado por el anadlisis de un numerc adecuado de muestras
conocidas preparadas al limite de deteccidn. o cercanas™.

,Pe.xra mé¢todos no  instrumentales, el limite de deteccidn

generalmente se determina por el andlisls de muestras con
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concentraciones conocidas de analito y por el establecimlento del
nivel minime al cual el analito puede detectarse

confiablemente'™,

29 LMITE DE CUANTIFICACION

Es un pardmetro cuantitativo para determinar niveles bajos de
compuestos en muestras, tales como impurezas, en sustancias
farmacéuticas y productos de degradacién en formas farmacéuticas.
Es la mas baja coencentracién del analito en la muestra que puede
ser determinada con precisién y exactitud aceptables bajo las
condiciones de prueba establecidas. El limite de cuantificaclén se
expresa come la concentracidn del analite Cper ej.: %, ppb, etec.?
en la muestra®!

La determinacién puede varlar también si se trata de un método
instrumental o no instrumental. Para métodos instrumentales se
realiza de la misma manera que el limite de deteccién. Cabe
subrayar que una sefal comprendida entre 3 y 10 veces la
variabilidad del nivel de ruido, se considera cualitatitamente y
sélo si es superior a 10, la seflal es utilizable para expresar
numéricamente resultados cuantitativos. Este limite es
subsecuentemente validado por el analisis de un numero adecuado de
muestras conocidas preparadas al li{mite de cuantificacién, o
cercanas adl‘”,

,Para métodos no dinstrumentales, el limite de cuantificacién
generalmente se determina por .e.l analisls de muestras con
concentraciones conocidas de analito y estableciende el nivel

minime al cual el analito puede ser cuantificado con precisién y

exactitud aceptablesm.
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210 ToLERANCIA

Es el grado de reproducibilidad de los resultados obténidos por
el andlisis de las mismas muestras bajo una varledad de
condiclones de prueba, tales como diferentes laboratorios,
diferentes tiempos de andlisis, diferentes temperaturas de
andlisis, diferentes dias, estc. Se expresa normalmente como la
influencia de variables operacionales y amblentales sobre los
resultados analiticos™.

Se establece por el analisis de alicuotas de lotes homogéneos en
diferentes laboratorios, por diferentes analistas, empleando
condiciones operacionales y amblentales que pueden diferir pero
que siguen estande dentro de los parametros especificados. La
reproducibilidad puede compararse con la precisién del anilisis
bajo condiciones normales para cblener una medida de la tolerancia
del método analitico. Algunas veces se define como la evaluacidn
de las condiciones operacionales para determinar cuales son
criticas.

Se- puede determinar la estabilidad de la solucién de medicién;
esta determinacién nos permite conocer las condiciones y tiempo en
que la muestra mantiene sus caracteristicas originales; es decir,
el tliempo que una solucién puede permanecer antes del anallsis sin
comprometer su exactitud. Para la determinacién se recomienda usar
un minimo de 4 soluciones en el intervalo de concentraciones de
trabajo, y un minimo de 16 horas para métodos cromatograficos a
temperatura ambiente. El tlempo puede ir desde minutos hasta dias.
O  bien, s¢ analizan muestras almacenadas en diferentes

condiciones: temperatura ambiente, 5°C, luz, a diferentes tlempos.
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Estas muestras corresponden a las scluciones finales de analisis
Csegun el caso, las que se inyectan, a las que se les determina la

absorbancia, etc.?

3. CaLcuwos
El procedimiente para realizar los cilculos estadisticos

necesarics, se presenta en el Apéndice A,

4. DOCUMENTACION

Una vez que se han definido los parametros a evaluar en la
validacién, conviene generar una serie de tablas con los datos de
validacién requerldos. Después de completar la fase de colecclén
de datos del proceso de evaluacién de pardmetros, deber&
realizarse la determinacién de la aceptablilidad de la eficiencia
del método para cada parimetro.

Algunos ejemples de formatos se presentan en el Apéndice B.

Se recomienda que toda documentacién generada se consigne al
Departamento responsable de la validacién, Esta documentacién
constard de un informe detallado del trabajo realizado: protecole,
resultados, evaluacidn y anexos; cada uno con firmas y fechas

correspondientes,
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CAPITULO 4

CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA EFICIENCIA

1. Hotorta

fLa cromatografia de liquidcs es la mas vieja forma de
cromatografia. Es una técnica de separacién de compuestos y la
cuantificacién, reproducibilidad y simplicidad estan asociadas con
la nueva instrumentacién, resultante del avance técnico™)

En 1803, el bioquimico ruso M. Tswett desarrolld una nueva
técnica de separacidn basada en el flujo de una mezcla a través de
una ceolumna con adsorbente finamente pulverizado y haciende pasar
un_disolvente organico. Los diferentes componentes de la mezcla
salieron por el otro extremo de la columna a diferentes
velocidades, formando algunas veces bandas coloridas, de allf el
nombre de cromatografia para este métode de separacicna’f A
partir de entonces se fueron desarrollando y optimizando las
técnicas cromatograficas por varios investigadores hasta
transformar la cromatografia liquida en columna en un métode de
separacién de alta wvelocidad ¥y alta eficiencia. Este métode
algunags veces estid referido como HPLC, el cual alternativamente es

expresado como Cromatografia de Liquides de Alta Eficiencia CCLAED

o Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucidn CCLARY !

2. FUNCIONAMIENTO

La tecnologia de la columna esta basada en el use de columnas de

didmetro pequefic (2-5 mm de DI y de empagques de tamafico de
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particula pequefic C3-50 umd que permiten él equilibrio rapido
antre .li fase mévil y la fase estaclonaria. Esta tecnologia de
columna de tamafe deo particula pequefos, requiere sistemas de
bombeo de alta presién capaces de dispensar la fase mévil a alta
presién para ejecutar velocidades de flujo de varios ml por min.
fa que es frecuentemente necesgrio emplear cantidades pequelas de
analito Cusualmente menos de 20 ugd, son necesarios detectores
sensitivos. Con esta tecnologia, la cromatografia de liquidos
puede dar separacicnes a alta velocidad comparables con las
obtenidas en cromateografia de gases, con la ventaja de que pueden
analizarse materiales no volitiles o térmicamente inestables sin

doscomposicién o la necesidad de fermar derivados volatiles'®!

La cromatografia bAsicamente involucra las separaciones debidas a
la diferencia en el equllibrio de distribucién de los componentes
de la muestira entre dols fases diferentes: la fase mévil y la fase
estacionaria. Los componentes de la muestra migran a través del
sistema cromatogrifico solamente cuando estén en la fase mévil. La
velocidad de migracién de un componente es una funcién del
equilibrio de distribucidn. Los componentes que tienen
distribuciones preferentes por la fase estacionaria migran mis
lentamente que aquéllos que tienen distribuciones preferentes por
la fase mévil. La separacién, entonces, resulta de las diferentes
velocidades de migracién come una consecuencia de la diferencia en
el equilibrio de las dlstribuciot;es‘“.’

Las tres formas «de la cromatograffa de 1liquidos mas

frecuentemente usadas son: intercambio idénico, particion y

adsorecion,
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La cromatografi{a de intercambio iénico se uga principalmente para

la separacion de materjiales idnicos o icnizables sclubles en agua

de pesos mocleculares mencres de 1500. Las fases estacionarias de

la cromatograffa de intercambie idnico usualmente son resinas

sintéticas organicas con diferentes grupos actives presentes, Las

resinas de intercambio catidnico ¢ontlenen sitloes actives cargados

negativamente y se emplean para separar sustancias basicas tales

come aminas, mientras que las resinas de intercambio aniénico

tienen sitios activos cargados positivamente, los cuales atraen

sustanclas tales como grupos fosfato, sulfonato o carboxilato gque

tienen carga negativa., Los compuestes 1énicos o ionizables

solubles en agua son atralidos por las resinas y las diferencias en

afinidad producen la separacién cromategradfica, El pH de la fase .
mévil, la temperatura, el tipo de ion, la concentracién iénica y

los modificaderes orginicos afectan la atraceidn del seolute y esas

varlables pueden ajustarse para obtener el grade de separacién

deseada™®’

En la cromatografia de particidn, las fases mévil y estacionaria
se usan de diferente polaridad., Si la fase mévil es polar y la
fase estacionaria no polar, la cromategrafia se refiere come de
fase inversa, entonces se pueden separar compuestos no polares
solubles en hidrocarburos de peso molecular menor de 1000, tales
come vitaminas cleosolubles y antragquinonas que pueden separarse
por vsu afinidad con la fase estacionaria. La modificaciédn del
disclvente fase mévil polar con un disclvente menos polar causa un
decremento en la afinidad y la retencién de los compuestos en la
columna. Si la fase médvil es no polar y la fase estacionaria es

polar, entonces pueden cromatografiarse materiales polares tales
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come alcocholes y aminas. La fase movil no polar puede medificarse
eon un disclvente mas polar para disminuir la retencién y camblar

la separaci on™?,

Se puede cromatografiar una amplia variedad de
compuestos no idénicos por cromatograffia de adsorcidn mediante la

eleccién de las fases mévil y estacionaria apropladas“".’

3. CONCEPTOS BASICOS

Consideraremos brevemente alguncs términos basicos empleados en
CLAE necesarios para comprender el funcionamiento del sistema®?!
Lo que se pretende en cualquier proceso operacicnal, es la

capacidad de obtener resolucidén, que es una medida del grads de

separacién de un sistema de dos componentes:

V2~Va

R Wi WD

Est4d definida como la distancia entre los centros de los picoes de
‘ dos picos dividides entre el promedie del ancho de la base de los
plcos.

La resolucién esta Intimamente relacionada con la selectividad.
la eficiencia y la capacidad de la columna:

-1 k'’
X N X5

1
Rs=—zﬂ(

o

donde:

o= retencidh relativa
Va-Vo

% Vi-Vo

N = numero de platos tedricos
N= 18 c——-v y?
L
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k'= factor de capacidad

Vi-Vo
Vo

o relacicna la separacidn pico a pico de dos componentes y es una
medida de las diferencias termodinimicas en su distribucién.
Cuande a=1, la resolucién es cere. Las columnas con valores
suficientemente altos, pueden proporcionar excelente separacién,

El numerc de platos tedéricos, N, os una medida de la difusidn de
la banda de un pico a través del sistema cromatografica. A menor
difusidén de la banda, es mas alto el numerc de platos tedéricos, Es
una medida de qué tan bien o mal esti empacada la columna. Cuando
se trata de una separacién dificil, se requiere de columnas de
alta eficlencia para oblener resolucidén satisfactoria.

El factor de capacidad, k', puede interpretarse como la retencidén
de un componente en términos de volumenes. A mayor valor de k°,
mayor es la capacidad de la columna y mis retenido serid el pico.
En esencia, esperariamos valores pequefios de k' para separaciones
a alta velocidad, pero valores altos de k' para mejor resolucidn,
k* se puede controlar variando la fuerza del disoclvente.

Otra medida de la eficiencia de la columna es la altura
equivalente a un plato tedrico, CHETP) AEPT, este términe se
calcula dividiendo la longitud de la columna entre el total del
nimerc de platos teéricos. Se considera una buena columna cuando
AEPT esta entre 0.04 y 0.3 mm. Si una columna tiene buena

';ficiencia. para N debe corresponder un valor alto y para AEPT un

(247
valor bajo 4]
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Otro términe empleado comunmente es el tiempo de retencidén, tr,
que es el tiempo que una muestra requiere para eluir. Este se mide
desde ol momento de la inyeceidn hasta el miximo del pico, y es

caracteristico para cada muestra segin el sistema empleado‘zz.’

4. COMPONENTES DE UN SISTEMA CLAE
El cromatdgrafo de liquidos consiste basicamente de un sistema de
bombeo, el inyector, la columna cromatografica, el detector, el

integrador y el registrador.

41 BoMBA
Los sistemas de bombes de alta presién liberan el disoclvente de

la fase mévil del reserverio hacia y a través de la columna.

4.2 INYECTOR

Respecto al inyecton existen dos medios para introducir el
analito en la columna, son la inyeccién en una corriente de flujo
¥ una inyeccidén ‘“deteniendo el flujo*., Estas técnicas pueden
empl earse tanto con una jeringa o con una valvula de inyeccidn.
Para la técnica de inyeccidn con Jeringa se usa un septum a la
cabeza de la columna donde las presicnes son mencres de 70 atm
Calred. 1000 psi). A altas presiones se puede usar una valvula
para introducir la muestra, Algunes sistemas c¢on valwula
incerporan un loop calibrado que es cargado con una muesira, la
cual se transfiere por el slstem.a de valvula a la corriente del
flujo de la fase movil. Otros sistemas de vilvula permiten la

introduccion del analito a una cavidad usando una jeringa. La
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cavidad cargada es entonces cambiada hacia la corriente de alt.av
presién por ol sistema de vilvula., En la técnica de "deténiendo el
flu,j.o", se detiene el flujo de la columna y la inyecciédn se hace a
presién ambiental. Después de inyectar el analito se reinicia el
bombeo. La alta presién se reestablece rapidamente. Tiene la
ventaja de poder usarse a cualquier presién, proporciona mejor
reproducibilidad de inyeccidn que con el uso de un septum, y se
elimina el problema del deterioro del septum  por los

disol ventes™®!

4.3 COLUMNAS

Un tipoc de soporte o fase estacionaria empleado en estos empaques
conéiste de microparticulas de 30 a S0 um de didmetro con un
centro sélide y una fina capa porosa. Alguncs de esos materiales
peliculares pueden pre-~activarse para darles propiedades
adsortivas, mientras que otros se recubren con una fina pelicula
de fase estacionaria para las separaciones de particidn o
intercambioc iénico. La fase estacionaria puede ser un liquido o un
polimero., estar recublerta o quimicamente enlazada a la superficie
del soperte en una pelicula fina que reduce la resistencia a la
transferencia de masa para obtener un rapido eqguilibrio entre la
fase mdvil y la fase estacicnaria. Una fase estacionaria liquida
puede ser grandemente Inmiscible en la fase movil; usualmente es
riecesar;lo pre-saturar la fase mévil econ la fase estacienaria
liquida para prevenir el detericro de la fase estaciocnaria de la
columna. Las fases estacionarias recubiertas con polimero son mas
durables. Las fases estacionarias que han sido quimicamente

enlazadas al soporte proporcionan mayor conveniencia para el uso
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¢on una diversidad de disolventes y a temperaturas elevadas.
Otras, con material de empaque con diimetro mis pequeffo, de 3 a 10
um, son completamente porosas y dan. separaciones mucho mis
eficientes.

Las columnas normalmente wusadas para separaciones analiticas
tienen diametros internos pequefos (2-4 mm); las columnas de
dismetros mis grandes se usan para etapas preparativas. Las
columnas pueden calentarse para dar separaciones mis eficlentes,
pero raramente se emplean a temperaturas mayorses de 80°C porque se
degrada la fase estacionaria ¢ porque se volatiliza la fase médvil,
Normalmente, la columna se mantiene a temperatura ambiente™®!

Dado que la columha es el corazén de un sistema cromatografico,
es lImportante darle un buen mantenimiento’Z°} para ello se
recomiendan las sigulentes precauciones:

- Proteger la columna de la vibracién o golpes.

— No sobrepasar el limite de presién recomendado;

3500 psi Ccolumnas de acero)

2000 psi Ccartuchosd

- No someter la columna a cambios bruscos de presién. No cambiar

la velocidad de flujo en incrementos mayores de 0.5 ml/min.

~ Proteger la columna de cambios ripidos en composicién de
disclventes,

- Evitar usar fases méviles con pH muy acido o muy alcalinoe:
intervalo de pH éptimo; 3.5-6.8

- Nunca usar soluciones reguladoras de citrato porque és;,e
disyelve la silica del empaque de la columna.

- Evitar usar carbonatc de amonioc., CNHe)2CCa, pues su pH es

demasiado alto.
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- Evitar usar fases méviles o muestras, sin filtrar.

- Usar agua grade cromatografico. El agua delonizada no se
recomienda porque contiene contaminantes orginices que pueden
alterar la eficiencia de la columna.

- Evitar la precipitacidén. Asegurar que la precipitacién no
occurra cuando la muestra se inyecta en la fase mévil.

- Evitar pasar disolventes incompatibles, por ejemplo

- cloreformo/agua CVer tabla 1 para la compatibilidad).

- Separar las columnas que Se uSan con sistemas PIé Yy no PIC
Cformadeores de par iénicod,

- Asignar las columnas a aplicaciones especificas. Cambios
constantes de nuestras y disclventes pueden causar contaminacisén y
pérdida de resolucién mas rapida.

- Proteger la columna usande una pre-columna.

- Cuando las columnas dejan de usarse un madximo de 72 horas, no
requieren almacenarse.
= No almacenar las columnas con agua sola ya que ésto promueve la
conLaminacién microbiana.

- Almacenar las columnas en una soluclédn metanclagua (50:50).

- No dejar las columnas con soluciones reguladoras. Lavar co‘n
agua y después con un disolvente compatible,

- Regresar la columna a su caja con los tornilleos finales bien
apretados para evitar que se seque.

= Es conveniente determinar la eficiencia de la columna (nueva ©

en usol. Para ellc se recomienda lo siguiente:
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CONTROL DE USO DE COLUMNAS

COLUMMA Ho.
Uso:
IHICIO DE USO:
FRINCIPIO(S) ACTIWS(S) ANALIZADO(S):

FECHA ;H]ﬂ’s FASE MOVIL {PRESION RI’WI&% ABALISTA | OBSERVACIONES

FORATO 1
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HOTA'EL proveedor garantiza la aficiencia, selectividad y
resolucién de cada columna. Cualquier reclamacién debera
efectuarse en un lapso menor a 30 difas a partir ‘de la fecha de

entrega.

Antes de reallzar el primer anidlisis en la columna nueva, se
vuelve a reallzar la separacldédn de la muestra de prueba sefalada
por el proveedor. Desterminar ol numere de plates tedricos cuando
la columna se recibe y, peridédicamente, ya que es util para
monitorear el estado de la columna. La pericdicidad de la prueba
dependerd del usc que tenga, © cada mes. Reglstrar los datos en

una bltacora adecuada.

4.31 PROCEDIMIENTOS PARA DETERMINAR LA EFICIENCIA DE LA COLUMNA

A) Caleulo del numero de plates teérices

1.- Conectar la columna sdélo a la bomba.

2.~ Humectar la columna con el disclvente adecuade durante el
tiempo determinado.

3.~ Anotar la presién obtenida a estas condiciones.

4.~ Conectar la columna a tode el sistema.

5,~- Equilibrar la columna con la fase mévil ipdicada por el
proveedor durante 30 min a un flujo de 1 ml/min o hasta que la
linea base sea estable.

6. - Colocar el aparato en las condiciones de operacién que seffala
el proveedor Cveloclidad de flujo, longitud de onda, AUFS,
atenuacion, etc.)

7.- Inyectar la soluclédn de prueba por le mencs 6 veces,

8. - Calcular el numero de platos teéricos con el pico y el métado
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qua el proveedor seffale.

Q. - Comparar el resultado cbtenido con las especificaciones del
proveeder, Si no cumple, dar aviso inmediatamente para efectuar la
devolucién de la columna.

10, - Determinar el numero de platos tedéricos regularmente ya que
ello da una idea de! declive gradual de la resoluciédn de 1la
columna y proporciona intormacién de la vida de la columna por
costo de andlisis. ‘

11, - §£ la columna cumple con los valores de N, aceptarla y darla

de alta.

B) Calecula de la asimetria
Otro dato gque vret‘la,ja la oficiencia do la columna os la

asimetria, que nos indica la simetria del pico.
: /

donde:
7= factor de asimetria
Wa,05= ancho del pico al § % de su altura medida desde la base,
= ancho del pico medido desd;e la linea que lo divide pasando
por &l vértice y la linea tangente,
Para que la forma del pico se considere aceptable, el valer de 3

no debe exceder do 1.4
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C) Daterminacidn del factor de capacidad, k’
Se puede determinar también el factor de capacidad, k',  que para

columnas pBondapack Cis nuevas debe estar antre 4.5-8.0

De-spués de probar la eficiencia de la columna, se recomienda:

A) Asignar a cada columna, el numeroc que la identifique.

B) Llevar una hoja de registro de la columna{Ver Formato 1).

€) Anctar los datos que se prepenen en el formato, cada vez que se

utilice la ¢olumna.

432 PROCEDIMIENTO PARA LIMPIEZA DE COLUMNAS

La fuerte afinidad de los organosilanos por compuestos eorgdnicos
frecuentemente promueve la contaminacidn de la columna por
excipientes que no eluyen bajc las condiciones empleadas para la
muestra. El paso continuo de esos materiales da como resultado
pérdida de resolucidn y capacidad. La limpleza <cuidadosa de la
columna podria restaurarla a su condicidn eriginal.

Si se estd usando un sistema simple metanol.agua, un enjuague con
metanol puede ser suficiente. S1i se estdn usando soluciones
regul adores, éstos deben quitarse con agua antes de la adicién de
metanol o cualquier otro disclvente orginice. Conviene pasar 100
ml de agua a un flujo de 1 ml/min y después 30 ml de una mezcla
metanol/agua CS0:50). Dejar la columna lavindose con agua durante
teda la noche una vez a la semana. Cuands nc se tienen estas
precauciones, las soluciones reguladoras pueden precipitar en el
instrumento, en las conexiones de la columna, en el inyector y en

el detector.
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COMPATIBILIDAD COLUMNA/DISOLUENTE
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VOLUMENES DE PURGA PARA COLUMNAS

DINEXSIGNES DE LA COLLMN § VOLUMEN RECOMEHDADO
(ma X cR) (1}
28838 8.8
39X15 15.8
IERE. 3.0
78%3 2.8
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REGENERACION DE COLUMNAS
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REGENERACION DE COLUMNAS
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Si la columna no se regenera por un enjuague simple con metanocl o
acetonitrilo, entonces se puede emplear dimetilformamida CDMF) o
dimetilsulfdéxido (DMSO). Para limplar una columna Cia o fenilo de
2 mm ID x 61 cm, generalmente se requerira lavar con 25 a 50 ml de

DMF a un flujo de 1-2 ml/min **

CVer tabla No. { y No. 2).
Sl se trabaja <con grasas, lavar con tetrahidrofurane CTHFD a un
flujo de 0.5 mi/min a 35°C durante 3 horas.
. Si" se sospecha de contaminacién con protefnas, lavar con agua,
después cv;:n urea 8 M, y posteriormente enjuagar otra vez con
agua. Este procedimiento en general limpia y regenera. la columna.
Si se han inyectado muestras en plasma, lavar con agua, metanol,
cloroformo, pasande S0 ml de c/u a un flujo de 1.5 mls/min. La
frecuencia de este lavado tendrd gque detarminarse d'_; acuerdo a la

(23}
experiencia™”,

4.3.3 PROCEDIMENTO PARA MANTENIMIENTO DE COLUMNAS

Cuande se notan anomalf{as en el sistema cromatogrifico, como
presién alta, picos deformes, plcos cortos, pérdida de resoclucidn,.
etc., la columna se repara por: regeneracién, lavado o reemplazo
de filtro, reemplazc de materlal de empaque. La frecuencia depende
de la proporclén en que disminuya la eficiencla de la <¢olumna,
Para c¢cada tipe de columna existe un procedimiento de
regeneracién. Después de realizarlo, determinar el nUmero de
platos tedricos.

NOTA: Antes de iniciar la regeneracién de una columna, se debe
lavar ésta durante toda la noche con un disolvente fuerte; por
ejemplo, para fase inversa usar aceteonitrilo o THF a un flujo de

0.8 ml/min o mencr, si la presién es demasiado alta (Ver Fig. 1 y
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Fig. 2).

Para lavar o reemplazar el filtro: quitar la tuerca de la
columna, depués se remueve el "frit" sin disturbar el empaque y al
final se lava o se reemplaza el "frit". Para lavar el "frit"
primerc se enjuaga con agua y después se hierve por ;Jna hora en
una mezcla de Acldo nitricoragua C50:50) o se sonica en agua, ., Ac.
nitrico 8N, agua y metanol, por & min en cada uno, Se procede a
probar la columna.

Otro procedimiento es el reemplazo del material de empaque Césto
puede disminuir la resolucidn de la columnad: remover la tuerca de
la columna y quitar, con unha espitula pequefa, el empaque
contaminado - a simple vista se ve oscurecido-~, con cuidado de no
tocar la pared interna de la cclumna. Después se humedece el
empague nuevo ceon metanol y ya humedecido, se coleca en la columna
formando wuna “montaffita”. Colocar las tuercas de la columna.

Probar la columna.

4.4 DETECTORES

Los delectores cominmente usados incluyen el fotometro
ultravioleta, el refractémetro diferencial y el flucrémetro. El
fotémetro U.V. de baja presién de mercurio esv un detector comun y
estable, pero cuando se cuenta con detectores de longitud de onda
fija, su usoc estd limlitado a la deteccidn de materiales que
absorben radiacién a una longltud de onda de 254 nm. Su limite de
sensibilidad a los compuestos que absorben fuertemente luz U.V,
puede ser alrededor de 1 ng. Los compuestos que no absorben luz a
254 nm apreclablemente, con frecuencia son convertidos a derivados

que absorben a esta longitud de onda; de esta forma se incrementa
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el intervale de aplicabilidad del detector de longitud de onda
fija, La introduccién de espectrofotémetros equipados con
microceldas y detectores capaces de operar a longitudes de onda
adicionales ha extendide el margen de la deteceidn U.V.

Los detectores de refractémetro diferencial, determinan la
diferencia entre los f{ndices de refraccién del disolvente purc y
el de la muestra en el disolvente. Entre los mis aplicables es el
menos sensible con un limite de deteccldn de alrededor de 1 ug y
responde a cambios pequefos en la composiclén del disolvente,
veleeidad de flujo y temperatura, de tal forma que se requiere de
una columna y de flujo de fase mévil de referencia para dar una
linea base satisfactoria.

El fluerdmetro es un detector sensible para compuestos que son
inherentemente flucrescentes o© que pueden ser convertidos a
derivados fluorescentes, ya sea por transformacién quimica de los
compuestos o por acoplamiento con reactivos fluorescentes a grupos
‘funcicnales especificos.

Con algunos reactives, la derivatizacién se lleva a cabo antes de
la separacidédn cromatografica de les derivados. En otros casos, el
reactivo se introduce dentro del reserveoric y el eluente reacciocna
con el analito In stitu, ¥y entonces el derivade se expone al
detector.

Un detector electroquimice que emplea electrodos de carbén
blando, montados en unha celda de pelicula fina de wvolumen muy
pequefo, se puede emplear ventajosamente para medir cantidades muy
pequefias C1 ngd de compuestos facilmente oxidados; particularmente

. fenoles y catecoles.
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En general. la seffal del detecter se amplifica antes de pasar al
registrader, el cual, usualmente corresponde a un registrador
potenciométrico con carta, donde se grafica la sefal contra el
tiempo. La seflal puede ir también a un integrador digital
electrénico para la medicién automitica de las areas del pico del

[£3-41
cromatograma .

4.5 Fase MoviL

La composicidén de la fase m&vil influye de manera significativa
en la eficiencia cromatografica y debe ser controlada
cuidadosamentg. La composiciédn puede tener un mayor efecto que la
temperatura sobre el factor de capacidad. En la cromatografia de
adsorcidén y particién, la fase mévil puede modificarse con otro
disolvente, mientras que en la cromatografia de intercambio iénico
tanto el pH come la fuerza ionica .y la modificacion del
disolvente, pueden cambiar leos factores de capacidad. La técnica
de cambio continuo de composicidn de disolvenx;e durante la corrida
cronategrafca @35 llamada gradiente de elusién o programacidn del
disolvente, y algunas veces se emplea para cromatcgrafiar muesiras
comﬁleJas con componentes ccn factores de capacidad diferentes.
Los detectores que son sensibles a cambios en la composicién de
disolvente, tal como el refractémetro diferencial, son mas
dificiles de usar con la técnica de gradiente de elucion™™,

En cromatografia de liquidos, la fase mévil es relativamente no
compresible, La difusién en la fase mdvil es extremadamente baja.
Debido a esta baja difusi¢én en la fase mévil, se hace posible 1.3
cromatografia de liquidos de alta velocidad. Ademads, los efectes

de temperatura son sélo de importancia secundaria y la resistenczia
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a la transferencia de masa en un liquido-es muy al t4*®,

Per lo
tantc, es de fundamental importancia la calidad de los disolventes
empleados en la fase mdvil.

Los disolventes usados en CLAE deben ajustarse a algunos otros
criterios, ademis de ser disol ventes apropiados para
cromatografifa. Los requisitos del disolvente para obtener una
buena cromatografi{a son'?&?

1.~ La filtracién del disclvente antes de que entre al sistema
cromatogrdfico es importante, ya que la contaminacién de la bomba
por particulas da%a el funcionamiento de las valvulas, ocasionando
fugas de la fase movil. Esto cambia la velocidad de flujo y reduce
la reproducibilidad de los tiempos de retencidén y de las areas de
los pizos, Ademds, las particulas pueden rayar la superficle del
pistén de la bomba; per ess, es recomendable que todes les
disclventes se filtren antes de entrar a la bomba. Para este
efecto, se coloca un filtro de acerc inoxidable o teflén de 0.5 um
en ol recipiente que contiene la fase mévil. Este filtro debe,
limpilarse frecuentemente ya que con el tiempo se acumulan
particulas que evitan el paso del disoclvente. Come precaucién
adiclional, se puede colocar un filtro antes de entrar a la
eolumna'®®!

2.~ Los disolventes deben ser de gran pureza para no daffar la
columna con las impurezas ni provocar Iinterferencias . con el
sanalieis, otras consideraclonés importantes son: costo,
viscosidad, toxicidad y punte de ebullicidn,

3.~ La muestra debe ser soluble en la fase mévil. Si ésto neo es,

la muestra puede precipitarse ¥y tapar la columha.
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4.- La polaridad de! disolvente debe controlarse para producir
valores d.e k' entre 1 y 10. Valoras de k' mencres de 1, indican
que la muestra casi no es retenida por la fase estacionaria de la
columna y dan como resultado, separaciones muy pobres. Valores de
k' mayores de 10 {(ndican gue la muestra se retiene excesivamente
por la fase estacicnaria y dan come resultado un U.empo. de
analisis muy largo. Por estas razones, es necesario ajustar el
valor de k' mezclando disolventes de diferentes polaridades.

5.- Los disolventes que se emplean para separaciones por
gradiente de elucién, deben estar libres de impurezas que absorben
al U.V. Es de primordial importancia correr un blanco del
gradiente para asegurar que los picos en el cromatograma no son de
los disolventes, El uso de disolventes de alta calidad resuelven
muchos de los problemas de impurezas.

6. - El agua destilada es uno de los disolventes mas dificiles de
obtener en alta pureza para utilizarse como componente de fase
mévil. Normalmente requiere purificacidn para remover materia
organica. El agua destilada tamblién promueve el crecimiento de
bacterias, por lo que no deberad guardarse por large tiempo sin
redestilarla o filtrarla para eliminar bacterias. El agua también
absorbe didxide de carbono del aire, el cual altera el pH. Se debe
tener cuidado para evitar este proble;na.

7. - Las solucicnes reguladoras pueden ser un problema debido a
las impurezas que se encusntran ‘en las mismas. En alguncs casos
las impurezas pueden eliminarse con un adsorbente. Otro
planteamiente ser{a c¢onsiderar gque la c¢alidad de la sclucidn

reguladora podria mejorarse por la compra de materiales de muy
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8, - Los conservadores se usan en muchos disolventes tales como el
THF, clorofermo, etc., y ellos pueden alterar las caracteristicas
de los disolventes. La mejor solusidn al problema es adquirir
disclventes libres de conservadores. Otra opecldn es destilar les
disolventes, pero tomandoe especial cuidade de investigar el
peligro que involucra el quitar los conservadores'®®’

Los sistemas de disolventes mids comunes son:

a) Para la cromatografia de adsorcidn, los disolventes mas
frecuentemente utilizades son el hexanc, cloruro de metileno,
cloroforme, metanol y acetonitrilo., Cominmente se usan mezclas
binarias de éstos para cobtensr un valor de k' favorable.

b) Para los empaques de fase inversa, los sistemas mAs usados son
metapol/agua y acetonitrilosagua.

c) Para intercambio idénico, el disolvente es agua. Generalmente
se usan soluciones amortiguadoras a pH y fuerza iénica controlada.
En la cromatografia de intercambio idnicc se usa cominmente la
elucién por gradiente, la cual se programa para el camblic de pH y

fuerza {énica del disclvente durante el analisis.

5.— PROCEDIMIENTO DE ANALISIS

No nos detendremos en los procedimientos a detalle para
identificacién y cuantificacidén de compuestos ya que actualmente
se emplean integradores electrénicos o computarizades. Para un
trabajo cuantitativo exacto, es necesario que el detector tenga un
intervale de trabajo diniAmico lineal amplic y que los componentes
a medir estén separades de cualquier sustancia de interferencia,
El intervalo dinimico lineal estad definido como el intervalo del

tamaffo de muestra minimo detectable, al miximo tamaffo de muestra
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sobre el cual el detector tiene una sefal de respuesta; por
ejomple, los picos de respuesta en la carta del registrador son
linealmente proporcionales a la concentracién de la muestra. Para
masxdma flexibilidad en un andlisis cuantitativo, el intervalo debe
estar alrededor de tres d¢rdenes de magnitud. Tanto la altura como
el 4rea del pico pueden estar relacicnados a la concentracidén de
la muestra, Las alturas de los picos son faciles de medir, pero
estdn influenciadas grandemenle por los camblios en los tiempos de
retencidn causados por varlaciones en la temperatura y en la
compesicién de los disolventes. Por estas razones, generalmente
las Areas estan consideradas come un parimetro mAs exacto para la
cuantificaeidn, La respuesta del detector puede calibrarse
relacionandoe 4reas o alturas de piﬁos de respuesta a una
concentracién conocida de. sustancia de referencia, empleandoc un
procedimiento tanto de estandarizacidén interna o externa.

Una desventaja del método de calibraclén externa radica en que al
comparar directamente los picos de respuesta cobtenides de la
crematografia de la muestra y una concentracidn conocida de la
sustancia de referencia, es que la exactitud y la precisidn
dependen de la reproducibilidad de la inyeccidén del analito.
Puesto que la reproducibilidad de la inyeccién a altas presiones
puede variar considerablemente, los me jores resul tados
cuantitativos usualmente se cbtlenen cuande se usa el método de
calibraclén interna. Un estandar internoe de concentraciédn conocida
se adielena tanto a la muestra como a la sustancia de referencia
de concentracién conceida, y se comparan las relaciones de los

picos de respuesta del farmaco con las del estandar interno.
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6. ADECUABILIDAD DEL SISTEMA (SYSTEM SUITABLITY?

El objetivo de validar un método analitico es obtener los mejores
resultados posibles. Por ello todas las variables deben ser
consideradas, El emplec de aparatos mis complejos para los
analisis, impone tener bajo contrel su eficlencia. La calidad de
los resultados dependerd de cémo se usan los instrumentos, Es por
ello quee«es necesario realizar prueba de “"adecuabilidad del

sisbema"“z‘ﬂ‘“”

Con respecto a la Cromatografia de Gases y a la CLAE, el problema
ya se ha hecho objeto de particular atencién por parte de las
Farmacopeas. Estas técnicas requieren un sistema constituido de
partes fi{jas (termostatos, bombas, detectores, muestreador, etec.)
como ya lo hemos citade arriba, y de partes sustituibles

{columnas, gas, ete. >*?!

La sustitucién de estas partes viene reallizada por programaclidén y
4sto ya nos dice gque el si;:t.arna estdi sujeto a variaciones con el
tiempo. Las respuestas diferentes pueden derivar de columnas de
proveniencia diversa. De aqul la necesidad de i jar parametros que
garanticen que el sistema, al momento del anilisis, responde a los
requisitos fijados cuande se hizo la validacidn del método. La
prueba de adecuabilidad del sistema puede definirse como la medida
de la respuesta del sistema en un determinado ALa. entendiendo
como sistema los componentes del “hardware", los disolventes y la

electrdénica, considerados todos en conj unte'?)
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definide, son:

ad) N, ntmero de platos tedrices, o bien, forma del pico,

b) R, factor de resolucidn entre dos pices. .

¢) 7, factor de simetria.

dd C.V., ceoeficlente de variacidén o desviacidon estandar relativa

del sistema, que se expresa como la reproducibilidad,

La USP XXII especifica también: ol tr, tiempo de retencidn,
naturaleza de la curva de callbracién, respuesta y recobro y
aclara que estos pardmetros deben ser respetades no sdéle al
‘momento de la realizacldén del método, sino que deben ser
controlades con el tlempo y garantizados cada vez que se aplica el
método'?!

Un parémetro empleado es la reproducibilidad de las réplicas de
las inyecciones de la solucidn analitica, La reproducibilidad de
las réplicas de las inyeccicenes esti mejor expresada como la
desviacién estdndar relativa. Para calcularla, se emplean datos de
S réplicas de cromatogramas, cuando el limlte establecido para la
DER es 2 % o menos, y datos de & réplicas de cromatogramas, cuando
ol limlte establecido de la DER es mis de & %™*°)

Sagin la Ph. Eur., N debe ser superior a 600 y R > 1.,

Para CLAE, la Ph, Eur. hace algunas indicaciones que es Gtil
remarcar: -

~ Se acepta usar para el analisis la medida de la altura de los
picos sélo sl 0.8 ¢ v ¢ 1.8 Ct=afactor de simetriad

- 51 se usa la técnica de gradiente, se puede utilizar sélo el
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- 5i se usa la técnica de gradiente, se puede utilizar sélo el
valor de las 4reas (no las alturas de los picos).

Si el sistema se emplea rutinariamente para el mismo analisis,
puede ser suficiente una prueba abreviada seguida a intervalos de
tiempo establecidos C(por ejemplo, determinando el C.V. y RO

Si se¢ trata de analisls por CLAE que requieren el empleo de
estindar intorno y la determinacién de dos c¢omponentes activos (A
y B), los C.V. se calculan sobre 6 réplicas.

Con este tipo de controles y de resultados, el sistema puyede

considerarse seguramente garantizado y validado en el Llempo.‘"'

J. Guerra™) también afirma que cualquier modificacién en el
sistema integrador, tal como la adicién de una interfase
electrdnica para la adquisicién de datos analiticos, debe
validarse para asegurar que los resultados son consistentes.

La documentacidén relativa a las pruebas de "adecuabilidad" del

sistema requiere:

~ la definiecidén de los parametros a controlar;

los limites para estos parametros;

!

la frecuencia de los controles;

- el registro de los resultados y las conclusiones relativas.



CAPITULO 5

PARTE EXPERIMENTAL

1 OsJyETIVO
Validar el método analitico por CLAE para la determinacién de
Loratadina en tabletas, de forma ridpida y sencilla.
Las tabletas presentan la siguiente formulacidn:
Loratadina.....vivaves 10.0 mg
Excipiente c.b.p...... 1 tableta

Peso promedic: 100.0 mg-tab

2. SELECCION DEL METODO
Este método se selecciond porque, en primera instancia, es el mis
viable, ya que al efectuar las pruebas para la determinacién
espectrofotométrica, se encontrd que el principle activoe absorbe
luz U.V. en una longitud de onda en la cual no es posible asegurar
reproducibilidad de resultades. Por esta razén, se opté por
implementar y validar la metodeologla per CLAE, que ademis ofrece
la ventaja de ser rapide, lo cual facilita el anidlisis de

muestras que se manejaran durante la fabricacidn del producto.

3. ACTIVIDADES A REALIZAR
a.~ Optimizaclén de la metodologla analitica,
b. - Preparacién del plAcebo
c.- Ensayocs de validacién CEvaluacisén de parametres)
i. Linealidad del Sistema

ii. Precisién del Sistema
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i1i. Linealidad del Método
{v. Exactitud al 100 % del Método

v. Especificidad del Meétodo

vi. Reproducibilidad del NMétodo
vil. Tolerancia
d, - Resultados
L. Linealidad del Sistema
ii. Precisién del Sistema
iii. Linealidad del Método
iv. Exactitud al 100 % del Método
v. Especificidad del Método
vi. Reproducibilidad del Método
vil., Tolerancia
e, - Evaluaclén de los resultades

f. - Conclusiones de la validaelén

4.~ PROCEDIMENTOQ
a.- Optimizacién de la Metcdolegia Analitica.

Sistema Cromatogqrafice:

Equlpo: Cromatégrafo de Liquldos Perkin~Elmer
Columna: uBondapack Cis , 4 mm X 30 enm
Detector: U. V. a 254 nm

Vol. inyeccién: 20 ul

Vel. flujo: 2 ml/min

Temperatura: Temperatura amblente

Fase mdvil: Metanol /Fesfato de potasio 0.01 M

(80:30), pH 7.8 * Q.2
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Sensibilidad: Seleccionarla de manera que la altura
del componente mayor ocupe el B0 % de la

escala.

Material, reactivos y equipo empleados:
MATERIAL:

Pipetas volumétricas de 2, 3, 4, S y 8 ml

Matraces volumétricos de 25, 100 y 1000 ml

Mortereo con pistilo

Papel glassine

EspaAtula de acero inoxidable

Probeta graduada de 500 ml

REACTIVOS:

Sustancla de referencia de Loratadina

Materia prima de Loratadina

Tabletas de Loratadina

Materias primas para elaboracidn del placebo:
Almidén de maflz Lactosa DC
Estearato de magnesio.

Metanol grade HPLC

Fosfato de potasio R.A,

Agua grado HPLC

EQUIPO:
Balan=a analitica
Baitoc de ultrasonido Cole Parmer 8850

Cromatégrafc de Liquides Perkin Elmer
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Unidad CPUJ IBM adaptada al cromatégrafo de liquides, para’

registro, integracidn y graficacidén de los datos analitices.

Método optimizado:

»* Preparacidén de la muestra analitica:

Pesar y meler 20 tabletas hasta polvo fine y mezclar., Pesar una
cantidad de polve equivalente a 25 mg del principio active (250 mg
de polve) y transferirlos a un matraz volumétrico de 28 ml.
Adicionar 20 ml de metanol y disolver con ayuda de ultrascnids
durante 5 min. Enfriar. Aforar con metanol y mezclar. Filtrar por
papel Whatman No. 1, desechande los primeros ml. Medir una
alfcuota de L ml y transferirla a un matraz volumétrico de 25 ml.

Aforar con metanol. Filtrar por membrana de 0.22 um.

* Preparacién de la sustancia de referencia:

Transferir 25 mg de la sustancia de referencia de Loratadina y
llevarlos a un matraz volumétrico de 25 ml. Adicionar 20 ml de
metanol y disolver con ayuda de .ultrasenido durante S min.
Enfriar. Aforar con metanol y mezclar. Medir una alfcucta de 1 ml
y transferir a un matraz volumétirico de 28 ml. Aforar con metanol.

Filtrar por membrana de 0.22 um.

Para el anAlisis, inyectar 20 ul de cada solucién al cromatégrafo
de liquidoes.

Este procedimiento involucra las minimas cantidades de material y
de reactivos redundando en una significante reducciédn de costos de

andlisis.
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b. - Preparacién del placebo:
Las tabletas se diseffaron para fabricarlas por el método de
compresion directa, por lo que el placebo se prepard con la
formulacién al 100 %, mediante el tamizado y la mezcla simple de
las materias primas: Almidédn de maiz, Lactosa DC y Estearato de

magnesio C18:71.3:0.7).

.~ Ensayos de validaeidn (Evaluacién de pardmetreosd
i.= Linealidad del Sistema.
Construir una curva de calibracién de la respuesta del equipeo
contra la cantidad adicionada de principio active, a los niveles
50, 75, 10C, 1285 y 150 % , partiendo de una solucidn Patrdédn, de la
siguiente forma: '
Pesar 28 mg de la sustancla de referencia de Loratadina y
Lransferir a un matraz velumétrico de 100 ml. Disolver yv afarar
con metanol (Sol. Patrén con 2850 pg/mld. Tomar el volumen de
alicuota de acuerdo con la siquiente tabla y llevar a 25 ml con

metanol:

Nivel Vol. alicuota Conec. No. de
% ml ug/ml réplicas
50 2 20 3
75 3 30 3

100 4 . 40 6 .

128 =] S0 3

150 =] 60 3

Inyectar 20 pl de cada .solucién en el cromatégrafoe.
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Registrar los resultados de la respuesta obtenida en 4reas de los

plcos, y calcular los valores dem, b, mry, br, r ¥y r

1i.~ Precisidn del Sistema:
Tomar los resultados obtenidos con ol nivel al 100 % y calcular

los valores de %, o y ol C.V.

iii.- Linealidad del Método:

Construir una curva de calibracién de cantidad recuperada contra
cantidad adicionada de principio activo, a los niveles : 0, 60,
80, 90, 100 y 120 %, mediante el método de adicién de sustancia de
referencla a placebo, de la siguliente manera:

Pasar 225 mg de placebo y transferir a un matraz volumétrico de
25 ml, para cada vez, adicionar la cantidad especificada de
Loratadina de acuerdo con la tabla siguiente, proceder como indica

el método de analisls Cdilucién 1:25).

Nivel mng cone,

% adiecionados ugsml
o o} o]
80 15 a4
80 20 32
=] 22.8 38
100 a5 40
120 30 48

Realizar cada pesada y anidlisis por sextuplicado y, de ser
posible, al azar. Calcular los mg recuperados, m, me, b, br, © ¥

r?.
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iv,~ Exactitud y Repetibilidad del Método Cal 100 %
Emplear los resultados del nivel al 100 % obtenidos en la
linealidad del método y determinar el C. V.
Para tede el intervale de concentraciones, excluyende el O %,

caleular el % recuperadce y determinar el C.V.7.

v.- Especificidad del Método.

I.- Proparar las sigulentes muestras en frascos viales de vidrio:

a) Disolver 20 mg de Loratadina en § ml de metancl ¥y
adicionar 2 ml de solucién de HCL 1 N, Colocar a 60°C
durante 2 semanas.

B) Disolver 20 mg de Loratadina en 5 ml de metanol y
adicionar 2 ml de sclucién de NaOH 2 N. Colecar a 60°C
durante 2 semanas.

II.- Evaluar perlédicamente la posible degradacién del principle
aétivo me&lante Cromatografia en Capa Delgada CCCDJ.

La fase eluente para las pruebas de CCD correspondieron a los

sigulentes disolventes en varias proporciones:

Telueno: Metanol: Ac. aceético glacial

Cloroformo: Metanol : Dimetilformamida

III.- En caso de encontrar degradacidn, someter las muestras a
analisis por CLAE, con el métedo propuesto, para evaluar
interfetencias.

IV. - Determinar el % de respuesta del placebo contra la sustancia
de referencia al 100 %, .inyec!.ando al eromatdgrafo de
liquides y cbteniende las respuestas de la fase mévil, de la
sustancia de referencia y del placebo, para identificar

posibles interferencias.
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vi.- Reproducibilidad del Método.
Realizar el andlisis como se indica en la parte Ca) de este
capltulo, con 2 analistas, en 2 dias diferentes, por triplicado.
Caleular los mg recuperados.

Calcular el C.V, y realizar el anilisis de varianza.

vii.= Tolerancia
CEstabilidad de la muestra analfticad
Para evaluar la tolerancia, emplear los datos de reproducibilidad
del Método. Para la estabilidad de la muestra analitica, tomar las
3 muestras de cualqdiera de los analistas, dividirlas en 2 partes
para obtener 6 soluciones, mantener 3 de ellas en ref‘rigeraclén y
las otras 3 en a la luz y temperatura ordinaria, Inyectar a las 24
horas comparands centra una sustancia de referncia recién

preparada.

d. - Resultados
i.- Linealidad del Sistema.
Les resultados de las respuestas obtenidas se muestran en la
tabla No. 3, referjdas como dreas de los picos y se representan en

la Grafieca No. 1.

Los resultados de la curva de calibracldn son:

b= —19947.4 br= - 0.0228
m= 8954.976 me= 1, 0228
r= 0.999% r?= 0,0508
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LINEALIDAD DEL SISTEMA

NIVEL § CONC. REFLICA | RESPESTA | y P cy.
2 [l | K. AR %
S T o
n | 1 o6 | | wme | e.asd
1 256
i 642786
] 2 GO096 | ona%6s | eat | @969
3 s52a16
1 863064
2 869652
109 48 3 881878 082644 8463 0.952
: 598582
5 83639
5 861385
1 1B
s | m 2 wnst | eme | a7 | 0.aw
3 1191898
L L
we | e 2 e |1 | sme | e
3 13990
TABLA Yo, 3
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Por los datos obtenidos se concluye que existe una rélacién
altamente significativa entre la concentracién del analiteo Cugs/mld
y la respuesta obtenida CABC, area bhajo la curva), per lo que, se
infiere que el sistema es lineal en el Intervalo de

concentraciones especificado.

ii.- Precisidn del Slstema.
Tomande el nivel al 100 % de la curva de linealidad del

sistema, se tienen los sigulentes resultados:

Cone. Réplica y y <& c. V.

ug/ml Ne. ABC

X

40

-

883064
868652
881078 882844 8408 0.9%52
eggse2

8686303

o a1 & w b

881388

El C.V. es menor al 2.0 % establecido, por lo que se concluye

que el sistema es preciso en la concentracién trabajada €100 2.

Lil.- Linealidad del Métedo,
Los resuyltados obtenidos se muestran en la tabla No. 4 y se

representan en la Grafica No. 2.
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LINEALIDAD DEL METODO

HVSL | REPLICA " y ¢ cv. %
% |dicionados | Ho.  [Recuperados % |Recuperado
1 v _
e P 2 9 [ [} [ Q
3 9
L] ]
H] []
§ )
1 14,38 .20
6 5 2 14,56 91.07
3 13.47 14.99 [ 0.2885 | 1.8849 | 109.47
4 14.89 99.27
H 13.09 190.09
] 15.27 161,09
1 19.94 93.78
8 0 2 19.98 99.99
3 19.62 19,93 | 0.2667 | 12001 | 98.10
4 2.2 ' 108.£0
H 20.38 101,30
§ 19.64 99.20
1 23.u 102.48
99 2.3 2 2.7 181,41
KIS 22,32 22,76 | 0,3998 | 1.7 | 189,09
4 23.11 102,72
H 3.4 102.40
] 22,68 98.13
1 25,33 181.32
109 %" ] 25,89 109.20
3 25,92 25,08 | 0.2096 | 1.1349 | 182.08
4 24.9% 9.9
3 24,78 99.42
6 .03 99,32
1 0.0 102,56
2 30.57 181.99
120 w 3 .7 3855 | B.2462 | 8.8061 | 1e2.60
4 30.18 199.33
3 8.4 101.¢9
§ 060 102.00
TABLA No. 4
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Les resultados de la curva de calibracién parav la linealidad del

método son: '

b= -0.1528 br="=-0. 0081
m= 1,0145 me= 1.0081
r= 0.9998 r2= 0.9097

De lo anterior se infiere que. existe una relacién altamente
significativa entre los mg adicionados y los mg de prineipio
activo recuperados, por lo que se concluye que el método es lineal

en el intervalo de concentraciones establecido.

iv.—- Exactitud y Repetibilidad del Método Cal 100
Tomande el nivel al 100 % de la curva de Linealidad del Mé&tedo,

se tlenen los sigulentes resultades:

mg Réplica mg y o c.v.
adiclonados No. recuperados %
25 i 25.33
2 28,08
3 28.82 25.08 0.28068 1.1548
4 24.98
<] 24.78
] £24.83

El C.V. es menor al 2.0 % establecido, por lo que se concluye que
el métedo es rep'etibla en el intervalo de concentraciones
especificado,

Para todo el intervale de concentraciones:

%= 100,45 % o= 1.6412 C.V.7=1,6338 %
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Indicative de la exactitud del método en el intervalo propuesto.

v.-Especificidad del método.

No existe degradacién significativa del fArmaco, investigada por
CCD, por cualquiera de los sistemas eluentes, a pesar de ser ésta
una molécula con aparente susceptibilidad de hidrélisis Aclc!a °
alecalina, puestc que se trata de un éster, por lo demis estable.

Por otra parte, como se observa en los cromatogramas CFigs. 1, 2,
2 ¥y 42, no existe interferencia del placebo, por l¢ que se
"concluye que el método es especifico para los fines que se

requieren.

vi. - Reproducibllidad del métoede.

Para evaluar este parimetro, se fabricaren lotes piloto de las
tabletas con el principio activo y se analizaron por dos analistas
diferentes y en dos dias diferentes, per triplicado, Los
resultados se muestran en la tabla No. 5. El Analisis de Varianza
para determinar el efecto de los analistas y de los dias sobre el
anadlisis se representa en la tabla No, B

x= 109.10 % o= 1,0007 C.V.r= 0,9897 %

Como observamos, de acuerdo a los cileculos:

Come Fcai(Ftab para la fuente de variacién Analista, @l analista
no presenta efecto sobre la valoracidn.

Como FcaldFtab para la fuente de variacién DifarAnalista, no
existe efecto de los dias para un analista en la valoracldn.

Por lo anterior, concluimes que el método es reproducible para

log fines ¢ue se requieren.
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Figura i: Cromatograma de la Fase Mévil

1 .06
-z2.38’

Figura 2: Cromatograma del Placebo
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-1.3®

Figura 3: Cromatograma de la Sustancia de Referencia de

Loratadina

-1 .20

[} N ] " i A

Figura 4: Cromatograma de la muestra de tabletas de

Loratadina
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REPRODUCIBILIDAD DEL METODO

RESULTANYS IXFRESADOS EN & DE PRINCIPIO ACTIVO OBTINIDO EN LA VALORACIN

DA

i 2

{1 ue.m | io9.d
17,54 ) Lo
118,21 | 110,79

108,94 | 10775
2] je8.00 | 108,85
108.15 | 189,81

> =0 03 B D> I D

TABLA Ko. §

TABLA DE AMALISIS DE VARIANZA

[PUBNTS OF WARIACION | GRAMSDE { S DE | MEDIADE ] Feal | Ptab
LIBRRTAD ] CLADRADOS  JCUADRADOS
AHALISTA 1 5,893 5093 | 8.1126 | 7.4891
BIAANALISTA t 1.3%5 8.64% | 8.52%57 | B.8217
ERROR 8 6,645 8.83% - -
. I
TABLA Mo. 6

"




vil,- Tolerancia
CEstabilidad de la muestra analitical
Resultados expresados en % de Principio Activo obtenido en la
valoracidn a. las 24 horas, manteniendo las muestras en las

condiciones que se indica:

CONDICION

REFRIGERACION | TENP, AWDIENTE
189.96 114.52
188.73 1138
108,48 111,87
X 109.19 % 1315 %
¢ 0.6718 1un
xR 2,614 % 11730 7

Mo existe variacién significativa en las muestras guardadas en
refrigeracidn, por loc que se recomienda que. una vez preparada la
muestra, ¥y si ne se emplea inmediatamente, se conserve en
refrigeracidén, ya que es estable en esas condiciones, durante el

‘tlempo establecido en este estudio.

Con respecto a las muestras mantenidas a temperatura ambiente, se
nota casi un 4% de incremento en la concentracidn del principio
activo con respecto a la iniclal, pero ésto puede deberse a la

evapoeracidn del disolvente.
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CAPITULO 6

CONCLUSTIONES

1.~ Hasta el momentc no existe sustancia de referencia USP nl
Nacional de Loratadina, por lo.que, para realizar este trabajo,
se procedié a estandarizar materia prima contra una sustancia

de referenclia proporcionada por el proveedor de la misma.

2.- En relacién a la centroversia que existe en utilizar, en la
Validacién de Métodos Analiticos, lotes piloto, lotes
preparados manualmente o lotes de la produceidn real, para la
preparacidn del placebo; en este caso, no existe diferencia
entre el placebo preparade manualmente y las tabletas ya que se
trata de un proceso por compresién directa. Prueba de ello es
el resultado de la evaluacidén de la exactitud del método. Si se
tratara de granulacién y secado, tal vez se presentarfa alguna
modificacidén en las propiedades de las tabletas tales como la

liberacién yso disolucién del farmaco.

3. - Se consideraron las concentracicnes 0, 80, 80, 80, 100 y 120%
para la construccidén de la curva de calibracidén para la
Linealidad del Método, porque inicialmente se considerd la
posibilidad de desarrollar el métedo analitico indicader de
estabilidad, sin embargo, se decidié no emplearlo para dicho
fin especifico, debido a que la Leratadina es una molécula muy

estable. Por otra parte, con las concentracliones propuestas, se
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trabaja en un intervalo mas amplic de concentracliones, lo cual
es conveniente ya que muchas veces no se cumple con la Ley de

Lambert-Beer en el intervalo seffalado.

4,- Se realiza el calculo de la pendiente relativa Cmrd y del
intercepto relative Cbr), en las curvas de callbraciédn para la
Linealidad, para la ponderizacién de unidades, ya que en la
curva de Linealidad del Sistema las unidades son diferentes. En
la curva de Linealidad del Método no es tan necesarioc este
-cdlculo, puesto que las unidades de ambas variables son las

mismas.

6, ~ Respecto al 0% en la Linealidad del Método; se introdujo esta
"concentracldén para evaluar la especificidad del métoedo en
relacién al efecto del placebo. Se realizd por sextuplicado con
el fin de tener un criteric aplicable estadisticamente valide

sobre la respuesta.

6.~ En la Linealidad del Método se propone realizar las pruebas
al azar para determinar la variabilidad dia-dfa del anhalista,
efectuandoe -al mismo tiempo-, ensayos sobre la tolerancia del

sistema y del métedo de analisis,

7.~ Las pruebas de degradacidén del firmaco y su interaccidn con
los excipientes se realizaron durante la fase de desarrollo de
la formulacién, sin encontrar inestabilidad o lnccmpatibllidad:
En estas pruebas’ se basd la especificidad del método, ya que no

se encontraron referencias sobre la degradacidén del farmaco.
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8. - La Roproducibilidad del Método sa reallzéd con un lote pilsote
de tabletas elaboradas con un 10 % de excesc teérico del
principic activo en el polve comprimido; as{ también, al
evaluar la recuperacién de la cantidad adicionada, se certifica
que el método funciona como se esperaba, dandoc una idea también
de la eficiencia del proceso de fabricacién. Se puede decir que
éste os otro ensayo sobre la tolerancia del meétodo analitico

propuesto.

9, ~ El Método do Andlisis Rutinaric de Control de Calidad para
cuantificar Loratadina en tabletas es Lineal, Exacto, Preciso,
Especifico, por lo que se le censidera apropiade para lo gque

fue disefiado.

10.- Con respecto a la tolerancia del método y estabilidad de la
muestra analitica, es recomendable almacenar la nuestra
preparada a ba jas temperaturas Cpreferentemante an
refrigoeracidn) con el fin de evitar pérdida de disolvente por
ovaporacion. Si se desea inyectar la muestra después de 24
horas, es necesario preparar una sustancia de referencia en el

momento de la determinacidén.

11.- AGn no existe ninguna Norma ©Oficial o Norma Voluntaria
Mexicana (NOM~ o NMX-) que legisle la calibracién de sistemas
CLAE, as{ que nos gulamos por eriterios de quienes poseen mayor

experiencia en este campo.
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CALCULOS  ESTADISTICOS

Las pruebas estadisticas se refleren de acuerdo al concepto establecide:

Linearidad del Sistema

la relacidn eatre cantidades adicionadas de ppincipio activo y la pespuesta obtenida .
por el sistemas cromatografico (CLAE, CO), volunftrico, gravimétrico, absorciowétrico,
eto., debe ser una funcidh lineal del tipo:

y=bh e mx ¢ ¢

donde:
y= respuesta obtenida
bs ordenada al origen
n= pendiente (coeficiente de extincidn, titulo, etc.)
»= cantidades adicionadas de prinoipio activo (pesadas independientes, diluciones)
€= error ded sistema (g, )

Estimacich de by n por el wétodo de minimos cuadrados,

Foruulas empleadas:

“:n(&m-(tx)(‘iu) h:(:y)-(m(:xu) Ty-REX
n(Ixd)-(I) 2 ntExF)-(Ex)? n
A
Ey3-hEy)-m(Ixy) g= b+ g
Syi
n-2
donde;

w= estinado de 1a pendiente
b= estimado de 1a ordenada al origen

Syt tstinade de ¢y, Cdesviacidn estindan de 1a regresidn)
A
= estinadio do 12 respuesta a yartie del wodelo de regresion dado x



DEFINICION DE wt
Es la relacicn de canbio de !a respuesta dada con respecto al candio de la cantidad
de principio activo.

Inferencial
& Li{nites del intervalo de confianza

1
L] : """n-z . sx/x
{ Ii{D)?
n
donde:
"""n-z: valor de t de Student con drea bajo la curva de 8,973 y n-2 grades de

libertad.

® Prueba de hipotesis:

Bt azay
LANN

Realizaws la prueba para n.kﬂ ya que en un sistena de nedicion adecuado, al variar
la cantidad adicionada debe variar la respuesta obtenida.

# Distribucidn muestreal: disteibecidn t de Student con n-2 yrados de libentad,

t=

% Istadigrafo de contraste;

ea®

x|

[



DEFINICION DE b:

Inferenciat
* Linites del intarvalo de confianzal

i 1
bty s, S |t
Ex‘-@‘ n
N n
dondes
"-"‘n-z: valor de t de Student con irea bajo la curva de 9.975 y n-2 yrados de

libertad,

* Prueha de hipatesis:

Hyt beb,
H,: bib,

Realizanos la prueba para b.:l ya que on teor{a muchos sistemas dan respussta cero
# concentracidh cero. En esta praeba se busoa que H, se ounplx, por lo que i ol sis
tema de interds no cumple con la suposioidn anterior, esta prueba no debe do inter-
rrefarse,

* Distribecidn muestrealt distribucich ¢ de Student con n-2 grados de libertad,

b,

# Estad{grafe de contraste:

b
toas®
A1
s_t/l t—
D0
]




BASE OE 1A INTERPRETACION:
si “cn'“o.mn_z' 1a interpretacidn de resultados es que la ordenada pasa yor el

origen.

i “cn'Z'o.mn_z' la interpretacidn de resultados es que 1a ordenada no pasa por

¢l origen.

Inferencia sobre linearidad,
fsociacidn entre cantidad adicionada y propiedad redida,

# Prueha de hipdtesis:
Hyt wem,
it nin,
Realizanos la prueha tanbidn para w18 ya que o0 teorfa un sistema dv nedioidn es

adecuado cuando al variar 1a cantidad adicionada también varla la respuesta obtenida,
Se busca efecto altanente significativos es decir, que H, se cuspla,

» Distribucidn muestreals Distriluoidn F con un grads de 1ibertad en ¢ nuwerador y
n-2 yrades de libertad en el denoninador,

¢
. 2
&
n
W Estadigrafo de contraste:
L3
Frmm——
Kyy
donde:
R= regresion

ERs erpor de regresidn
W= wedida de cuadrados

Determinacidn de 1a linearidad entre cantidad y propiedad wedida,

* Prueba de hipdtesisy
Hot gz b ¢ mx
Hys gk b dox
Wediante aste planteaniento deterninanos si 13 aseoiacidn entre cantidad y propiednd
wedida se descride pediante un modelo lineal,

# Distribucidn muestreal: distribucioh F con (n=2)-T(r-1) grados de lidertad ¢n el
nuperador y I(r,-1) grados de libertad en 1 denowinador,



[
&
3
# Estad{grafo de contraste:
Kea
tr
donde:
FA= falta de ajuste
IPs error pure

TABLA DE AMALISIS DE VARIAKZA

T e o TN A X [
n:cm:onl U [eansiv-UEital | osC, /o, "oy / Wopy
iﬁx&?&l 0-3 Dy*-nExy-bly 8Cey / Wy,
PG ot | S S Cpp £ Gy, Heo / Wogy
1 R ;:u'-m:/rt . §C,, / Gy,
dondes

SC= suna de cuadrados

GL= grados de lidertad

nz pendiente de la recta

b= ordenada a] origen

n= ninero total de pares de cantidad adicionada-respuesta

r,= ninera de replicaciones de ie'simo nivel de cantidades adicionadas

x= tantidad adicionada

9= propiedad wedida
9,7 total de 1a propiedad medida det idsino nivel de cantidedes adicionadas.

BASE DE LA INTERPRETACION:

Si F,, de 1a fuente de varfacidn-regresicn es mayor 2 9.95, 1a {nterpretacicn de
resultados o5 que no existe relacidn entre 1a cantidad adfcionada y 1a respuesta
obtenlda, :

1]



§1 F,, de 1a fuente de variacicneregresidn os wencr 2 8.9 y mayor & 8,02, 12
interpretacicn ds resultados es que existe una relacidn signiticativa entre f2
cantidad adiclonada y 1a respuesta obtenida,

81 Foyy de 1a furnte de varfacién-regresidn os mnor de 9,81, la interpretacién de
resultados es que existe una relacidn altamente significativa enire 1a cantidad
adieionada y la respuesta cbtenida,

§i T ,, de 1a fuente de varlasidn-falta de ajuste es wayor a .95, 1a interpretecidn
de resultados o5 que el wodelo 1fneal representa de aanera correcta la relaoidn entre
cantidad g la respuesta obtenida,

S1 F,,, de la fuente de variacidn-falta de ajuste es menor a .85, 1a interyretacién
de resultados o5 que el modelo lireal no representa de wanera corvecta la relacidn

entre cantidad y Ia respuesta obtenida.
# Correlacion

Se tvalda calculando 1a rafx cusdrada del coeficiente de deterwinzcidn (pd).

o IntDogd-(DMIp I

| 2]

IntIx?) =020 MIn(Dy B -{E) 21

ﬂEx aotitud

fs la concordanvia existente tntre un valor deterwinado y su valor real,

DEFIRICION DE u:
Is 1a media poblacional de los recobros exparinentales expresada en porcentaje.

Inferenciat
® Prueba de hipdtesis:

Ry =iy
LRECTN

Realizanos la protha para 4 st88 , ya que en teorfa si el witodo carece de error
sistendtico constante, el recobro experimental expresado en porcentaje dede ser 109,

Distribuciin muestreals distribucidn t de Student con n=1 grados de lidertad.
ke

;II;
donde:

y= valor promedio de los datos (estimador de 1)1 ;=_:u_
pa= valor real del parimetro

¢

sAlnz eprer estindar
85



donde;
s= desviacidn estihdar
n= nimre de recobros
# Istad{grafo de contraste:
; ':Ho

le—n'

t

caL”

# Linites del intervalo de confianza:

vt t.‘,,,n_‘(slﬁ)

# Repetidilidad:

Es 1a concordancia entre los recobros independientes generados bajo las mismas gon=
diciones de anilisis < miswo dfa, nismo analista, nisma corrida, nisws reactives, -
niswo equipo, etc.)

Formulat
€1.96)s

BASE DE LA INTERPRETACION:

St by 40 o 10 interpretacidn de resultados es que el wétodo carece de error
78,

sistenitico cunstu\tu por lo tanto, el wétodo es exacto al 109 4

AN a5 1 12 interpretacicdn de resultados es que o1 nétodo presenta error
- 9o ¥4

sistenitico constante} por 1o tanto, el wétodo no es exacto al 100 %

[Lineari dad del metodo.

La relacioh entre las cantidades adicionadas y cantidades recuperadas de principio
activo empleando ¢l wétodo analftico debe ser una funcidn lineal del tipos

y=htmx ¢ ¢
donde:
= ¢antidad recuperada de principio aotivo
ordenada al origen
pendiente
cantidades adicionadas de principio aotivo
error det wetedo (o)

| IR

M
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Para Ja esbinecidn de my b por o} wétodo de winimas ouadrados se explean las wismas
fdrmulas que #n La tinearidad 4¢) sistena, Intonces,

A
yxh ¢ LI
dondet
n= estivado de la pendiente
4= estimado de 1a ordenada 2l origen
y= y estinado de la cantidad recuperada de! principio aotivo a partir del modelo de
regresion dado x,,

DEFINICION DE n:

£s 1a relacidn de canbio de la cantidad recuperada con respecto al cambioc de Ja tan-
tidad adictanada del principio activo,

Inferencia: R
# Linites del intervalo de confianza:

ntt, n;n_zsnx

dondes

'1.375,‘ a: vilor de t de Student con drea bajo la curva de 8.975 y n-2 grados de

libertad.
% Prueha de hipdtesis:

Hyt nemy
e wtn,

Realizamos 1a prueha para wsh, ya que si el nétodo carece de error sistenitico pro-
porcional consistente, la pendiente es wno.

# Distribucidn muestreal: distribucidn t de Student con n-2 grados de libertad.

$=

* Estadfgrafo de contrasies

LT




DEFINICION DE b:
Es 12 respuesta del nétodo a la cantidad adicionada de cero,

Inferenciat
» Linites del Intervalo de confianza:

el
bt 'n.nsn_zsx/r
Ixd= (x)? n
]

donder

0,_,,;"_2: valor de ¢ Student con area bajo la curva de 8,975 y n-2 grados de libertad,

* Praeba de hipdtesis:
Hyt b=b,
Hyt biby,
Realizinos l1a prueba para h;=d ya que en teorfa ol witodo a cantidad adicionada de

cero debs Tecuperar cero; es decin, el método carece de errop sistematico proporoicnal
constante,

Un wétodo se considera que carece de error sistonatico propreional cuando no presen
ta ni errop sistendtico proporcional consistente ni error sistenitico proporcional
constante.

# Distribucicn muestreal: distribucich ¢ de Student con a2 grades de Iibertad.

= b,
4= b = by

* Estadi grafo de contraste:

bear®

it (2
n



BASE DE LA INTERPRETACIONI
1) Ecror sistendtico proporcional consistente:
S1 ity 10t 4oy oo 12 interpretacidn de resultados es que ol métode carece de
error sistendtico proporoional sonsistente.

LN PRA LR ' 1a interpretacidn de resultados es que ¢f wétodo presenta
errop sistenitico praporeional consistente.

ii) Error sistenitico proporcional constante:
§1 Mk, 144, 4oy 1 12 Interpretacidn do resultados os que o] mitodo carece do
error sistemdtico proporcional constante.

Si 1k, 1) "'"’n- » 1a interpretacion de resultados o5 que el wétodo presenta

errop sistenitico proporeional constante,

Inferencla sobre linearidad:
hsocfacicn entre cantidad adicionada y cantidad reouperada.

# Praeba de hipdtesis:
Hyt wem,
i win,
Reatizamos 1a prueba para w8, ya que en un witodo de wedioldn adecuado, al variar
1a cantidad adiclonada, debe varian la cantidad recuperada,

# Distribucidn wuestreal: distribucidn F con un grado de libertad en el nuwerador y
n-2 grados de libertad en el denominador.

]
"l
iy
¢
R
# Istadigrafo de contraste:
._”CR
AL ey
donde:
HC= media de cuadrados
2= regresidh

g2z errar de regresidn

Paterninacidn de la linearidad entre cantidad adicionada !emtldad recuperada.

* Prueba de hipdtesis:
Bt ysb ¢ wx
BLRET RN .
Mediante este planteaniento, deterninanos si 12 asooiacidh entre oantidad adioie-
nada y cantidad recuperada se desoride mediante un wodelo lineal.
89



* Distribacidn muestreals distribucich T con (Cn-2)-E(r ~1)T grados de lidetad en o1
nuserador § I{r,-1) grados de libertad en el denominador.

ot
L
o
1)
% Estad{grafc de contraste:

mh

Fr——
23
donde!

FAz falta de ajuste
EP: error puro

TABLA DE AMALISIS DE VARLANZA

(VR | Wit | G | cudum
Inimmi 1 M*bﬂ-((ﬂs)_‘/nl §€, / G, K, /Ky,
,ﬁgﬁsﬁul n-2 Ey?-aixy-bEy §Cyp / Gy
FALTa :i?-;ﬂi $Cyy - SCqp 5C,, 7 Gy, Hy, 7 Ky,
BR fuecn |omtni SCy, / iy,
dondet

§C= suma de cuadrados

(L= grados de libertad

= pendiente de 1a recta

b= ordenada al origen

n= mimero total de pares de cantidad adicionada-oantidad recuptrada

;= nimero de replicaciones de ifsino nivel de cantidades adicionadas

x= cantidad adicionada

= cantidad recuperada

y,2 total de [a cantidad recuperada del Idsine nivel de cantiades adicionadas



BASE DE LA INTERRRETACON:

81 T, de 1a fuente de variacidn-regresidn os mayor de 9,85, la interpretacich de
resultados ¢s que no existe relacidn entre la cantidad adicionada y la cantidad recu-
perada,

Si Fe,, de 1a fuente de vardacidheregresidn s menor 2 .85 y mayor a @.01, 1a in-
terpretacidn de resultados es que existe una relacidn significativa entre 1a cantidad
adicionada y 1a cantidad recuperada.

§i F,,, de Ia fuente de variacidn-regresicn es wenor de 0,01, 2 interpretacidn de
resultados es que existe una relacidh altanente significativa entre a cantidad adi-
cionada y la oantidad recuperada.

S F,, de la fuente de variacidn-falta de ajuste s mayor a 8.85, fa interpretacidn
de resultados es que el modelo lineal representa de manera correcta fa relacidn entre
cantidad adicionada y cantidad recuperada,

§i ¥, de 1a fuente de variaeign-falta de ajuste es menor a 8,85, la interpretacidn
de resultafos es que ¢) modelo Lineal no representa de maners correota la relicion en-
tre cantidad adicionada y cantidad recuperada,

% Correlacion
Es el grado de asociacidn entre 2 variables dado el wodelo de regresfdn,
Se evalia calculando la rais ouadrada del coefiolente do detersinacidn (r1),

5 IntB)-(E0) ()12
sz

[n(Ex®)- (D21 (DY ®)=CTy) F)

?

i
3

Exactitud al 4064

Es 1a concordanoia existente entre un valor deterwinado y su valor real, exyresado
(193

DEFINICION DE y1
Es 1a media poblacional de los recobros esperinentales expresada en porcentaje.

Inferencial
¥ Linites del intervalo de_conflanzas
' y "-"’n-’z"’ﬂ)
*® Prueba de hipdtesis
LRI
Hy #hHy

Realizanos 1a prutha para #2109 , ya que en teorfa si ol wétodo oarece do srron sise
tematico onstante, el recobro mxperimental rnnndq en porcentaje debe ser 109,

9



# Digtribucidn muestreal: distribucidn t de Student con n-f grados de libertad,

L]

sln

[+

dugdu

y= vilor promedio de los datos Cestimador de p), ;:Ll
waz valor real del parimetro "

l/ﬁ: error estindar

donde:
s= desviacion estindar
0= ndwero de recobros

¢ Estad{grafo de contraste:

BASE DX 1A INTERPRETACION:

SEote ¢ t._,"n_ o 1a interpretacion de resultados es que el wéitodo carece de error
. sistendtico pnpon*onll consistente; por lo tanta, ¢ wétodo es exacto at 100 %

$i ot} e..,,,n_ s La interpretacidn de resultados os que el witodo presenta erzor
sistendtico constante; por Lo tanto, el wetodo no es exacto al 100 %

Precisidn (Reproducibilidad)

Is la concordancia de un conjunto de valores experimentales respeoto al valon cen-
tral. Se clasifica en reproducibilidad y repetibilidad,

Ivaluacidns Inferencia estadistica sobre la variabilidad de los resultados obtenides
al utilizar el wétodo en estudio.

La inferencia estadfstica que manejaremos se basa en un estudio de reproducibilidad
" Interanalista e interd{a-amalista, por lo que ] modelo hipotético que representa este '
ca50 s}

Yo RER 0,



donder
Ypgx® ¢ ensayo del principlo activo de La k-dsina muestea analizada por ol I-isim
analista en o1 J-ésimo dfa

K= media poblacional del ensayo del principlo activo en Ia muestra
A= efscto de? analista en ol ensayo, (donde [=1...2)

By (1y= #feote del dfa anidado en ol analista, (donde J=1,..d)

£y 3q)° trror del witodo analftico (repetibilidad, donde K:l...r)
as mimero de analistas
b= numero de dias
£z ndkero de ensayos

# Praeba de hipstesis:
Bt A=A,
LRN LA

Realizanos la prutha para A,=8, ya que si un nétodo es reproducible por los analis-
tas, no debe haber efecto por los analistas,

# Distribucidn muestrealr distriducidn F con a-l grados de lidertad on ol numerador y
atd-1) grades de libertad en ¢l denominador.

I a!Orl:Od.ri:

2
lfulp

* Estadigrafo de contraste:
M
rur.:_"'c;

# Prueba de hiptesis:
Mo BB,
B, BB,

Reatizanos 1a prueba para D20, ya que st un witodo es reproducible en distintos dfas
para un wismo analista, no debe haber efecto del analista.

# Distribucicn miestreal: distribucidn F con a(d-1) grados de libertad en o1 numeradsr
y ad(r~1) grados de libertad en el denominador.
I aitnﬁ
3
ar
# Estadfgrato de contrastet

Ko

’tA1.= N



TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA

FUENTE DE £ DE
[RRERTRER | bt TR cncliam
A a1zt eyl sane 5C, / Gl K, / ¥
I Toes L) L] A D
H 2
by | st { vyt 8¢, 7 @, K, /X,
w-n {mty e 8¢, / 6L, ", / K,
LA 10 L.
H ]
Ey(1qy [ 8d(r-1) m';xm”/x- SC, /7 @,

donde:
SC= suma de cuadrados
GL= grados de libertad
MC= media de cuadrados
;= total de ensayo del j-ésino amlista
¥,,= total de ensayo de la conbinacidn del i-ésimo analista, j-fsimo dia.
y= gran total del ensayo

BASE DE L& INTERPRETACION: .
Si F,, de la fuente de varfacidn-A; es wavor de 0.85, la interpretaoidn de resul-
tados es que el analista no presenta efecto sobre la valoracidn.

Si Feop e n fuente de uuincio’n-n, ¢s menor de 8.85, la interpretacidn de pesul-
tados es que el analista presenta efecto sobre la valopacion.

§i F,,, de la fuente de vuheio‘n-D”” es mayor de @.85, 1a interpretacion de re-
sultados es que ] dia anidado en el analista no presenta efecto sobre la valoracidn.

§i F,,, de la fuente de variacidn=D, | s wenor de 8,85, Ia interpretacidn de re-

~ sultados es que ¢l dfa anidado en el analista presenta efecto sobre la valoracion.

Precisidn

Se calcula la repetibilidad (5.}, la peproducibilidad interdfa anidado en el am-
lista (5,) y la reproducibilidad interanalista (5, con las siquientes formulas:

5,7 CLIEK,) 2
8,7 (LISILCK, - MC/rIH 2
5,2 (LIBLIK, - WM/
u



APENDICE B:

PROCEDIMIENTO DE OPERACION:
VALIDACION" DE METODOS ANALITICOS
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(ANIX0 1-CARATULA)

Laboratorio:

PROCEDIMIENTO DE OPERACION

VALIDACION DE METODOS ANARLITICOS

Kétodo! Proyecto Ko,

Noabre del Producto: . ,
Nosbre Gencrico! Formula Maestra Ko, !
Forma Farmacéutica: Validacidn 0
Departanento: Revalidacion il

Fecha inicio:
|WET0D0 RUTINARIO DE CONTROL DE CALIDAD D

PARAMETROS A EVALIAR

LINEARIDAD: SISTEMA . METODO ____

PRECISION ____

DXACTITUD
REPRODUCIBILIPRD

LINITE DE DETECCION ___
LINITE DE CUANTIFICACION ____
ESPECIFICIMD ___
TOLERANCIA

OTROG!

Fecha término:
MET0DO EIKDICADOR DE ESIABILIDAD O

ESTE ESTUDIO DE WLIDACION CERTIFICA QUE EL MESODO.CUMPLE CON L0S
REQUISITOS MININOS ESTABLECINS POR L0 QUE SE CONSIDERA ACEPTAD

|

”rm:

PARA EL AMALISIS DEL PRODUCTO SIEMPRE ¥ CLWNDO W0 SE HODIFIQUE
ALGUNO DE LOS FARMMETROS CONSIDERADOS N IL MISWO,
APROBADO POR:

REALIZADO POR: u RVISADO POR:
!

e L

© 9%




(ANDXO 2)

Laboratorio:

VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Hetodo: Progecto Ko,
Nonbre da] Producto: ) )
Nonbre Gencrico: Foirmula Maestra No.:
Forma Farsaceutica’

Departanento

PROTOQCOLO DE VALIDACION
1.- OBJETIVO DE L& VALIDACION:
Istableoer lats) raxdnies) de la realizacicn del estudio de validaoicn de 1a metodologia
analftica, ya sea rutinaria de Control de Calidad o para fines de estudio de Estabilidad,
ya que de acuerdo al obJetivo, serin los pardetros a evalusr,

2.~ FUNDAMERTO BE LA METODOLOGIA ANALITICA:
Fundasentar cientificanents la metodologla analitica enpleada.

3.~ REACTIVOS:
Indicar todos los reactivos y disolventes a enplear, asi cowo cantidades de éstos,

4.~ TQUIPO ¥ MATERIAL:
Listar todo ¢) equipo dnvoluorado en #] estudio de validaoidn, as{ oomo ef material,

5.= FROCEDINIINTO!
Describir detalladanente 1a wetodologfa analitica a validar.
Describir detalladanente lu evaluscich de los parduetros de acuerdo al tipo de metodologia
espeoificada en ol pbjetivo.

6.~ RESULTADOS ¥ AMALISIS:
Una vez realizados los anidlisis correspondientes, ordenar y tabular los resultados para su
wejor manejo en el andlisis estadistico.

7.~ CONCLUSIONES:
Del andlisis estadistico de los resultados, concluir si el wétodo cusple o no con los
requisitos minimos necesardos, y si es apto o no para esplearlo para los fines etablecidos.,

NOTA fnexar al estudlo, todos los graficos y croMatogramas de los andlisis, asi cowo los caleulos
¢ todo io relacionado a este estudio.




Labhoratorios

(ANEX0 3)

UALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Hotodo:

Hoabre dal Producto:

Provecto Ko.:

Hoabre Gerérico:

Formuls Keestra Ko, !

Forma Farmacdutica:

Departanento:

Sustancia de Referencia:

REFORTE DE LINERRIDAD DEL BISTEMA

Niveles de Concentravicn:

No, de Lote de 1a Sust, Ref:

Unidad de Respuesta:

Fecha Iniclor

Techa Térainog

’ngn. CONCINTRACION

R |,

D!Sg [11] [X8

(13

(2)

oy
B2

rtoe | SvABLocors | cocure | esti—

(3]

o

ns

Conclusién:

e
piz

Cuxple con los oriterios de aceptacion: Sil:]

wl]

REALIZADO POR:

FECHA:

REVISADO POR:

FECHA:

APROBADO POR:

FECHR:
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(ANIXO &)

Laboratoria:

VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Método: Proyecto Ko.!
Nombre dei Producto:
Fé 4 N
Moabre Canérico oreula Heestra Bo.
Forna Farmacéutica:
Departanento:
REFPORTE DE PRECISION DEL SISTEMA
Sustancia de Referencias Niveles de Concentracioni_ . _ |
Mo, de Lote de la Sust, Ref.: Unidad de Respuesta:
Fecha Iniciot Fecha Teruinos
TREFLICA | RESPUESTA
| Iz RESPY
1
2
3
4
§
[
X
"=
Cl.=
Cunple con los oriterios de aceptacidn: siD lhD
Conclusidn:
REALISADO POR: REVISADO POR: APROBADO POR:
FECHA: FECHA: FECHR:
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(ANIXO 5)

Laboratorio:

VALIPACION DE METODOS ANALITICOS

Hetodo: Progecto ¥o.:
Koubre del Producto: . \
Norbre Genérico! Forsula Maeatra Ho.:
Forma Farmacéutica’
Departamento:
REPORTE DE LINEARIDAD DEL METODO
Sustancia de Referencia: Miveles de Concentraciont
No, de Lote de la Bust, Ref.t Concentraoidn de Placebos
Teoha Infoios Fecha Timino:
v = B
P PR T R | LR [recolieane| % | & |
[6)) 3
(2) i
(&3} !
[€}] i
{5) 3
L L N
= (wvy) by=ib/y) o ri:
Cuxple aon los oriterios de aveptacicn: ESD MD
Conclusidnt
REALIZADO POR: REVISADY POR: APRYBADO POR:
FECHAt JlrEcHa FECHA:
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{ARIXO 6)

Laboratarxrio:

VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Nétodo: Progecto bo.
”..;".?;: :ﬁ:‘:m Fawala Naestra Mo !
Forma Fammacdutica:

Departanento:

REPORTE DE EXACTITUD ¥ REPETIBILIDAD
DEL METODO <AL 188 x)

Sustancia de Referencia: Niveles de Concentracions
No, de Lote da Ia Sust, Ref.: Unfdad de Respuesta:
Fecha Inicio: Fecha Tcmino:

Towar los resultados de % RECUPERADO del repopte de Linearidad del Método g hacer
Las siguientes deterwinaciones)

o=
[

Valop ¢ de Student con n=1 grades de libertad y probadilidad de 9,975
(5

Intervalo de confianza para la mdia:
fes

(Ic debe incluir ol 109 %)

Cumple con los oriterios de aceptacion Sl[] MD

Conclusiéns
= REALIZADo PoR: RIVISAD0 PORT AFRODAD PORI
rEi; rrcits rEcnn:
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{ANDN0 1)

Laboratoxrios

VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Wstodo! Proyecto Ko.:
t:: &tﬁ@h' Formula Bacatra Mo.:
Forma Famacéutica!

Dapartanento!

REPORTE DE ESPECIFICIDAD DEL METODO

Sustancia de Raferenciat
Mo, de Lote de la Sust, Ref.: Unidad de Respuesta:
Fecha Inicio: Techa Terwino:

Para un wétodo rutinario de Control de Calidad, tomar los resultados de la
respuesta al @ ¥ de 6 réplicas involucrando solo el 108 % de placelo y evaluar

su intepferencia,

Para un wétodo indicativo de Estabilidad, evaluar la interferencia de los productos
de degradaciin sobre la respuesta norwal del principio activo.

'——--\
LICA [
R |,
1
2
3
[]
§
&
¥
o=
Cl.=
Cunple oon los criterios de aceptacidn: S(D NoD
Conclusichs
REAL1ZADO POR: REVISADO POR: APROBANO POR:
FECHA: FECHA: FECHA:

L]



(AMplo 1)

Laboratorio:

UALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Nétodo: Progecto No.
Nonbre del Producto: . .
Monbes Cendrico! Tormula Haestra No.:
Forma Tarsaceutice:
Dapartanento’
REPORTE DE LA Pﬂgng&gyongPRODUCIBILIDQD)
Sustancia de Referencia: Ho. de Lote del Producto:
No, de Lote de la Sust. Ref.: No. de Réplicas:
Fecha Inicio: Fecha Terwinos
nalista 11

Analista 2:

(ARALISTA
== 1 2 ;_
IR
{ S SR EH A =
SR Gtz
2 [rer, 2 | a12. 2
XER, 3 | MM, 3

TRBLA DE AMALISIS DE UARIANZA:

L | § E | MEDIR
FUDRE D VARIRCION GRORIRIRD |chhomabos | cikbRabes | chlc | Th
RMALISTA 1
DIA/ANALISTA 2
FRROR
Cunple con fos criterios de aceptasiont SiD NoD
Conclusicn:
REALTZADO POR: REVISADO POR: APROBADO POR:
FECHA: FECHA: TECHA:
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APENDICE C:
FUENTES DE ERROR Y RECOMENDACIONES
PROPUESTA PARA LA VERIFICACION DEL FUNCIONAMIENTO

DE SISTEMAS CLAE
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- FUENTES DE ERROR Y RECOMENDACIONES

Como se revisé en el Capitulo 4 -Cromatografia de Liquidos
de Alta Eficlencia-, en ocasiones se presentan algunos problemas
durante el anAlisls, debide a alguno de los componentes del
sistema cromatografico y ésto -se refleja basjicamente en los
cromatogramas obtenidos . A continuacién se menciona una serie de
preblemas un  peoco mAs  especifices, su posible causa ¥y

recomendaciocnes para su solucidn.

PROBLEMA 1: Cuando después de inyectar la muestra no aparecen

picos © éstos son muy pequefios.

Posibles causas y recomendaciones:

ad Revisar que la lampara del detector correctamente ‘conectada Yy
encendida ya que el problema podri{a deberse a que la lampara
del detector se encuentre apagada.

b) Revisar que haya corriente eléctrica entre el detector y el
registradoer-integrador.

c) Verificar el flujo correcte de la fase mévil.

d) Revisar los viales con la muestra, s$i se trata de un i{nyector
automitico, y-/o evaluar la eficiencia del sistema con una
sustancia deo referencia recién preparada, para confirmar si la
muestra es la fuente del problema.

e) Tanbién es recomendable verificar la atenuacién del detector

yso registrador.
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PROBLEMA 2: Cuando no hay flujo,

ad

b

[=h]

Posibles causas y reecomendaciones:

Revisar que la bomba se encuentre encendida,

Verificar que el flujo no esté interrumpido, para lo cual,
revisar el reserverio de la fase movil, el sistema de flujo,
el loop ¥ @l filtro de la fase mévil. Tamblén asegurarse que
los componentes de la fase mévil Sean miscibles entre si{ y que
ésta esta bien degasificada.

Verificar que no haya fugas que ocasionen este problema, para
1o cual, es recomendable revisar las conexiones del sistema,
especlialmente en la bomba, para asegurarse de que no haya

acumulacidn de sales ; si es necesario, cambiar los empaques.

PROBLEMA 3: Cuando hay problemas con la presién.

ad

‘bd

Posibles causas y recomendaciones:

Cuando se presentan fluctuaciones de presién, puede deberse a
alre atrapado en la bomba, Para verificarlo, es necesario
desconeclar la tuberia y revisar el flujo. Es recomendable
purgar la bomba a alta velocldad de flujo €10 ml/mind, Si el
problema continta, pasar metanol. Si aun as{ persiste, llamar
a un técnico egpecializado, de preferencia, el mismo proveeador
del equipo.

Cuando la presién es baja (con respecto a la normal, por ej.
de 1000 a 700 psi), puede deberse a fugas. Ver Problema 2, <.
O bien, s posible que ol flujo esté interrumpldo. Ver

Praoblema 2, bJ.
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La presién baja también puede ser ocasionada por fugas en la
celumna., En este caso, se recomlenda bombear disclvente a 1-2
msmin, Si la presién continda baja, revisar las conexiones de
la columna.

La presién baja también puede deberse a que existe aire
atrapado en alguna otra parte del sistema; es necesario
entonces, desconectar la columna analitica y purgar el
sistema, Si el problema persiste, pasar metancl per un Liempe
prolongade,

Si los empaques de la bomba estan muy deterirados, pueden
eriginar fugas y per lo tanto, disminucién en la presién; en
este caso, es necesarioc reemplazarloes,

Cuando la presion aumenta demasiado con respecto a lo que
normalmente se trabaja (por ej. de 1000 a 3500 psid, el
problema puede provenir de la bomba, del inyector o de la
tuberia. Conviene desconectar ia ~columna, bombear a 2-85
ml/mdn, Si éste ne resuelve el problema, se recomienda
jdentificar la causa por elimnacién sistemitica de los
componentes, comenzando por el detector hasta llegar a ia
bomﬁa.

Otra de las causas de que la presion baumente. es que la
columna o precelumna Cen casc de utilizarsed, esté tapada. Se
recor!\ienda que en el caso de estar empleando una precolumna,
conviene quitarla y wverificar la presién; si el problema no
desaparece, reemplazarla, Si es la columna la que esié
obstruida, invertirla y pasar flujo de fase moévil. Si el
problema persiste, significa que la columna tiene

contaminantes fuertemente retenidos, entonces es necesario

107



proceder a regenerarla. Si a pesar de las accicnes tomadas aun
es inuy alta la presién, verificar los “frits", espécialment.e
el inicial, y como uUltime recurso, si el problema no se

resuelve, proceder a reemplazar la columna,

PROBLEMA 4: Cuando varian los tiempos de retencidn.

ad
bd

[-+]

[<>]

e)

3

Posibles causas y recomendaciones:

Puede deberse a la presencia de fugas. Ver Problema 2, .

El problema puede presentarse también debido a cambios
realizados on la compesicién de la fase mévil, es cohveniente
recordar quo pequelos cambios en su composicién, pueden
provecar cambios grandes en los tiempos de retencién. Conviene
verificar la preparacién de la fase movil y suplirla, si es
necesario.

Otra causa del aumento en los tiempos de retencidn, puede ser
la presencia de aire atrapade en la bomba. En este caso es
necesarioc purgarla y revisar las vilvulas, También se
recomienda revisar los empaques Yy asegurarse de la
degasificacidén de la fase mévil.

Otro de los factores que pueden causar este problema es la
fluctuaciédn en la temperatura de la columna, por lo que es
necesario tener un buen control de ésta.

Cuando la columna se sobrecarga, es decir, se excede su
capacidad, los tiempos de retencién tienden a disminuir, Es
necesario, entonces, inyectar volumenes pequefics de muestra °
diluir 1:10 &6 1:100.

Puede deberse también a que el disclvente en el que se prepard
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la muestra sea incompatible con la fase mévil., Se recomienda
que en todas las veces que sea posible, se empleen los
disclventes de la fase mévil para preparar las muestras.

Es posible que la causa del problema esté en la columna, ya
que con su uso, los tiempos de retencién tienden a disminuir
gradualmente. Se recomienda sustituir la columna para
confirmar que sea la causa del problema. Descartar la columna

usada si nc son aplicables los procedimientos de regeneracién.

PROBLEMA 5: Cuando se pierde resclucién.

al

b>

Posibles causas y recomendaciones:

El problema puede deberse a la contaminacién ¢ a la
descomposicidn de la fase mévil. Para verificarle es necesario
‘revisar su preparacién o sustituirla.

Otra causa podrifa ser la obstruceién de la columna. Ver

Problema 3, h).

PROBLEMA B8: Cuando los pices se parten.

Posibles causas ¥y recomendacicnes:

a) Este problema puede deberse a que la columna esté obstruida.

Ver problema 3, hl,

L
‘b) Otra causa puede ser la incempatibilidad entre el disolvente

de las muestras y la fase mévil. Ver Problema 4, f.
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PROBLEMA 7: Cuando los picos no son simétricos.

a)

b

c)

d

el

1

q)

hd

Posibles causas y recomendaciones:

Puede deberse a posibles factores que interfieren en la
muestra. Se recomienda verificar la eficlencia de la columna
con sustancias de referencia.

El eoloc do los pices on ocasiones seo debe a quo el tipo de
columna no es el adecuado para el analislis que se esté
realizando., Se recomiendz intentar con otro tipo de columna,

Es necesario verificar el pH de la fase mévil ya que éste
puede ser la causa del problema de coleo.

Hay ocasiones en que la muestra reacciona con sitios actives
de la columna ¥ los plcos salen *coleadas'; en este casc es
recomendable adicionar un reactivo formadoer de par iénico,

Si sucede que los pices salen con “frente', una de las causas
puede ser el aumento gradual de la linea base antes de que
salga otro componente de la muestra. Se recomienda incrementar
la eficiencia o cambiar la sélectividad del sistema de elucién
para mejorar. Si es necesario, intentar con otro tipo de
celumna.

El problema puede deberse a la sobrecarga de la columna. Ver
Problema 4, e).

El problema se puede presentar por alguna interaccidn
muestra-columna, por lo que se recomienda realizar un analisis
previo de la estructura del soluto para ayudar a evitar este
tipo de problemas.

Es necesarioc verificar siempre los ajustes realizados al‘
detector y/d registrador ya que valores muy altos pueden

csazienar el problema de picer zon “frente,
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Si los picos salen "redondeades", pusde ser porgue ol detestor
no esté operando dentro del intervaleo dinaAmiceo lineal. En este
casc es recomendable reducir el volumen y/c la concentraciédn

de la muestra.

PROBLEMA B8: Cuando hay problemas en la linea base ¢ No se refiere

al

b>

[=>]

&

a Ruidod,
Posibles causas y recomendaciones:
En algunos casos, pequeffos camblios en la temperatura de la
columna causan elevaciones ciclicas de la linea base., Este
problema frecuentemente afecta a los detectores de {ndice de
refraccién, a los de conductividad y a los detectores UV de
alta sensibilidad. Es necesarioc controlar la temperatura tanto
de la fase méovil como de la columna.
Ese problema también puede ser ocasionade por la falta de
homogeneidad de la fase mévil. Siempre es recomendable emplear
disclventes grade HPLC, sales y aditivos de alta pureza; s
necesario degasificar la fase mévil antes de usarla o bembear
con helio durante su useo.
Otras causas pueden ser que la fase movil no esté¢ bien
mezclada © que se cambidé la velocldad de flujo. Para evitar el
problema, es necesario moni torear rutinariamente la
composicién y la velocidad de flujo.
También es frecuente que se presente este problema porque
cuande se cambla la fase mévil, el equilibric de la columna es
muyy lento, por lo cual, en estos casos, es necesaric pasar por

la columna un disolvente de fuerza intermedia y después pasar
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la fase movil. 7
Es posible que la fase mévil se haya preparado ¢on materiales
de baja calidad o que se contamihe o se descomponga. Verificar
s5us preparacién y reemplazarla, si es necesario.

Los materiales que se retienen fuertemente en la columna Ck’
altod, pueden eluir come picos muy anchos Yy aparecer como
linea base en ascendencia. Los an&lisis por gradiente pueden
agravar el problema, En estos casos es necesaric emplear una
precolumna. Cuande se requiera, pasar un disclvente fuerte
entre las inyeccicnes o periddicamente durante el andlisis,

El problema puede deberse a que en la celda del detector haya
aire o algtn contaminante. Es conveniente limpiar la celda
dejando fluir metanol u otro disolvente fuerte. Si es
necesario, limpiarla con HNOa Cnunca con HCl).

En algunas ocasiones se recicla la fase mévil pero no se hacen
los ajustes necesarios en el detector. Cuando el intervalo del
detector no se puede ya ajustar, es convenlente emplear nuevos
materiales y dejar de recircular la fase mévil.

El problema tamblén se puede presentar cuando la longitud de
onda deol detector no es la adecuada, entonces es necesario

buscaria.

PROBLEMA 8: Cuando hay ruide en la linea base.

ay

Posibles causas y recomendaciones:
Puede deberse a aire en la fase movil. en la celda del
detector & en la bomba., Es necesario degasificar la fase mévil

y pasarla por el sistema para quitar el aire de la celda del
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detector o la bomba.

Puede presentarse por fugas. Ver Problema 2, o).

Es posible que el problema se deba a que no se haya mezclado
bien la fase mévil o tal vez es necesario emplear un
disol vente menos viscoso.

Otra de las causas puede ser un diferencial de temperaturas
entre la columna y el detector. Es necesaric reducir este
diferencial.

El problema también se puede presentar debido a 1la
interferencia de otro equipo electrdnico sobre la misma linea
de corriente. Para detectar s{ ésta es la causa, se recomienda
alslar parte por parte del sistema.

Las pulsaciones de la bomba también ocasionan ruido en la
l{nea base. Si es necesarioc, incorporar al sistema un
amertiguador de la pulsacién.

Puede deberse también a problemas de contaminacién de la fase
mévil,

Se recomienda verificar la lampara del detector ¥y
reemplazarla, si es hecesario, porgque puede ser la causa del

problema.

PROBLEMA 10: Cuando los picos son anchos:

ad

b

Posibles causas Yy recomendaciones:

Verificar la composicién de la fase mévil y preparar una
nueva, si es necesario.

Revisar si la velocidad de flujo no es demasiado baja y

ajustarla.
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Puede deberse a fugas, principalmente entre la columna y el
detector. Revisar este sistema. .
Asegurarse de los ajustes realizados en el detector,

Es posible que el problema se deba a que el tiempo de
respuesta del detector sea demasiado alto o el volumen de la
celda demagiads grande. Verificar estes factores.

Puede suceder que la causa sea que la tuber{a entre la columna
y el detector sea demasiado larga o que el diametro interno
sea demasiado grande, En este caso se recomlenda emplear
plezas cortas y de didmetro interne pequeffo €0.007-0.10"),
También se puede presentar el problema cuando la concentracidn
de la solucidn amortiguadera es muy baja, Verificar su
preparacién.

Si se esta empleando una precclumna, puede suceder que esté
contaminada; es necesario verificarlo reemplazandola.

En caso de que la columna esté contaminada, es conveniente
reemplazarla para regenerar la anterior.

Este problema también se puede presentar cuande la temperatura
de la cclumnaA &5 muy baja. Es necesario incrementarla para
mejorar la eficiencia, cuidando de no exceder la temperatura

recomendada por el fabricante.

PEROBLEMA 11: Cuando camblan las aliuras de leos pices.

ad

Posibles causas y reconendaciones:
Puede deberse a gque unc o mas componentes de las muestra se
hayan descompuesto o a que la eficiencia de la columna haya

disminuido. Es recomendable emplear muestras recién preparadas
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dd

para confirmar la fuente del problema. Si éste continta,
reemplazar la columna y tratar de regenerarla,

Es posible que el problema se debe a que existan fugas,
principalmente entre ol puerto de inyeccidn y la entrada a la
columna. Ver el Problema 2, cJ.

Otro de los factores que puede causar este problema, es que
los volumenes de las mnuesitras sean Inconsistentes, Es
conveniente verificar que los viales en el inyector automitico
contienen la cantidad de muestra suficiente © que el loop
funcicna adecuadamente. Verificar también si no hay aire
involucrado o precipitacidén de sales.

Verificar el ajuste del detector, asi come la lampara ¥y la
contaminacién probable de la celda, pues éstos podrian ser la

causa del problema.

PROBLEMA 12: Cuando ecambia la selectividad de la columna.CCambios

ad

b

<2

-5

en los tiempos de retencidénd.
Posibles causas y recomendacionos:
Puede ser ocasionado por ineremento o decremente de la fuerza
iénica del disolvente, el pH o la concentracioén de aditives.
Es convenients verificar la preparacién de la fase mévil_.
Si se cambid columna, es posible que la nueva tenga diferente
selectividad con respecto a la que se usé anteriormente. Es
eonveniaente ajustar las condiciones.
Verificar que la muestra no se haya inyectado en un disolvente
incorrecto.

Verificar la temperatura de la columna, pues pequefias
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diferencias, pueden dar lugar a canmbios grandes en otros
parametros.

Verificar el tieompo de vida de la columna.

PROBLEMA 13: Cuando se presentan picos negativos.

al

b

[S»]

Posibles causas y recomendaciones:

Revisar la polaridad de las lineas de conexiédn eléctrica del
registrador.

El problema puede deberse a que el (ndice de refraccidédn del
soluto sea menor que el de la fase movil (principalmente en
detectores de indice de refracciénd. En este caso, es posible
invertir la polaridad de las lineas de conexidn.

Puede presentarse cuandc el disolvente de la muestra y la fase
mévil, difieren grandemente en composicién, Se recomienda
homogeneizar los disolventes.

Otra causa puode sor quo la fase mévil absorba mas radiacidn
electromagnética. que los compuestos de la muestra en
longitudes de onda UV, ésto puede deberse también a la
conk.aminacién por reciclaje de la fase mévil. Es conveniente
camblar la longitud de onda © emplear fase mévil con

disclventes nuevos y evitar la recirculaclsén prolongada.



PROBLEMA 14: Cuando aparecen pitos fantasma CPices no esperados -

ad

ni deseados)

Posibles causas y recomendacicnes.

Princlpalmente los pilcos fantasma se deben al arrastre de
muestra por contaminacién del inyector © la columna. En este
casc, se considera una buena practica de rutina pasar fase
mévil por el inyector, entre los andlisis. Si es necesario, se
recomienda pasar un discelvente fuerte a través de la columna
para lograr remover todos los contaminantes, Es conveniente
incluir una etapa de enjuague final en los analisis por

gradiente para eliminar los compuestos retenidos fuertemente.

PROPUESTA PARA LA VERFICACION DEL .FUNCIONAMENTO DE SiSTEMAS CLAE

Se reocomienda wverificar el funcionamiento del sistema cada 6

meses o después de haber realizado servicio de mantenimiento

correctivo.

No es posible realizar la verificacién del sistema total, sino

que se hace por componentes, y se puede efectuar siguiendo el

esquema general:

1.~ Registro de instalaeidn:
# Funcionamiento de la fuente de poder.
»* E1 equipo debe estar aislado de vibraciones.
% {levar un registro de la temperatura y humedad del

irea de instalacién del equipo.
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2.« Realizar pruebas de rutina:

% Do bombas

# De columna

# De inyector
3. - Evaluacién indirecta de cada medicidn.
4.- Evaluacidédn global del sistema.

8. - Pruebas rutinarias de confiabjlidad.

EVALUACION:
1.~ Calificacién de la bomba.
1.1 Determinar la precisién de la velocidad de flujo.
Cémo? Determinar el volumen liberado por unidad de tiempo
pero alternande les niveles de prueba.
Se recomienda hacer 4 niveles y © réplicas alternadas.

L.a especificacidn sugerida es G.V,{ 1.0 %

1.2 Determinar la exactitud de la velocidad de flujo.
Cémo? Determinar el volumen liberado por unidad de tiempo.
Se recomiendan 4 niveles y 6 réplicas.
La especificacidén sugerida es C.V.{ 5.0 % en todo el

intervalc de trabajeo.

2.~ Calificaeidn del inyector.
‘2.1 Determinmar la precisidn del volumen de inyeceidn.
Céma? Determinar las respuestas de sustancias de
concentracidn conocida. ‘
Se recomienda hacer 30 inyecciones con un blance cada 3

muestras.
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La espocificacidén sugerida es C.V. ¢ 1.0 % de

cada nivel evaluado.

2.2 Determinar la linealidad del volumen de inyeccidn.
Cémo? Determinar la respuesta de volumenes representatives
del intervaleo de trabajo.
Realizar un intervalo lineal de respuesta contra volumen.
Se recomienda realizar 6 niveles por triplicade cada unoc.
Las especificacieones sugeridas son:
br= -0.02 a 0.02
mr= 0.98 a 1.02
Error estandar de regresion £ 0.03

r¥ 0.08

2.3 Determinar el acarreo de muestra,
Céma? Determinar la respuesta de muestras blanco a lo lai-go
de muestras de analisis.
Se recomienda inysctar 2 muestras y un blanco cada vez.
La especificacién sugerida es C.V.< 1.0 % para cada volumen

evaluado.

3.~ Verificacién del detector.
3.1 Determinar el ruido y la desviacidn.
Cémo? Determinar las fluctuaciones provenientes de la unidad
electrénica y de otras fuentes.
# Ruido: Se sugiere conectar la bomba al detector y
determinar el ruido proveniente de la sefal eléctrica del

detector; es decir, sin flujo. Esto se realiza para
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conocer ol limite de deteccidn en Lrazas., Se sugiere
determinaric cada medioc minute. '

B Desviacidn: 5i se van obteniendo desviacicnes
significantes, se recomienda evaluar la Absorbancia a lo

largo de 80 minutos.

3,2 Determinar la exactitud y repetibilidad de la escala de
absorbancia.

Cémo? Determinar la respuesta comparativa de dicreomato de
potasio a longitudes de onda representativas del
intervalo de trabajo en condiciecnes estaticas.

Se recomienda conectar la bomba al detector.

La especificacidn sugerida es C. V. { 5.0 %

3.3 Determinar la deteccidn minima y el intervale lineal.

Cémo? Determinar la respuesta de wuna sustancia de
concentracién conocida en un intervalo mds ampllo que
el lineal.

Se recomlienda trabajar con § niveles y B réplicas de cada

nivel.

Calecular el factor (F): RespuestasConcentracién.

Graficar F vs log Concentracidn.

La especificacién sugerida para el intervalo es + 5.0 %

4.- Calificacldn del integrador.
4.1 Determinar la velocidad de la carta.

Cémo? Hacer mediciones de la distancia recorrida por unidad

de tiempe.
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