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I INTRODUCCION

La Industria Fannacéutica esta especialmente interesada en el desarrollo de nuevos
productos, Jo que lieva a su vez al desarrollo de métodos analiticos y a la validacién de
los mismos, es decir, el método debe verificarse para detemninar su efectividad.

Existen dos razones importantes para la validacién de métodos. La primera y més
impontante es que la validaclén del procedimiento es una parte integral del sistema de
Control de Calidad de productos que tienen que ver con la salud y que requieren de
métodos analiticos apropiados. La segunda razén es que las Practicas Adecuadas de
Manufactura (PAM's) requieren los procedimientos validados.

As{ pues, ia validacién del método puede definirse como el proceso por el cual queda
establecido por estudios de laboratorio que la capacidad del método satistace los
requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas. Por lo tanto debemos realizar un
disefio de experimentos que nos permita carroborar que el método a desarrollar queda
validado. Asi pues, la esladistica Interviene en la Investigacién Experimental como
“parte integral del método clentifico y estos métodos invariablemente conducen al
empleo de técnicas de la estadislica; es aconsejable que los investigadores se
familiaricen con las técnicas y conceptos basicos de esta clencia tan Utll, lo que hara
més eficientes las Investigaciones., Una de las técnicas analiticas que permiten
desarroliar métodos confiables y altamente especificos es la Cromatogralia de
Liquidos de Alta Resolucidn (CLAR). Aqui se presenta ei desarrolio y validacién del
método analitico por CLAR para la determinacién del Clorhidrato de Ambroxo! que se
utiliza como expeciorante y broncodilatador.

El desarrolio del método se realizé tomando en cuenta las propledades fisicoquimicas
del compuesto y la validacién se hizo con la medicién de pardmetros analiticos,
utilzando como herramienta métodos estadisticos con los que se carroboré que el
método desarrollado y validado es eficaz como método de control y como método
indicador de estabilidad para lo cual fue creado.



II GENERALIDADES
1MONOGRAF{A
Nombres quimicos
Ambroxol (clorhidrato de)

Trans - 4 - (2 - amino - 3, 5 - dibromobencilamino) ciclohexanol.
4 - {[(2 - Amino - 3, 5 - dibromofenil) - metilJamino]ciclohexanol.

N - (trans - p - hidroxiciclohexit) - (2 - amino - 3, § - dibromobencillamina.

Sinénimos

N - A 872 CI, Mucosolvan.

Férmula desarroilada

Br  NH,
HeNH-- <40}
Br HC1
Férmula Molecular

C13 H19 Bro CI N2O
Peso molecular

414,6



Aspecto

Polvo blanco cristaline, libre de particulas extrafias.

Solubilidad

Ligeramentg soluble en cloroformo y agua (1 parte de soluto en 100 a 1000 partes de
disolvente), donde las parles de disolvente son aproximadamente de 300 y 250

respectivamente.

Poco soluble en etanol y metanol (1 parte de soluto en 30 a 100 partes de disoivente)
aproximadamente 100 y 50 paries de disolvente respectivamente.

racti nte insoluble en acetona (1 parte de soluto en mas de 10,000 paries de
disolvente).

Soluble en acido acético glaciai (1 parte de soluto en 10 a 30 partes de disolvents).

Valor de pH
Este fluctia de 4 - 6, se determina de la siguiente forma:
Suspender 1. g de la sustancia a examinar en 10 mL de agua destilada, agitar durante

20 minutos, tiltrar y medir ¢! pH de la fase acuosa. Realizar la determinacién conforme
ala Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos.

Punto de fusién

Este se encuentra alrededor de 235°C - 240°C.



Ensayos de Identidad
| I infrarrojo:

Ei espectro de absorcion infrarrojo de una dispersion de la muestra en bromuro de
potasio (1 mg /300 mg). Presenta los picos principales o0 maximos a:
1602, 1031, 1074, 1548, 1122, 857 cm-1.

: r el viol

Preparar una solucién de muestra al 0.025% en solucién 0.1 N de d4cido clorhidrico.
Reailzar un barrido espectrofolométrico de 360 a 220 nm, usando como bianco
solucién 0.1 N de &cido clorhfdrico. La sofucién presenta un méximo de absorcion a
alrededor de 244 nm y su coelficiente de extincién a 244 nm es aproximadamente, 237.

-Crometografi; |

Las condiclones para realizar la cromatografia son {as mismas que en ensayo de
pureza, sdlo que la preparacidn de la Solucién prueba y la de comparacién son a ia
misma concentracién (al 1% en metanol). Presentando ambas preparaciones el mismo
valor de Rt y la misma intensidad de color en la mancha.

Ensayos de Pureza

Solucién de prueba: Soiucién de Ambroxol al 1% en metanol,

Solucién de comparacién: Soluciones de Ambroxol desde 0.001% hasta 0.01% en
metanot.

Piaca: Placa preparada de gel de sflice 60 F 254 (Merk).

Eluyente: n-hexano:acetato de etilo:propanol-1:amoniaco conc. (70:20:10:1).

Método: Sin saturacion de cdmara, a 20°C y bajo humedad atmosférica relativa del
50%.

Tiempo recorrido: Aproximadamente 1 hora.,
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Cantidad a aplicar: 1 mL de cada una de las soluciones recién preparadas de prueba y
de comparacién.

Revelado: Luz UV de 254 nm.

interpretacién: A Rf aproximadamente de 0.4 es visible e! Ambroxol. Pueden aparecer
impurezas con mayar o menor valor Rf, pero su concentracidn total no debera ser
mayor a 1%.

-Metales pesados;
Plomo y fierro
No debe tener mas de 20 ppm.

-Preparaci lon

Solucion amortiguadora de acetato:

Disolver 25.0 g de acetato aménico en 25 mL de agua, agregar 38.0 mL de solucion at
25% de &cldo clorhidrico y ajustar el pH de la solucion si es necesario hasta 3.5 (con
solucidn de 2 N de dcido clorhidrico o solucién 6 N de hidréxido de amonio). Diluir con
agua hasta 100.0 mL.

Solucién de sulfuro sodico: Disoiver 12.0 g de sulfuro sédico en 25 mL de agua y
flevar a 100 mL con glicetina (aprox. ai 87 % P/P).

Salucidn madre de plomo:

Disolver 159.9 mg de nitrato de plomo (ll) [Pb(NO3)2] en agua y llevar a 100 mL,

conservar en frasco ambar y refrigeracidn.

Solucidn estandar de plomo:

Diluir 1.0 mL de solucidn madre de plomo a 100 mL con agua. Cada mL de esta
solucidn contiene 10 mg de Pb 2++, esla solucion debe prepararse et dia de su uso.
{Solucion R).

Solucidn de ensayo:

En crisol de porcelana colocar 2 g de la muestra a ser examinada, humedecer con 2mL
de acido sulfirico RA, preincinerar {bajo una campana de extraccion) con precaucion,
aumentando lentamente ia temperatura hasta 500°C, calcinar a 500°C hasta Ia
aparicién de ceniza generalmente blanca, enfriar el crisol y adicionar al residuo 20. mL
de dcido nitrico RA y 5 gotas de &cido sulfurico RA: Quemar con precaucidn hasta que
desaparezcan los vapores blancos. Calcinar totalmente en una mulia a 500°C. Dejar
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enfriar, agregar 5 mL de solucién amortiguadora de acetato, cubrir el crisol con un
vidrio de reloj y digerir en un bafo de vapor por 5 minutas, filtrar cuantitativamente en
un matraz volumétrico de 20 mL, iavar con 5 mi. de solucién amortiguadora de acetato
enfriar y llevar al volumen con agua. (Soiucién P).

Procedimlento:

Transferir 10.0 mL de solucién P a un tubo de comparacion Nessler, agregar 2 gotas
de soluclén de sulfura sédico. La coloracidn desarrollada al cabo de 2 minutos no
deberd ser mds Intensa que la de una soluclén de referencla preparada
simuitdéneamente en la sigulente forma: Transferir 2.0 mi. de solucién P a un tubo de
comparacion Nessler, agregar 5.0 mL de solucién amortiguadora de acetato, 1.0 mL de
soiucién R, 2.0 ml. de agua y 2 gotas de solucién de sulfuro sédico.

-Caontenido de agua (Kad Fisher):
No debe ser mas de 1.0%.

Pesar alrededor de 1.0 g de muestra. Reallzar la determinacién conforme a la
refarencia numero (5).

No debe ser més del 1.0%.

Pesar con exactitud aproxXmadamente 1.0 g de sustancia y secar a 105°C a una
presién de 10 mbar, hasta peso constante. Proceder como se indica en la referencia
nimero (5).

-Residuo de la ignicién;

En un crisol de porcelana que esld a peso conslante pesar con exactitud,
aproximadamente 1.0 de sustancia, agregar 2.0 mL de Acido sulfdrico RA. quemar con
precaucidn bajo una campana hasta que los vapores blancos desaparezcan, incinerar
en una mufla a 800°C hasta peso constante.

Estabilidad
La muestra es estable en salucidn acuosa a temperatura ambiente.



Valoracién

-Valoraci i (] n acl rel :
Pesar con exactitud aproximadamente 150 - 200 mg de sustancia y disolver en 2 mL
de acido férmico, agregar 40 mL de 4cido acético glaclal y 40 mL de anhidrido acético.
Valorar con solucién 0.1 N de dcido perclérico (en acido acético gladal). Preparar un
blanco de determinacién y hacer la correccién necesaria. Cada mL de solucién de 0.1
N de dcido perclérico es equivalente a 41.46 mg de Ambroxol,
Cdlculos:
La relacién usada es:

% de Ambroxol = (x-y) * F * 41.46 *100/ peso de la muestra (mg).

-Valoracion potenciométrica con nitrato de plata:

Pesar con exactitud alrededor de 150 - 200 mg de sustancia, disolver en 200 mL de
agua con adicién de 2 gotas de &cido nitrico concentrado y se valora con soiucién de
nitrato de piata 0.1 N Se determina ademéds el consumo de la prueba en bianco.

% de Ambroxol = (x-y) * F * 41.46 *100/ peso de la muestra (mg)
Donde:

X= consumo de la prueba (mL)

y = consumo de la prueba en blanco (mL)

F = tactor de la solucién de dcido perciérico

Farmacodinamia

Estimula al sistema lisosomal de las células productoras de moco, mejorando asf la
funcidn respiratoria en los procesos agudos y crénicos que cursan con retencién de
secreciones y broncospasmo, ya que facilita la limpleza bronquial al fluidificar las
secreciones viscosas y adherentes al tiempo que incrementa la frecuencia vibratoria
del epitelio ciliar. Por su efecto broncodilatador altamente selectivo, suprime el
broncospasmo, los estertores y la disnea.
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Farmacocinética

La absorcién es buena después de la administracidn oral, pero sufre considerable
metabolismo por efecto del primer paso, incluyendo conjugacién con dcido giucurdnico
o sulfato. ElI Ambroxol, es un metabalito activo del bromhexine. Alrededor del 70% de
una dosis ora, es excrelado en orina en 24 horas como metabolito y menor que el 1%
cono farmaco libre.

Usos

Es recomendado en todo tipo de procesos broncopulmonares que cursan con aumento
de la viscosidad y adherencia del maco, en los que es necesario mantener libre de
secreciones el aparato respiratorio: bronquilis aguda, bronquitis crénica, bronquitis
asmatiforme, bronquitis espasmddica, asma bronquial, rinilis, sinusitis, olitis media,
neumonfas,bronconeumonia, ateleclasia por obstruccidén mucosa traqueostomia y pre
y postoperalorio, particularmente en cirugia geridlrica. Proteinosis alveolar, fibrosis
cistica, sllicosis, enfermedad de la membrana hialina.

Toxicidad

A la fecha no se han reportado casos de intoxicacién en el ser humano. No presenla
efectos adversos en mucosa géstrica.

Dosis

Presentacion:
Solucidn en frasco de 100 mL, que contiene 0.3 g de clorhidrato de ambroxol.

Adultos:
Los dos o tres primeros dias del tralamiento, 2 cucharaditas (10 mL) tres veces por dia,

luego 1 cucharadita (5 mL) tres veces por dia.

Niflos mayores de 5 afios:
Una cucharadita (5 mL), dos a tres veces por dia.
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Nifos de 2 a 5 aios:

Media cucharadita (2.5 mL.), lres veces por dia.

Nifios hasta 2 afos:
Media cucharadita (2.5 mL), dos veces al dia.



2 CROMATOGRAF{A

La cromatografia es un método fisico de separacién en el cual los componentes a
separar se distribuyen entre dos fases: una de ellas es la fase estacionaria, mientras la
otra se mueve por percolacién a través de ésta llamada fase mdvil.

Los procesos cromatogréficos tienen lugar como resultado de repetidas adsorciones y
desorciones durante le movimiento de los componentes de fa muestra a o largo de la
fase estacionaria, alcanzandose fa separacién graclas a las diferencias en fos
coeficlentes de distribucién de los distintos componentes de la muestra.

Se utiliza fase estacionaria como término general para denominar cualquiera de las
diferentes formas en que puede usarse, puede estar empaquetada en una columna,
extendida en forma de capa, etcétera. La fase mévil puede ser gaseosa o liquida. En
fa cromatograffa gaseosa la fase mdvil es un gas, mientras en la cromatografia liquida,
que es la que nos ocupa es un liquido.

Existen muchas maneras de clasificar la cromatogralia liquida en columna. Basédndose
en la naluraleza de la fas estacionaria en los procesos de separaclén pueden
enumerarse cuatro tipos:

Cromatografia de adsorcidn.- La fase estacionaria es adsorbente, la separacion se

basa en repetidas etapas de adsorcién-desorclén.

Cromalografia de paricion.- La separacién_ no se basa en adsorcién sino en la

verdadera particlén entre fa fase mdvil y la fase estacionaria.

Cromatografia_de_intercambio_ignico.- La fase estacionaria tiene una superficle
cargada iénicamente, con carga contraria a la de la muestra. Esta técnica se usa casi
exclusivamente con muestras Idnicas o lonizables. Cuanto mayor sea la carga de la
muestra, mas fuertemente serd atraida hacla la superficie ionica y, por tanto, mds
tiempo tardard en ser eluida. A la fase mdvil se Je afade un contra-idn como son las
sales sddicas de los &cidos penta, hexa y heptansulfénico y el ién perclorato para
separa cationes y bases y para separa aniones y dcido el ion tetraalquilamonio.

El pH y la polaridad se utilizan para controlar el tiempo de elucién.
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El empaque m4s utilizado en la cromatografia de par Iénico es el de fase enlazada con
grupo terminal de octadeciisilano con tamafio de particula pequeiio (5§ micras).

Cromatografia de exclusidn.- Se rellena la columna con un material que posea poros
de dimenslones comprendidas entre ciertos ifmites, con lo que la muestra es retenida o
fiitrada segun sea su tamafio molecular.

Enla cromatogratia de exclusién fas moléculas de soluto se separan segtn su tamafio
real en el disolvente contenido tanto en los poros de las particuias del empaque (gel),
como en los espacios Intersticlales que existen entre dichas particulas; eiuyendo
primero {as de mayor tamaiio y quedando retenidas durante un tiempo mds proiongado
aquellas que si penetran en los poros.

En cuanto a los dos primero lipos, no siempre puede asegurarse cual de los procesos
implicados (adsorcién o reparto) desempenia el papel més importante, Por esta razén,
en la préctica se definen dos o més tipos, seguin sea la polaridad relativa de las dos
fases: Cromalogratfa en fase normal y cromatografia en fase inversa.

En la gcromatogratia_en fase normal, la fase estacionaria es de naturaieza fuertemente
polar y la fase movil el apolar. Entre los empaques utilizados estdn: ei gel de silice y
las fases enlazadas con grupos terminales de ciano y amino.

La gromatogralia en fase inversa es exactamente a la inversa. La fase estacionaria es
de naturaleza apolar, mientras la fase mévil es un liquido polar. Los empaque
utilizados son de fases enlazadas con grupos terminales amino, ciano, fenilo y
cadenas alquilicas de 8 y 18 C son fos que se emplean con mayor frecuencia. Algunas
veces se puede modificar la fase mévil para ajustar su polaridad. En fase normal,
puede hacerse por adicién de una sustancia mds polar, en tanto que en fase inversa el
aditivo serd una sustancia menos polar.

La cromatograffa liquida en columna es el método cromatogréfico mas antiguo, y a su
evolucién han contribuido cientificos de varios paises, dando como resultado ia
cromatografia Ifquida modema, mejor conocida actuaimente como Cromatografia
Liquida de Aita Resolucidn (CLAR), que en ingiés conocemos como HPLC (High
Perfomance Liquid Chromatography).
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Al igual que toda técnica analitica la CLAR tlene ventajas y desventajas que son:

Ventajas Desventajas
-Velocldad de andlisis -Costo del equipo
-Alla resolucién -Coslo de operacién
-Resultados cuantitativos -Costo de mantenimiento
-Buena sensibilidad -Experiencla indispensable

-Automatizacién
-Amplia aplicacién

El Proceso Cromatogréfico

Existen tres formas de desarrollar el proceso:
a. Elucidén
b. andlisis frontal
¢. desplazamiento.

El método que se usa con mayor frecuencla en estos tipos de cromatografia (gases o
liquidos) es la elucién. En este caso se introduce una porcién pequeia de la muestra
a la fase movil, gas o liquido, la muestra viaja a través de la columna. Los
componentes dentro de la columna comlenzan a separarse unos de otros en diferentes
bandas. Finalmente las bandas eluyen al final de la columna y son medidas por un
detector. En la sigulente figura se muesira un cromatograma de elucién:

tr = tiempo de retencion
w = amplitud de la banda
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Hay dos constantes que describen la distribucion de un companente de la muestra,
entre las fases estaclonaria y mévil, el coeliciente de particién o distribucion (K), que
relaciona ia concentracién de la muestra (x) en ias dos lases:

Concentracién cn la fase estacionaria _ (X),

K= Concentraciénen lafase mévil  ~ (X),

Y la relacién de particidn o distribuclén (K'), conacida como factor de capacidad es un
término mds conveniente porque representa la relacidn de cantidad o moles de la
muestra (M)en las dos fases. Se define como:

g = Cantidad en la fase estacionaria M,
T Cantidadenlafasemévil  — M,

K'se puede relacionar fdcilmente con K, puesto que la cantidad es igual a la
concentracldn por el volumen. K’ puede ser escrita;

S A
= .. K=Ky,

La relacion de particion es caracteristica para una columna dada, ya que se incluyen
fos volimenes de !a fase.

La calidad de una separacién vlene caracterizada par la resolucién Rs entre 2

sustanclas de una mezcla, que se puede calcuiar a parn!r de los tiempos de retencién
'R y fa anchura de los picos W medida en la base entre las tangentes del punto de

Inflexién:

16



2 Vg ~ vy

Rs = —w.+w,

El nimero de platas tedricos N es una medida de fa eficiencia de la columna, Indica la
impartancia relativa de los fenémenos que pravocan la dispersidn de ta banda respecto
a Ia retencién del compuesto. Algunas factares que afecta a N: el tamafic de la
particula, ia distribucion del tamafia de la panticula, la forma de dichas particulas.

El nimero de piatos tedricos se calcula mediante a siguiente ecuacion:

e ¥
-l

La altura det plata te6rica {H) se calcula como sigue;

dande L= langitud de la calumna

El niimero de platos tedricas es inversamente proporcional a la altura del plato:

L
N=q

Y estd relacionado con el niimero de plalos efectivos (N eff) a través de ias factares de
capacidad (K').
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También relacionado por el tiempo de retencién reducido por medio de la siguiente
expresién:

LI

Ty
Neff = 16 (—“7-)

A partir de las magnitudes alfa, K' y N se puede deducir una ecuacién fundamental
cuantitativa para la resolucidn Rs. Esta relacién es de tipo general y vale para
cualquier técnica cromatogréfica. Sirve como fundamento para la eleccién de los
sistemas de separacién:

R =

donde N2 = nimero de platos tedricos para el 22 componente.

Esta ecuacién expresa la resolucidn en términos de selectividad (1), capacidad o
retencién (2), y de la eficiencia de la columna (3).

Para lograr los mejores resultados de los sistemas cromatogrdficos, es importante
elegir la forma correcta para ef desarrollo del andlisis. Ver ia tabia nimero 1 del anexo
nimero 2 que se puede empiear para tal fin.

Descripcién del equipo de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién.
El equlpo consta de las siguientes partes:

- Depdsito de la fase mévii
- Bomba de presién
- Inyector automatico o manual
- Columna
Detector
Registrador y procesador de datos (computadora)
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La columna es la parte del cromatdgrafo que més nos interesa, puesio que fa
resolucién de tos picos en un sistema cromalogrdfico estd determinada por la
saeparacién lograda en la columna.

La fase estacionaria debe ser térmicamente estable y quimicamente Inerte con la fase
movil y los solutos. La velocldad de separacidn depende de gran parle del empaque de
la columna.

Los requerimientos para los materiales de empaque de ias columnas empleadas en
Cromatografia de Liquidos incluyen:

. Gran superficle de contacto

b. Una capa fina de adsorbente unilormemente distribuida

¢. Superticie con estructura de facil acceso para la fase mévil

d. Estabitidad

e. Dificuitad para ser comprimidos con presiones allas

{, Dificultad para ser desequilibrados por velocidades de fiujo altas.

o]

Los materiales de relleno de columnas pueden ser basicamente de tres tipos:
a. Gel desilice
b. Geles de slilice quimicamente modificados en la superficle con grupos organicos
dilerentes y por lo tanto con comportamiento de seleclividad especifica
¢. Oxido de aluminio

Existen diferentes tipos de adsorbentes en ios que las particulas del material de relieno
puede ser Irregular o esférico, totalmente poroso o superficlalmente poroso. El tamafio
de particulas puede variar de 5 a 15 micras, lo cual es impartante, ya que de ello
depende el drea de cantacto.

Los geles de sflice quimicamente modificados en la superficie se encuentra unidos con
grupos funcionales C18, fenii, amino y ciano.

Existen empaques especiales para analisis de carbohidratos, triglicéridos y &cidos
grasos.

Para cromatografia de intercambio iénico existen columnas con fases unidas que
permiten intercambio de aniones, cationes y aniones débiles.
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Las columnas pueden tener diferentes longitudes y didmetros, dependiendo de su
aplicacién. Ver la tabla nimero 2 en el anexo No. 2, donde muestran algunos rellenos
de columnas y sus aplicaciones.

Eleccién de la fase mévil

Los valores de K’ para los soiutos se controlan generalmente cambiando la fuerza del
eluyente de la fase mdévil, o bien variando la fase estacionaria. La combinacion de la
fase mévii y estacionaria controlan el rango total de los valores de K" del soluto para un
sistema particular de Cromatograffa de Liquidos.

La fase moévil se puede vara sistematicamente para optimizar los factores de
separacién,

Otro factor que hay que tomar en cuenta es la selectividad del disolvente, la cual esta
dada por sus caracleristicas quimicas (momento dipolo, aceptores o donadores de
electrones). La fuerza del disoivente es controlada mediante un P' (polardad de
Snyder). El valor de P' varia entre 2 y 10.2, entre mayor sea este valor, mayor serd la
polaridad del disolvente,
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3 ANALISIS ESTADISTICO

En nuestra sociedad, el progreso puede medirse mediante diversos indices numéricos,
los cuales no podriamos describir e interpretar si no s con ayuda de la Estadistica.
Como Instrumento en la toma de decisiones, la cual desempena un papet importante
en dreas tales como la invesligacion y el desarrollo, y sirve como guia y control de una
amplia variedad de campos.

Dentro de la Industria Farmacéutica tanto ésta, como el gobiemo participan en el
desarrollo, prueba y cerificacion de ensayos, concemientes a la seguridad y
efectividad de sus productos. Puesto que las siluaciones en que hay que tomar
decisiones complejas requieren casi siempre de algin tipo de andlisis estadistico,
nunca se insislird lo suficiente en la imporancia que tiene la estadistica inferencial,
para el tomador de decislones.

Asi pues, una definicién de estadistica: es la coleccién, manejo y representacion de
los datos, de los cuales se obtendran inferencias de la poblacién original,
comprendiendo la incertidumbre (probabilidad) y la variabilidad de los mismo.

3.1 CONCEPTOS

En los problemas de inferencia estadistica, el conjunto de todos los valores en
consideracién, suele ilamarse poblacidn o universg. En general, cualquier conjunto de
datos cuantificables puede lilamarse poblacién si ese conjunto de datos esta
constituido por todos los valores de interés; y se llama muestra al subconjunio
(representativo) de datos de una poblacién.

Para tener informacién acerca de una poblacién y asi tomar una decisién, se requiere
de ciertas caracteristicas numéricas llamadas parametros poblaciongles o simplemente
parametros, los cuales describen propiedades especificas de la poblacién. Puesto que
con frecuencia es imposible la determinacién del valor exacto de los pardmetros de
poblacidén, las caracteristicas de una poblacién dada, suele juzgarse observando una
muestra representativa de la misma. Las caracleristicas numéricas de las muestras se
llaman estadisticas muestrales o estimadores de los pardmetros que describen la
poblacién,
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Existen tres lipos de medidas para la caraclerizacién de datos:

-Medidas de Tendencia Central
-Medidas de Dispersion
-Medidas de Relacién o Asociacion

Las medidas de tendencia central son importantes porque la informacion numérica que
nos proporciona, indica ia posicion central de los datos, esto puede referirse a la
media, a la mediana o a la moda, que se definen como:

Mada.- Elvalor que aparece un mayor numero de veces o en forma equivalente, como
el punto correspondiente al valor con mayor frecuencia de ocurrir en la caracteristica
que se estd midiendo.

Mediana.- Es el valor centrai en un conjunto de valores ordenados segun su magnitud.

Media _aritmética_o_promedio.- Se obtiene de ia suma de todos los valores
considerados, dividida entre el numero tolal de valores de un conjunto.

Las medidas de tendencia central no proporcionan, suficlente informacion para una
adecuada descripcién de los datos, porque no toman en cuenta la variabilidad o
dispersidn. Por ello existen varias formas de medir ia disperslén, tomando en cuenta
que un buen indice de dispersidn requlere ser independiente de la media de los datos
y ademds considerar todas las observaciones.

Las medidas de dispersién mds generales son:

La_varianza.- Que considera el promedio de los cuadrados de ias desviaciones
respecto a ia media, y nos sirve para medir la variabilidad de un conjunto de dalos.
Para describir ia varabilidad, en vez de, (o conjuntamente con), la varianza se usa con
trecuencla la rafz cuadrada de la varianza, llamada_desviacién estdndar (DE). La cual
es por lo general, mas conveniente que la varianza para Interpretar la variabilidad de
un conjunto de datos, ya que estd expresada en las mismas unidades que los datos
orlginales.
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Caeficiente de Variacidn (CV).- Se define por la desviacién estandar de la muestra,
expresada como porcentaje de la media muestral, que nos permite la comparacién de
grupos que tienen distintas unidades.

Regresidn y Correlacion.- Frecuenlemente en una investigacién estamos interesados
en estudiar la relacion entre dos variables; la naturaleza y grado de relacién de las
vanables puede ser analizada por dos técnicas: Regresién y Correlacion. El andlisis
de regresion es util para deteminar la forma probable de la relacién entre las variables
(la ecuacidn que relaciona ambas variables) cuando hay un fenémeno de causa y
efecto. El objelivo principal es el de predecir o estimar el valor de una variable
(dependiente (Y)) correspondiente al valor dado de la otra variable (independiente (X)).
Por lo tanto, debe emplearse el andlisis de regresién en situaciones experimentales en
las cuales el investigador sefiala valores a una variable independiente.

El anélisis de correlacién, por olra parte, consiste en la medicion del grado o intensidad
de asoclacion entre los dos varables sin importar cual es causa y cual es efecto.
Cuando se puede demostrar que la variacidon de una varable esta de algun modo
asociada con la variacién de otra, entonces se puede decir que las dos variables estan
correlacionadas. Una correlacion puede ser positiva (cuando al aumentar una variable
la otra también aumenta) o negaliva (cuando al aumentar una variable la otra
disminuye}.
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3.2 DISENO DE INVESTIGACIONES EXPERIMENTALES

INTRODUCCION.- Actualmente podemos decir que una de las personas que ha
hecho contribuclones numercsas e importantes a ia estadistica, ademds de crear un
innovador uso de los métodos estadisticos en Disefios y Andlisls Experimentales, fue
Sir R, A. Fisher (1890-1962), quien desarrolid el andlisis de varianza como método de
andlisis estadfstico Inicial en €l disefio experimental,

El propésito de cualquier disefio experimental es proporcionar una cantidad méxima de
informacién perteneciente a un problema bajo Investigacién, 1a cual debe ser lo mas
eficientemente posible. Esto es, debera hacerse {odo esfuerzo posible para ahorrar
tiempo, dinero, personal y material experimental. Y debe ser tan simpie como sea
posible.

Metodologia
Cuando se hace un disefio de experimentacidn, en realidad se habla de una
investigacion estadistica, la cual deberd pasar por las siguientes etapas:

*Planeacion
*Ejecucion
*Evaluacién

Planeacidn.- Se plantean los objetivos, hipdtesis y justiticacién de la investigacion, asi
como los alcances de ésta y el universo de estudio, debiendo sefialarse los
procedimientos de caplacién, de elaboracidn y andlisis de la informacién,
seleccionando un posible disefio y un esbozo del informe final,

Ejecugidn.- Estd determinado por el objelivo del experimento, los recursos, la
institucién y personas que lo vayan a realizar. En esta etapa debera llevarse a cabo
todo lo planeado en la etapa anterior. Sin embargo, como lo planeado suele tener
variaciones experimeniales, es necesario vigilar ésta para poder dar una seleccion
adecuada y a tiempo solucionar los posibles Imprevistos,

Evaiuacion.- Durante el desarrolio de Ia investigacién debe irse captando informacién
que permita decidir si se esta oblenlendo un rendimiento razonable de los recursos, y

24



al final se debe establecer en qué medida se lograron los objetivos de la investigacién,
y saber cudles fueron los fallas, para evitarlas, asi como los detalles no tomados en
cuenta en la planeacién para un disefio posterior.

CONCEPTOS BASICOS DE EXPERIMENTACION
Es Importante conocer los conceptos relacionados con la medicién puesto que la

finalidad al disefiar un experimento es medir alguna caracteristica de interés.

Tralamiento.- Conjunto de condiciones particulares que se aplican a una unidad
experimental (equivale a un nivel de faclor o combinacidén de niveles de factores).

Nivel de factor.- Numero de valores que toma cada factor bajo estudio.

Factor.- Variable independiente cuyo efecto deseamos conocer o estudiar.

Efecto.- Respuesta del sistema producido por el factor.

Unidad Experimental.- (u. e.) Unidad a la que se aplica un solo iralamiento que consia
de uno o més factores. La unidad puede eslar formada de uno o més elemenlos que

reciben el tratamiento.

Eror Experimental.- Es el fracaso de llegar a resultados idénticos con dos o mds u.e.
tratadas ldénticamente.

Iinteraccion.-. Efecto adicional como producto de la influencia combinada de dos o mds
factores.

Aleatoriedad.- Para asegurar en los modelos o disefios, que los errores en las
observaciones estdn distribuldos sin predileccidn, es necesario asignar los tratamientos

al azar a las u.e. cada vez que se repita el experimento.

Agrupamiento.- Distribucidn de u.e. homogéneas en grupos a los cuales se les
someterd a un solo tratamiento,
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Balance.- Distribucion de agrupamientos y asignacién del tratamiento a las u.e, de
manera que el diseiio obtenido tenga la configuracién balanceada de acuerdo con el
nimero de elementos.

Control Local.- Se refiere a la cantidad de agrupamiento y balance que se aplica sobre
las u.e, con la finalidad de hacer el disefio lo mas sensible para distinguir cualquler
diferencia estadistica o significancia.

Modelos Lineales Estadisticos.- Fomma simbdlica de representar un disefo
experimental con caracteristicas aleatorias que se pueda analizar con métodos
estadisticos.

Se considera que la poblacién (conjunto de mediciones), tendra ciertas caracleristicas
que dependen de los factores constantes y su varabilidad depende de los factores no
constantes. La suposicién de Fisher, fue que las poblaciones en la mayoria de los
casos sigue distribuciones normales donde la media depende de las condiclones
constantes y que la varianza depende de ias condiciones no constantes.

Asl que el experimento es entonces:

1. La seleccidn de variantes bajo estudio,

2. L.a toma de muestra de las poblaciones.

3. Los cuidados durante una poblacién controlada de las muestras.

4, El analisis estadistico de los resultados para contrastar las preguntas bdsicas de los
experimentos.

ANALISIS DE VARIANZA

Las circunstancias hacen necesario disefiar un experimento de tal forma que varias
variables o poblaciones puedan estudiarse simuitdneamente. Asf, hemos vislo que es
necesario un meétodo mas eficlente para comparar las poblaciones. El andlisis de
varianza (ANDEVA) es el método que necesitamos. El andlisis de varianza (ANDEVA)
se puede definir como una técnica mediante la cual la varacién total presente un
conjunto de datos se divide en varios componentes, cada una de las cuales tiene
asociada una fuente de variacién especifica, de manera que en el andlisis es posible
conocer ia magnitud de las conlribuciones de cada fuente de variacién a ia varacion
total.
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4 VALIDACION

El primer abjetivo en la Industria Farmacéulica es el de garantizar que los productos
que fabrica cumplan con los requisitos de calidad, al menor costo pasible; de ahl que el
concepto de validacién ha lomado gran Importancia en la elaboracion de
medicamentos, ya que ha venido a unir el drea productiva can control de calidad.

Existen varias definiclones de validacidn y todas ellas son operantes debldo a que
manejan e} mismo concepto; una de ellas es:

La validacién es una forma de comprobar la efectividad y reproducibilidad de una
técnica, operacidn o proceso.

Otra definlcién mas sencilla es:

Se dice que un procesg, técnica u operacidn estd validado cuando se tiene bajo
control.

Son varias las razones por io que la valldacién es importante; por mencionar algunas,
tenemos que.

1. Por élica profesional.- Tenemos el compromiso moral de fabricar produclos de
calidad para el sector Salud, pues en nuestras manos esté la salud de muchos.

2. Para reducir costos.- Porque el validar es asegurar la calidad a un costo mas bajo.
3. Por principios de Aseguramiento de Calidad.

3.1 La calidad, seguridad y efectividad deben disefiarse y construirse en el proceso.
3.2 La calidad no puede ser inspeccionada o analizada en el producto terminado.

3.3 Cada paso del proceso de manufaclura debe estar bajo control, para tener la
méxima probabilidad de que el producte terminado cumpla con ltodas Ias
espacificaciones de calidad y disefio. Es decir, se debe contar con unas Practicas
Adecuadas de Manufactura,

4. Para establecer una Regulacién Sanitaria al respecto.- En los Estados Unidos el
goblema exige que todos los procesos famrmacéuticos sean validados. Un
requerimiento similar existe en ofros paises y ahora en México se empieza a oficializar
dichos principios y ésto dio origen a la creacidn de un Comité que se ha encargado de
redactar Guias Generales de Validacién.
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Este Comité de Valldacién fue creado por la Ley General de Insumos para la Salud en
colaboracién con el Instituto Mexicano del Seguro Social, la Camara Nacional de la
Industia Farmmacéutica, la Asociacién Farmacéutica Mexicana y los Expertos
Profesionales Nacionales reconocidos por sus lrabajos en el drea. Debido a que este
Comité es de cardcter oficial y tiene alla representatividad industrial y gremial, los
conceptos mencionados en las Guias Generales de Validacién pueden ser usados
como marco de referencia para validar procesos de manufactura.

La vaiidacién la podemos dividir en:

Validacidn Retrospectiva

Sistema de Revalidacién
Validacién Prospectiva

Validacldn Relrospectiva.: Es la evidencla documentada, basada en los datos

acumulados de produccién, andlisls y conltrol de que un producto ya en distribucién
esté slendo fabricado con efectividad.

Valldacidn Prospectiva.- Es la evidencla documentada que demuestra, a través de un
plan experimental, que las operaciones cumplen consistentemente con el objetivo de
su existencia.

Sistema de Revalldacidén.- Debido a que la validacion de un proceso no le da cardcter
de perpetuidad se debera contar con un slstema de Aseguramlento de Calidad, el cual
advierta la necesidad de una revalidacidn cada vez que ocurran cambios en la
formulacién, empaque, manufactura o equipo que pudieran afectar ias caracteristicas
del producto. La magnitud de la revalidacién dependerd de la naturaleza de los
cambios y cémo Impactan en cada una de las etapas de produccién que se han
calificado.

L.a validacién prospectiva de un proceso requiere de la calificacién de cada uno de sus
elementos principaies y la importancia de éstos resulta reiativa de un proceso a otro.

Algunos de estos elementos son:
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. Métodos analiticos.

. Calibracldn de Instrumentos.

. Servicios.

. Personal.

. Materias primas y material de empaque
. Equipo

. Instalaciones

. Fases de fabricaclén

. Disefo de producto.

©C O N OO A W N -

En nuestro caso fue la validacién de un método analftico. En el iaboratorio, los
métodos y procedimientos analiticos constituyen el proceso que debe ser controlado.
La validacion garantiza que la metodologia empleada iogre producir los mejores
resuitados analiticos en cada caso especifico. Para elio, todas las varables dei
método deben considerarse como son: especificidad, exactitud, linearidad, precision,
reproducibllidad, repetibilldad, tolerancla y estabilldad de la muestra.
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III. PARTE EXPERIMENTAL
1 DESARROLLO DEL METODO ANALITICO

I. Reactivos
+ Metanol de alta pureza con especificaciones para cromatografia de Ifquidos,

+ Agua de alta pureza con especificaclones para cromatoéraﬁa de liquidos.
- Soluclén de &cido acético al 1%

- AMBROXOL, sustancia de referencia o estandar de trabajo

Il. Equipo y Material
+ Cartucho radial de 10 cm de longitud y 8 mm de diémetro intemo empacado con
octadecilsilano, con un tamafio de particula de 10 micras (Walers 0 equivalente).

- Cromatdgrafo de Ifquido Waters, equipado con:

+ Mddulo de compresidn radial.

- Inyector automatico (Waters WISP Mod. 712 0 equlivalente).

- Bomba Programable.

» Detector de UV 254 nm 0.05 U:A: (Waters Mod. 490 o equivalente).
« Matraces volumétricos de 160 mL

- Plpetas volumétricas de 1 y 10 mL

- Sistema de microfiltracién para disolventes, membranas:

-Mililpore tipo HYHP 04700 de 0.45 mm para disolventes orgénicos.
-Millipore tipoc HAFT 04700 de 0.45 mm para disolventes acuosos.

+ Bafio de ultrasonido.
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iil. Preparacién de Soluciones

1. Solucién de refarencia (Sol. A).- Transferir alrededor de 30 mg de ambroxol,
sustancia de referencia o estdndar de trabajo pesados con exactitud, a un matraz
volumétrico de 100 mL., adicionar 30 mL. de agua. Colocario en bafio de ultrasonido por
3 minutos, lievar al volumen con agua grado y mezclar bien. Transferir 10 mL
exactamente medidos de la solucién anterior a un matraz volumétrico de 100 mlL y
llevar al volumen con agua (cone. £ 0,03 mg/mL).

2. Solucién Problema.- Reallzar por duplicado (Sois. Bt y B2). Transterir 1 mL de la
musstra a un matraz volumétrico de 100 mL llevar al volumen con agua y mezclar
blen. (conc. £ 0,03 mg/mL),

IV. Condiclones del equipo

Columna: Cartucho radiaipak m-Bondapack C18 de 10 cm de longitud x 8 mm d.l.
Fase Movil: Metanol: solucién al 1% de acido acético (50:50), titrada y desgasificada
Velocldad de Hujo: 1.5 mL por minuto.

Yolumen de [nyeccidn: 20 ml. Detector: UV 254 nm/0.05 UA

Tiempo de corrida; 10 minutos

V. Procedimiento

1. Equilibrar el equipo a las condiclones de operacién hasta obtener una linea base
estable.

2. Hacer inyecciones por duplicado de la solucién de referencia y del probiema,
soluciones A, B1 y B2 respectivamente.

3. Una vez concluido el andlisis, lavar la bomba y la columna de la sigulente manera:
3.1 Pasar 100 mL de agua previamente filtrada y desgasificada a flujo de 1 mL/min.
3.2 Pasar 100 mL de una mezcla metanol: agua (60:40) previamente filtrada y
desgasificada a flujo de 1 mi/min,
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VI. Célcuios
Con las dreas o alturas de los picos obtenldas calcular contenido.

_Ap P10 100
mg ambroxol /ml = As * 00 * 00 X1

donde:
Ap = Area o altura del plco de ambroxal en la soluclén problema.
As = Area o altura dal plca de ambroxol en la solucién de referencia

Pa = Peso de la sustancla de referencla de ambroxal en mg.

Los cromatogramas que se presentan a continuacién son de
referencla y de una muestra problema:
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2 VALIDACION DEL METODO

El método a validar es para aplicar en control de calidad y como indicador de
establlidad, por lo que se realizé con la determinacidn de los sigulentes pardmetros
analiticos:
1) Linearidad y precislén del sistema
2) Exaclitud y repetibilidad al 100%
9) Linearidad del método
4) Exaclitud del método
5) Precisién (Reproducibilidad) del método
6) Especlficidad del método
{Control de calldad y estabilidad)
7) Estabilidad de la muestra

Ver ol glosario de témminos que se encuentra en el anexo 1,
Definiclones

Linearidad. La linearidad de un sistema o método analftico es su habilidad para
asegurar que los resultados analfticos, los cuales pueden ser obtenldos directamente o
por medio de una transformacién matematica bien definida, son proporcionales a la
concentracion de la sustancia dentro de un intervalo determinado.

Intervalo. E! intervaio de un método analitico, esla definido por las concentraciones
comprendidas entre los niveles de concentracion superior e inferior de la sustancla
{(inciuyendo estos niveles), en el cuai se ha demostrado que el méltodo es preciso,
exacto y iineal,

Exactitud. La exaclitud de un método anaiitico es ia concordancia entre un valor
obtenido experimentalmente y el vaior de referencia. Se expresa como el porciento de
recobro obtenido de! andlisis de muestras a los que se ies ha adicionado cantidades
conocldas de ia sustancia.

Pregision, La precision de un método analitico es el grado de concordancia entre
resuitados analiticos individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a
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diferentes muaestreos de una muestra homogénea del producto. Usualmente se
expresa en términos de desviacidn estdndar o del coeficiente de variacién. La
precisién es una medida del grado de repetibiiidad y/o reproducibiidad dei método
analitico bajo ias condiciones normales de operacion.

a)_HRepetibilidad. Es Ila precision de un método analitico expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes reafizadas bajo las
mismas condiciones (tiempo analista, aparato, laboratorio, étc.). !

b) Reproducibllidad. €s la precision de un método analftico expresada como la
concordancia entre determinaciones independientes realizadas bajo condiciones
diferentes (diferentes analistas, en diferentes dias, en el mismo y/o en diferentes
laboratorlos, utilizando el mismo y/o diferentes equipos).

Especificidad, Es ia habilidad de un método analitico para obtener una respuesta
debida inicamente a la sustanclia de interés y no a otros componentes de la muestra.
Tolerancla. La tolerancia de un méto analitico es el grado de reproducibilidad de los
resultados analiticos obtenidos por el andlisis de la misma muestra bajo moditicaclones
de las condiciones normales de operacidn, lales como diterentes temperaturas, lotes
de reactivos, columnas, tipos de empaque (soponte, fase estacionaria, élc.), sistemas
de elucidn, con diciones amblentales, éic.

Establlidad de 'a muestra. Es la propledad de una muestra preparada para su
cuantificacion, de conservar su integrdad fisicoguimica y la concentracidn de la
sustancia de Interes, después de almacenarse durante un tiempo determinado bajo
condiclones especfficas.
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Linearidad del Sistema

Se determina, construyendo una curva de calibracion {concentracién vs. respuesta
medida) utilizando cuando menos 5 diluclones preparadas a partir de una misma
solucion patr6n y haclendo andlisis cuando menos por duplicado para cada dilucién.

El Intervalo entre las concentraciones a analizar dependerd del propdsito dei método,
para control de calidad y de seguimiento de la estabilidad de un farmaco en una forma
ammacéutica, donde deberd estar incluida la concentraclon seleccionada como 100%.
Se considera 100% como la concentracién de la muestra en la soluclén final a anatizar,
que proporciona la respuesta adecuada dependiendo del métado de cuantificacion.
Criterio:

CV < 1.5%

r 2099, r” > 098

1) Tabular los resultados en base al siguiente formato:

Concentracion de la dilucion de la El &rea del pico en cromatogramas
dilucién de {a solucién patrdn (x). es la propiedad medida (y).
xi yii, yi2...ytn
x2 y21, y22....y2n
xt yil, yi2...ytn

t= nimero de diluciones
n= nimero de replicaciones {propledad medida) de cada dilucién de ia solucién patrén,
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2) Cdicuios preliminares

Se correlaclona la concentraclon de la dilucidn de la solucién patrén vs. la propledad
medida, obtenlendo los siguientes resultados:

m = pendiente

b =Intercepto

r = coeflciente de correlacién

1 = coeficiente de determinacién

3) Cdlculos preliminares para el coeflciente de variacién,

3.1 Calcular para cada punto de la linearidad de! sistema el sigulente factor:

F =y/x

3.2 Calcular la suma dz_ factores (X F), la suma de cuadrados de factores (T F2) y la

media del factor F = N

4. Célculos finales para el coeliciente de variacion:

1
T
;= [ NEE) - F) - [DE
DE [ NCNZ 1) cv 5 | X100

Preclsidn del sistema

Se determina por el andiisls sextuplicado de una misma solucién estandar
correspondiente al 100% establecldo en la lineradidad del sistema.
Criterio: CV S 1.5%
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Linearidad del método

Se determina con placebos adicionados dei principio activo (placebos cargados), cada
uno de manera independiente, cuando menos a tres diferentes concentraéiones.
incluyendo el 100%, haciendo los andlisis por triplicado de cada concentracién.
Las concentraciones de los placebos cargados deben ser las adecuadas para que
utilizando el método propuestoe, las concentraciones de las soluciones finales a analizar
esten dentro del intervalo de la linearidad del sistema. La amplitud del estudio
dependera del uso y de las aplicaciones del método (control de calidad, estudios de
estabilidad, etc.) y debera lievarse a cabo por un mismo anallsta en ias mismas
condiclones de operacién.
Criterio;  cantidad adicionada vs. cantidad recuperada:

m=1,b=0r 2 098
Para mélodos cromatogrdficos: Los porcentajes recuperados y los CV a cada nivel y
los globales de todo el intervalo de la linearidad deben ser:

Promedio de recobro = 88-102%

CV 5 2%
NOTA.- En métodos cromatograficos este criterio puede variar dependiendo de la
forma farmacéutica, de la muestra 0 de la concentracién, como es el caso de ios
semisolidos y suspensiones donde el intervalo expresado en el promedio de recobro se
ampliaen 1% yel CV £ 3%.
1) Tabular ios datos en base al siguiente formato:

Piacebo cargado con el principio

Concentracién obtenida usando el

aclivo. método propuesta.
Cantidad adicionada (x). Cantidad recuperada (y).
x11, x12,....x1n yit1,yi2,...yin

x21, x22,.....x2n y21,y22,......y2n

x31, x32,.....x3n y31,y32,....y3n

(S [ xtn [°L 28 O yt-n
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! = niimero de cantidades adiclonadas (concentraciones conocidas)

n = nimero de replicaciones (cantldad recuperada) por cada cantidad adicionada.

Para proceder a los sigulentes calculos, es necesarlo que el nimero de cantidades
recuperadas (replicaciones) de cada cantidad adiclonada sean equivalentes.

2) Céiculos preliminares:

Correlaclonar la cantidad adiclonada (x) vs. la cantidad recuperada (y) y obtenerm, by
. ;

3) Calculos preliminares para el coeficiente de varlacion,

3.1 Calcular el porciento recuperado (R) para cada cantidad recuperada, con la-

sigulente ecuacién:
R = fy/x]100

3.2 Calcular ia desviacidn estandar del porciento de recobro y el coeficiente de
variacién.

1
= _ (®R) _IN@ER) - (ZR)’ 2 _(DE
R = = DE—[-—————-——————N(N_D cv = [-ﬁ-.}xl()()
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Exactitud y repetibilidad al 100%.

Se determina de, cuando menos, 6 placebos cargados de manera independiente con
la cantidad necesaria de la sustancia de (nterés para obtener la concentracion del
100%, utilizando el método propuesto, Haciendo el andlisis en ias mismas condiciones
de operacién y por el mismo anallsta.

Criterio para métodos cromatograficos:

Promedio de recobro = 98-102%

CV 5 2%.

1) Tabuiar los resultados del porclento recuperado (R), con base al siguiente formato:

R1,R2,R3,..., RN

2) Calculos preliminares:

— @R [N(zR’> - R ki
R =~ - = N(N=1)

3) Célculos finales:
Coeficiente de variacién

v = (Ehio
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Precisién (reproducibilidad)

Se determina de una muestra homogénea del producto cercana al 100% de la
cancentraclon tedrica, analizada cuando menos por 2 analistas, en 2 dias diferentes y
por triplicado.
Criterio: para métodos cromatograficos.
El CV total debe ser s 2%.
Notas:
1.- Dependiendo de ia naturaleza de la muestra, el CV puede incrementarse.
2.- Si se requlere(n) establecer la(s) fuente(s) de variacion del método (lo cual no
constituye un requisito minimo dentro de la validacion). Se necesita una prueba
estadistica adicional para la prueba de preclsion especfficamente de la
REPRODUCIBILIDAD.
En este caso se evallo el efecto del analista sobre el método en diferentes dias, se
esta observando el comportamiento del método con dos factores fundamentales.
Un método es Reproducible en cuanto a los factores que se anailzan y no en otros.
Para el caso particular del andlisis de 2 analistas en 2 dfas diferentes y con 3
replicaclones cada uno, se realiza en analisis de varanza que se describe a
continuacion:
El modelo hipotético que representa este caso es el siguiente:
Yijk=p+ a I+ 8 J(i)+ ¢ k(i)
donde:
Yijk = el ensayo de la sustancia de (nteres (ambroxol), de la a késima muestra
analizada, por el iésimo analista, en el jésimo dia.
4 = media poblaclonal del ensayo de ia sustancia de Interes (ambroxol), de |a muestra.
o i = efecto del analista en el ensayo
(dondei=1....a)
& j(i) = efecto del dfa anidado en el analista
(dondef=1....4d).
€k(ij) = error del método analitico
(dondek=1....1.
a = nimero de analistas (donde a = 2)
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d = nimero de dias (donde d = 2)

r = nimero de replicaciones (donde r = 3)

E! sigulente procedimiento Unicamente es aplicable cuando se utilicen 2 dias, 2
analistas y 3 determinaciones.

Cuando se utilicen un namero distinto de dias y/o analistas y/o recobros por analista y
dia, se sugiere se consulte a un estadistlco.

1. Tabular los resultados con base en el siguiente formato:

ANALISTA

1 2

Y 111 Y 211

D 1 Y 112 Y 212

I Y 113 Y 213
A

Y 121 Y 221

2 Y 122 Y 222

Y 123 Y 223

2. Célculos preliminares
Yooy M1 +y112+y 113+y 1214y 122+ y 123+ y 211+ y212 + y 213 +y 221 +

y 202+ 223,

Calcular:
- Y. _INeY) - vk
Y=-x DE=|7WnN-D

donde N = nimero lotal de determinaciones (en este caso son 12 determinaciones)

3. Calculos finales
Coeficiente de variacion total.

DE
CV = |==|X 100
[Y]

43



4. Para establecer las fuentes de variacién del método se reaiizaron los sigulentes
célculos (ver nota 2 pag.42 ):
Cdlculos preliminares:

4.1 Calcular la suma de las combinaciones analista - dia
(yil.)
yill.=y111+y112+y 113
yl2.=y121 +y122 +y 123
y21.=y211 +y212 +y 213
y22. =y 221 +y 222 +y 223
4.2 Calcular la suma para cada analista (yl..) :
yl.=y 111 +y112+y113+y 121 +y 122 +y 123
y2..=y211+y212+y213+y 221 +y222 +y 223
4.3 Calcular la suma del cuadrado de cada analista en cada dia :
IX y3lf = (y11.)2 + (y12.) + (y21.) + (y22.

4.4 Calcular las sumas del cuadrado de cada analista en los dos dlas :
Tyd. =(y1.R +(y2.

4.5 Calcular la suma de cada dalo eievado al cuadrado:
IXT yAijk = (y 111)2+ (y 112)24 (y 118)2+ ... + (y 221)2+ (y 222)2+ (y 228)2

4.6 Calcular la suma de cuadrados del anaiista (SCa), efecto del factor analista, con la
siguiente f6rmula :

Iy’ 2
i Y...
SCa = [""dr ) "[ adr ]

4,7 Calcular la suma de cuadrados del dfa anidado en el anallsta (SCd), con la
sigulente férmula :

[“erJ [zv’. ‘
Scd = 1}, - 1.,
r

dr

d

4.8 Calcular la suma de cuadrados del error (SCe) con ia siguiente f6rmula :
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SCe = (ELEY’,) —[——-—‘L

Cédlculos finales:

Para verificar la hip6tesis correspondiente, calcuiar la tabla de andlisis de varianza

S5Y? ]

r

(ANADEVA):
fuente de grados de suma de media de F
variacion libertad cuadrados| cuadrados cal
analista gla=a-1 SCa MCa=SCa/glal| Fa
(a)
dia (98) gld=(d-1)a scd MCd=Scd/gld| Fd
error gle=(r-1)ad ScCe MCe=SCe/gle
(E)
Donde:
Fa =MCa/MCd
Fd = MCd/ MCe

Ft = son valores teéricos de la forma:

Ft = F(gla,gid), 0.05 y/o
F2 = F(gld,gle), 0.05 ylo

HIPOTESIS

F3 = F(gla,gld), 0.01
F4 = F(gld.gle), 0.01

1) Ho : Noimporta el efecto del analista en un dfia determinado

V8§

Ha: Si importa el efecto del analista en un dia determinado.
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2) Ho : El efecto del dia de acuerdo al analista es el mismao, es declr, es reproducible
el andlisis de acuerdo al dfa por un mismo analista.
VS
Ha : El andlisis no es reproducible de acuerdo al dfa que se realiza por un mismo
analista.

Interpretacién de resultados:

1) Criterio de rechazo de la hip6tesis 1)
SiFa 2 Ft Elmétodo analltico es reproducible por los analistas.

2) Criterio de rechazo de la hipdtesis 2)

SIFd 2 Ft El método anaiftico no es repraducible en distintos dras por un mismo
analista.
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Especificidad del método

Con el método propuesto :

1. Anallzar placebos del producto (para control de calidad y estabilidades).

2. |dentificar la respuesta del activo, y sl procede, de los excipientes y/o de otras
sustancias presentes (para control de calidad y estabilidades).

3. En caso de contar con los posibles productos de degradacldn, preparar muestras
con placebo "afadido” de éstos y la sustancia de interés y analizar con el método
propuesto.

SI no se cuenta con los productos de degradacldn, es necesario degradar la muestra
bajo diferentes condiciones (para indicadores de estabilidad).

En esle caso especilico, al placebo y la muestra se expusieron en 4 condiciones
diferentes y en diferentes envasas que son las siguientes:

Condicldén Peridédo Envases
1) Luz blanca 30 dias plastico y vidrio
2) Luz UV, 30 dias plastico y vidrio
3) 45 °C 30 dias pléstico y vidrio
4) 60 °C 30 dias plastico y vidrio

Con el método propuesto se analizaron muestras de clorhidrato de ambroxol materia
prima lote R-40940-020 sometida a las slguientes condiciones: Temperatura ambiente,
37°, 45 ° y humedad relaliva durante 3 meses, con la finalidad de evaluar si la materia
prima no plerde potencia y/o presenta productos de degradacion.

Criterio:

Contirmar que el método desarroilado es capaz de cuantificar la sustancia de interes
sin que exista interferencia de olras sustancias presentes.
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Tolerancia

La tolerancia de un método analitico es el grado de reproducibilidad de los resultados
analfticos obtenidos por el andlisis de la misma muestra bajo modificaciones de las
condiciones normaies de operacién, tales como diferentes temperaturas, lotes de
reactivos, columnas, sistemas de eluclén, tipos de empaque (soporte, fase
estaclonaria, etc.), condiciones ambientales, etc.

Con el objeto de determinar como afectan en los tlempos de retencién del clorhidrato
de ambroxol las modiflcaclones en los pardmetros cromatograficos, se trabajo
modificando el sistema de elucidn, es decir la fase mévil en su componente organico,
el metanol se modifico en + 5% de las condiclones originales.

Fase 1: Original acido acético al 1% : metanol
(50:50)

Fase 2: + 5% de metanol dcido acético al 1% : metanol
(45:55)

Fase 3: - 5% de metanol dcldo acético al 1 % : metanol
{55:45)

Con el método propuesto se trabajo con una muestra del lote 2JP231 T.A/15meses.
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Estabilidad de la muestra anaiitica

Se anallzaron muestras del producto y se mantuvieron éstas ya preparadas a
temperatura ambiente y en retrigeracion a 5 °C durante 24 hrs, transcurrido el tiempo
se volvieron aanalizar, los resultados obtenldos se trabajaron de la sigulente forma:

1. Tabular los resultados con base al sigulente formato y calcular los resultados

Indicados:
Concentracién Temperatura amblente y refrigeraciér/ 24 hrs.
Inicial Concentracién por cada Condicion/tiempo
1 2 e, m
Y1 Y4 Y7 i Yn-2
Y2 Y5 YB i Yo-1
Y3 Y6 Y9 e Yn

2. Cdiculos preliminares para el intervalo de confianza:
Media YO Y1 Y2 Ym
Varianza S20 S21 s22 S%m

Calcular la varianza ponderada para cada condicién por tiempo:

2s,° + 2°

2 o —————————
R YT )

3. Calculos finales para el intervalo de confianza para cada condicién por tiempo:

IC = ( Y_I - 7:) E “(rk) [Sp|z(-:-)]’;-

49



donde :

t* (rk) = valor de la t de Dunnett con ¢ comparaclones y rk=2(c+1) grados de libertad y

una probabilidad acumulada de 0.975.
4, Célculos preliminares para el coeficiente de variacién:
para cada condicién/tiempo/muestra, calcutar el factor | con la slguiente férmula:

I = (andlisis muestra /condicién / tiempo) I
(andlisis inicial ) x 100

Para cada condicién/tiempo, calcular la media del factor | con la siguiente férmula:

5] copd:cndnl
T = t tiempo
N

donde :

N = nimero de muestras por cada condicién/tiempo

Criterio:

Para métodos cromatogréficos la media del factor (I} debe ser: 98-102 %
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IV RESULTADOS

Linearidad del Sistema

1) Tabla de resultados

Concentracién (analisis por duplicado)
en mg/mi drea del pico

(x) Vs (v

0151 205974 207809
0227 305418 306284
.0302 413061 410789
.0378 514169 518764
.0453 616539 613798

2) Célculos preliminares
m = 123.4056
b = 13604807.9
r =0.9998
r* =0.9996
3) Célculos preliminares para el CV
F =13611597.46
4) Célculos finales para el CV
DE = 96214.93
CV =0.7068 %

DICTAMEN: Como se encontro que se cumple con los siguientes parametros:

CV<15%, r2099,r2 098

Se apruegba (a linealidad del sistema.
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Precision del sistema

1) Tabla de resultados
410063, 411516, 411028, 411526, 412892, 412235
2) Calculos prefiminares
Y =411543.33
DE = 975.224
3) Cdlculos finales

CV=0237%

DICTAMEN:
Se encontro cumple con el pardmetro; CV s 1.56%

Lo que indica que nuestro sistema es preciso.

Linearidad del método
1) Tabla de resultados
(andlisis por triplicado)
ntl iclon n r I
(x) (y)
2,284 2.284 2284 22507 2.2507 2.2936
2971 2971 2971 3.0102 3.0105 3.0127

3.714 3.714 3.714 3.7763 3.7455 3.7824

2) Correlacionar (x) VS {y)
m =-0.1263
b = 1.05063
r = 0.99953
r* =0.99906



3) Célculos preiiminares para el CV
3.1 Porciento recuperado (R) para cada cantidad recuperada
98.54 98.54 100.42
101.31 10132 1014
101.67 100.84 101.84
R =100.653
3.2 Calcular DE del porciento de recobro
DE = 1.269
4) Céiculos finales
CV=12613%
DICTAMEN
Los resultados obtenidos cumplen con los siguientes pardmetros:
Cantidad adicionada vs. Cantidad recuperada:
m=1,b=0,r 2 098
Para métodos cromatograficos:
Los porcentajes recuperados y los CV a cada nivel y los globales de todo el intervalo de la
linearidad deben ser;
Promedio de recobro = 98-102%
CV 5 2%

Lo que nos indica que nuestro método es iineal, en el rango de concentraciones probadas.
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Exactitud y repetibilidad al 100 %

1) Tabla de resultados (porciento recuperado R):
101.31, 101.32, 101.4, 101.14, 101,94, 101.53
2) Célculos preliminares para ei CV
R =101.44
DE =0.2764
3) Caélculos finales
CV=0.2724%
DICTAMEN
Se cumplié con los sigulentes pardmetros:
Promedio de recobro = 98-102%
CV s 2%.

Lo que Indica que el método es exacto.

Preclsién (reproducibllidad)

1) Tabla de resultados

ANALISTA
1
101.2 97.41
D 1 102.3 98.21
I 101.3 99.15
A
100.17 96.94
2 98.06 99.03
97.98 98.83
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2) Célculos preliminares para el CV

y... = 1190.536
y = 99.2113
DE = 1.68013

3) Célculos finales

CV = 1.6935 %

4) Célculos preliminares para establecer las fuentes de varacion del método.

4.1 Suma de combinaciones analista-dia
y11, = 304.76
y12.=296.212
y21. = 204.77
y22. = 294.794
4.2 Suma para cada analista (yi..)
y1.. = 600.972
y2.. = 589.564
4.3 Suma del cuadrado de cada analista en cada dia:
33 y*ij. = 354413.0618
4.4 Sumas del cuadrado de cada analisla en los dos dias:
Ty = 708753.0549
4.5 Suma de cada dato elevado al cuadrado:

IITV Ik = 118145.7149

4.6 Suma de cuadrados del analista (SCa), efecto del factor analista:

SCa = 10.8452
4.7 Suma de cuadrados ddl dia anidado en el analista (SCd):

SCd = 12.1781
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4.8 Suma de cuadrados del error (SCe):
SCe =8.0276
Caiculos finales

Tabla de andlisis de varianza (ANADEVA):

Fuente de jgrados de| suma de | media de F
variacién |libertad |cuadrados|cuadrados| cal
analista gla= 1 10.8452 10.8452 Fa
(a) '
dia (4) gld= 2 12.1781 6.08905 Fd
error gle= 8 8.0276 1.00345
(E)

Donde:

Fa=17811 y F1=1861 , F3= 9850

Fd=6.06812 y F2= 446 , F4= 8.65
DICTAMEN
Interpretacidn de resultados:
Fa < Ft Noimporta el efecto del analista en un dia determinado con una aita significancia,
Fd = F2 No es reproducible de acuerdo al dia con una pasibilidad de equivocarse de 5 en
100 veces.
Solo es significativa la verificacién estadistica, segun el dia el analista hace mejor su

trabajo.
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Especlfiéldad del método
Resultados analiticos de la muestra, y el placebo somelidos a diferentes condiciones y en
diferentes envases. Y resultados de materia prima sometida a diferentes condlciones en un
periodo de 3 meses.
1) Resultados de la muestra:
Frasco Frasco

Frascode devidrio de vidrio
Condicién Periodo  pldstico. ambar. transparente.
Luzblanca  30dias 99.0 % 97.92 %
Luz UV. 30 dias 985% 983 % 975 %
A 45°C 30 dias 99.3% 10015 %
A 60°C 30 dias 98.98% 94.15%
Aspecto de ia muestra: Para cualquier condicién, cumple con las especificaclones.
Criterio de especificaclones:
Solucion incolora o ligeramente amarillenta transparente, sabor dulce ligeramente picante y
aroma a frambuesa, libre de de particulas extrafias.
2) Resultados del placebo:
Se pudo comprobar con el método desarrollado, que no existen productos de degradacién y/o
sustancias relacionadas que Interfieran con la cuantificacién del ambroxol.

Aspeclo del placebo: Para cualquier condicién, cumplen con las especificaciones.

Ver cromatogramas para 1odos 10s casos en el anexo 3 paginas 66 a 85.
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3) Resultados de la matera prima:

Utilizando una sustancia de referencia, se cuantifico Ia materia prima aobteniendo los
sigulentes resultados:

1) T A/3 meses = 100.34%

2) 37°C/3 meses = 99.06%

3) 45°C/3 meses = 101.28%

4) H.R./3 meses = 101.25%

En ninguna de las muestras de materia prima se observd interferencia o productos de
degradacian.

Ver cromatogramas en el anexo 3 paginas 88 a 91.

Tolerancia

Se evaluo la reproducibilidad del pico en forma y el tiempode retencién con respecto al pico

obtenido con la fase mévil original abteniendo los siguientes resultados:

Tiempo de retencidn  forma de pico

Fase 1 4.58 min normal
Fase 2 3.91 min normal
Fase 3 5.60 min nomal

Ver cromatogramas en el anexo 3 paginas 92 a 94.
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Estabilidad de la muestra analitica

1) Tabla de resultados para cada condicidn:

Anadlisis
Inicial

97.41 %
98.21 %
99.16 %

Andlisis
Inicial

96.94 %
99.03 %
98.83 %

Temperatura amblente
a24 hrs

98.07 %
98.23 %
99.29 %

Refrigeracién a5°C
a 24 hrs

98.2 %
97.45 %
97.42 %

2) Cédlculos preliminares para el intervaio de confianza

Pardmetros
X
DE

Sl

Parémetros
X
DE
g

Andlisis Temperatura ambiente

inicial a24 hrs
98.256 98.53

0.8709 0.5414

0.7585 0.2931
Andlisis Refrigeraciéna 5°C
Inicial a24hrs
98.265 97.78

1.154 0.384

0.3317 0.1467
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Varianza ponderada para cada condicién/tiempo
Temperatura ambiente/ 24 hrs.

s*p1 = 0.3505
Refrigeracion a 5°C/ 24 hrs.

s%p2 = 0.4928

3) Célculos finales para el IC para cada condicién/tiempo
Temperatura ambiente/ 24 hrs.
IC=-0,7285 a 2.0365
Refrigeracién a §°C / 24 hrs.
IC=-2.1239 a 1.1547
4) Célculos preliminares para el CV
Factor | para temperalura ambiente / 24 hrs
1 = 100.67
12 = 100.02
13 =100.14
I =100.28
Factor | para refrigeracion/ 24 hrs
11 =101.303
12 = 98.407
13 = 98.57
I = 99.427
DICTAMEN: La muestra es estable, cumple con el pardmetro

|=98-102%

Los cromalogramas se muestran en el anexo 3 paginas 86y 87 .



V CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos con los diterentes pardmetros calificados, en la validacién
del método analitico por Cromatograffa de Liquidos de Alta Resolucion para ia determinacion
del Clorhidrato de Ambroxo! queda establecido, que la capacidad del método satisface los
requisitos para las aplicaciones analiticas para el cual tue disefiado.

Presentacion de criterios y resultados

Linearidad del sistema
Parametro Criterio de aceptacién  Resultado
cv £1.5% 0.7068%
r 0.99 0.9998
r 0.98 0.9996

Presicién del sistema
Parametra  Criterio de aceptacién  Resuitado

cv S 1.5% 0.237%
Linearidad del método

Pardmetro  Criterio de aceptacién  Resuitado
m aprox. 1 -0.1263
b aprox. 0 1.063
r +0.98 0.9906

% de recobro 98-102 % 100.653 %
cv $2% 1.2613 %

Exactitud y Repetibilidad at 100%
Pardmetro  Criterio de aceptacién  Resuitado
X 98 - 102 % 101.44 %
cv 2% 0.27 %
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Presicién (Reproducibilidad)
Pardmetro  Criterio de aceptacién  Resultado
cv $2% 1.6935 %

Especificidad

Criterios
1. Confirmar que ei método desarrollado es capaz de cuantificar la sustancia de interés, sin
que exista interferencia de otras sustancias presentes.

Dictamen: Cumple

2. Verificar que los productos de degradacién y/o sustancias relacionadas, no interfieran con
la cuantificacion de la sustancia de interés utilizando el método desarrollado.
Dictamen: Cumple

Por lo tanto, el método propuesto para Clorhidrato de Ambroxol, se considera especifico y
puede ser utllizado como indicatlvo de estabilidad.

Tolerancia

Se considera que el método analitico propuesto es tolerante; a la modificacién de la fase mévil
en su componente organico (metand), pues no hay alteraciones significativas en la forma del
pico; nl en el tlempo de retencién de la sustancia de Interés.
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Estabilidad de 1a muestra
Pardmetro  Criterio de aceptacién  Resuitado
Temperatura ambiente/ 24 h,

IC Incluye el cero -0.7285 a 2.0365
Factor | 98-102% 100.98 %
Refrigeracion a 5°C/ 24 h,
IC Incluye el cero -2.1239a 1.1547
Factor | 98 -102 % 100.98 %
Criterio

La muesira es estable sl el IC (intervalo de confianza) para fa diferencia de la media de la

muestra, con respecto a la media del andlisis iniclal incluye el valor de cero y/o la magnitud del

efacto no exceda dei + 2%,

La muestra probd ser estable a temperajura amblente después de 24 horas de haber sido
preparada, DICTAMEN : cumple,

La muestra en refrigeracion a 24 horas después de haber sido preparada.

DICTAMEN : NO CUMPLE

En este caso considero que la muestra tuvo alguna Interferencia en refrigeracion; por lo que
no pudo cumpllr con este pardmetro y desgraciadamente la muestra a temperatura ambienle
se perdid y no se pudo analizar a 48 horas para tener un resultado mas, que reforzara la
estabilldad de la muestra a temperatura ambiente. Y estos datos a su vez nos dieran un mejor
panarama de fa establiidad de ia muestra.

No obstante el método analitico probado, cumple para ser ulilizado como método analitico de
contro! e Indicador de estabilidad,
Asf pues, & método analitico probado es lineal, preciso, exacto y especifico.
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ANEXO 1

Glosario de términos

b = ordenada al origen o intercepto

1 = coeficiente de carrelacién

r2= coeficiente de determinacion

CV = coeficiente de variacién

IC = intervaio de conflanza al 95%

m = pendiente

n = ndmero de replicacidn

t = nimero de diluciones o nimero de cantidades adicionadas

N = nimero total de determinaciones

S?= varianza muestral

DE = desviacién estandar muestral

x = dilucién o cantidad adicionada

y = propledad medida o cantidad recuperada

A = porclento recuperado

R = promedio aritmélico del porciento recuperado

t = valor de |a distribucién | de Student con una probabiiidad acumulada de 0.975
t* = valor de la distribucion t de Dunnett con una probabllidad acumulada de 0.975
S p =varianza ponderada

LSIC = Limite superior del intervalo de confianza al 95%

UIC = Limlte inferior del Intervalo de conflanza al 95%

F = valor de |a distribucidn F de Fisher con una probabilidad acumulada de 0.975
DEp = Desvlacién estdndar ponderada

gl = grados de libenad

Y... = total de las observacianes

F = factor para célculos en la linearidad del sistema

i = factor para cdiculos en la establlidad de la muestra

¢ = nimero de comparaciones en la prueba de t de Dunnett
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Sze = varlanza del error de regresion

S*dm = varlanza de la diferencia de pendiente
S?do = varianza de la diferencia de ordenadas
S*m = varianza del método

S*a = varianza del analista

S*d/a = varlanza del dia/analista
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MUESTRA

PROPIEDADES DE LA MUESTRA

[ Diferencia en
p.m. 10%
Soluble en
disolventes
orgénicos [~
Fuertemente polar
{(soluble en MeOH,
* CHCL3)
Onas
D.n - -
PM < 2000 No polar (soluble
F"" Soluble en en heptano
disolvente CHCL3)
o
p—
Diferencias
catibnicas
'—’ Electrolitos «
- Soiuble en Diferencias
agua aniénicas
-
No Axiicares, polioles
Electrolitos '
-
Otros
s
Soluble en
disolvertes
orgsnicos
g PM>2000
Sokuble en agua

TABLA 1 SISTEMAS CROMATOGRAFICOS

TIPO DE CROMATOGRAFIA EMPAQUE

CEM

Fase Normal

Fase Reversa

Adsorcién Fase
Normai

Intercambio
Catiénico

Intercambio
Anibnico
Fase

unida

CEM

CEM

Malla de
pofiestireno

Grupos-CN o
-NH2, unidos a
11 sfiice

ci8

Shica

Resina de
intercambio
160

Resina de
intercambio
i

Sflica

Stlica

Sitica

FASE MOVIL

Disolventes organicos
de baja viscosidad
(THF, tolueno)

CH3CN, H20,CHCL3,
Heptano

Comenzar con MeOH
y adicionar agua hasta
que se alcance la
fuerza del disolvente
de la derecha

Gradiente programado

desde n-heptano hasta
CH3CN

Buffers 0.01M
pH
3.0-7.5. Fuerza muy
ibnica y pH para
alcanzar la separacién

Comenzar con agua.

Adicionar CH3CN o

MeOH para producir
resolucion

Agua
Solventes orgénicos
de baja viscosidad
(THF, Tolueno)

Agua

g OX3aNv



L9

[ YPC —— PASEESTACIONARIA  FUNCIONALIZACION . FASES WOWILES . APLICACIONES
"CTERES,.ESIERES, |

o oH HEXANOD, - ;
ADSORCION|  GEL DE SILICE M oY CLOROFORMO, | MICOTOXINAS, VITAMINAS
ISOPROPANOL LIPOSOLUBLES
HEXANO,
ALUMINA Al-0-A CLOROFORMO, AMINAS
ISOPROPANOL
5 HEXANO,
p~ AMING NH2 CLOROFORMO, AZUNc‘nRu'g%::Jﬁgg?Es'
= ISOPROPANOL
= HEXANO,
Sl » | cmno N CLOROFORMO, N oA0s
g ISOPROPANOL
7 PROTEINAS, PEPTIDOS,
al < . :
e 2 S| oo O, | AcuaNaz2HPOC0.1M | TENSIOACTIVOS
= 3 ___ACUOSOS
< = AMINAS, FENOLES,
= <l 21 mre2 DIMETILSILANO | AGUA ACETONITRILO. VITAMINAS
= gl 2 HIDROSOLUBLES
51 2 CATECOLAMINAS,
> = R octisiano | ASUASCETONTRILO. | psreroipEs, AcENTES
= ESENCIALES
w ANALGESICOS, FTALATOS
< R&;‘: OCTADECILSILANO AGU“'R‘:STEISQ‘I'_TR'LQ AROMATICOS
— POLINUCLEARES
VITAMINAS
e INTERCAMBIADOR HIDROSOLUBLES,
£  |ruertEDECATIONES | ACIDOSULFONICO | NaZHPO40.01-01M | ppinas, AMINCACIDOS
Z 3 NUCLEOSIDOS
S = INTERCAMBIADOR AMONIO
2 3 | FUERTEOEANIONES |  CUATERNARIO Na2HPO4 0.01-0.1 M NUCLEOTIDOS
E COLORANTES
= INTES 'DC‘E""AN'B ", O‘DNOE'S' DEBIL NH2 H3PO4 0.01-0.05 M COMESTIBLES
CARBOHIDRATOS
- DIVINILBENCENO PROTEINAS PEPTIDOS,
= GEL AcUOSO SULFONADO AGUA AZUCARES
S GEL ORGANICO DIVINLBENCENO | CLOROFORMO,THF | POLIMEROS, GOMAS
5 SILICE DE PORO POLIMEROS.
3 e D GELDESILICE  |THF, ALCOHOLES, AGUA COMPUESTOS
2 BIOLOGICOS
= VIDRIO DE PORO COMPUESTOS
CONTROLADO VIDRIO POROSO  |THF, ALCOHOLES, AGUA BIOLOGICOS

TABLA 2 RELLENOS DE COLUMNAS (FASES ESTACIONARIAS) Y FASES MOVILES MAS HABITUALES
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