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INTRODUCCION:

El objetivo del andlisis farmacéutico es obtener la informacién cuantitativa y
cualitativa necesaria acerca de la muestra analizada. E| analisis cuantitativo
Incluye el procedimiento analitico total, desde ol tratamiento de la muestra
hasta la evajuacion de los resultados analiticos, cada paso en el
procedimiento puede ser evaluado por separado para determinar el punto
mas débil que puede influir en los resutados analiticos, Esto significa que la
validacién de cualquier método de cromatografia liquida de ala resolucion
(CLAR) puede ser considerado como [a suma de los diferentes pasos
indiiduales incluidos dentro del procedimiento anailtico, En general, la
validacion de un mélodo es ia realizacion e interpretacion de una serie de
experimentos diseflados para descubrir las caractorlstlcai mée importantes
del mismo para su aplicacién durante un periodo de ilm\bo relativamente
largo.

Todo método analitico tiene como propésito el determinar al anaiito en una
muestra y es un procedimiento que involucra un proceso de medicion de una
respuesta analitica, El alributo esenclal que debe cumplir la respuesta es la
'Conﬁabllld:id' y los modelos estadisticos nos permiten demostrar sl el
atributo esta ausente o presente,

Toda respuesia analitica estd influenciada por una serie de factores
intrinsecos del método (variables operativas, eficlencia de técnicas
extractivas y separativas, instrumentos, etc.), asf' como los factores
extrinsecos (analistas, reactivos, materiales, elc.) lo que da Iudar a que
siempre estd presents la variacion, ‘ B
Cualquier medicion cuantitaliva de un analito en una muestra obtenida al
aplicar un método analitico, el cual no ha sido somelido a proceso de



validacidn, ademas de la presencia de orror aleatorio, presupone la
presencia de error sistematico,

La respuesta analitica puede ser evaluada estudlando de manera
experimental los pardmetros que se denominan: linenildad del sistema,
exactitud y linealidad del métado.

Se deben tener aigunos puntos en conslderacion tomo son los siguientes,
especificamente para un método de CLAR:

1.-_Nimero_de componentes en 1a mezcla. Un andilsis de multicomponentes

98 mas dificll para desarrollario puee necesita la separacién de cada
farmaco,

2.-_El nivel de_conceptracion de 108 compuestos gue serap separados y
determinados. €n la determinacion de pequefias cantidades, e! rido e

inclinacidn provecados por el fiujo o Ias fluctuaclones de temperatura
pueden disminuir 1a precision, Las impurezas provenientes de jog disolventes
empieados como ejuentes y/o para la preparacion de las muestras pueden
dar resuttados falsos,

3.-_La disponibi ustangi tia puras para la_separacion y
dat acion de los ¢ 8, Sin una sustancia de referencia el analista

esta trabajando en Ia obscuridad. Ei tiempa de retencidn en cromatografia
liquida no e8 una prueba de identidad, por o que la disponibiidad de
estandares puros es de gran importancia, ya que la rospuesta de los soltos
puede variar ampliamente, dependiende de sus estructuras quimicas, Un
mélodo aceptado generaimente para determinar fa identidad de uno o mas
componentes en una meztla €8 la adicion de un material de referencia a la
musstra. Si aumenta ef tamafio del pico esperado, entonces se podrd inferir



Que 630 pico 8s debido a la maleria en astudio, Este método os denominado
adicidn de estandar. Sin embargo 0sto no elimina la posibilidad de co-elucion
de otros componentes con el compuesto en estudio, y que la identificacion
nog lleve a resultados falsos.

4.- La exaclitud y precisidn deseadas en Ia fabor analitica. Por ejempio la
procision en analisls de trazas de un 10%, puoede ser aceptable, pero en una
prueba de pureza con una precision dei 6 % puede no ser aceptable.

5.-_Preparacion de |as muestras, La primera consideracion que se hace es la
seleccion del disoivente para fa disolucion de la muestra, idealmente, el

disolvente de fa muestra deberfa ser el mismo que ef eluente, eslo da un
menor disturblo en la linea base y evita interferencia en la separacion
cromatografica. Sin embargo en varios casos, la muestra no se puede
disolver en concentraclones suficientes en el eluente por o que la seleccion
del disolvente o mezcla de disolventes deben cumplir los siguientes
requisitos.

1.- Deben ser de alta pureza, de manera que no  generen picos extrafios.

2.- Deben ser miscibies con el eluente.

3.- Deben dar poca respuesta en el detector

4.- Los compuestos que se anakzan deben ser estabies en solcion.

La Inyeccldn de grandes volimenes en la columna puede dar como resultado
una significativa disminucidn en [a eficiencia cromatografica, mientras que la
inyeccién de volimenes pequefios pueden provocar un efecto desfavorable
en la precision,



GRADIENTE CONTRA ELUCION ISOCRATICA

Para una mejor precisién, los métodos lsocraticos son mads emplesdos,
debido a la ausencla de camblos en la linea base, y de picos falsos.
Cuando os necesario el anlisls de gradiente de elucldn para la separacldn,
30 emplean tres reglas en el laboratoric y estos aspectos se deben tener en
consideracldn para lograr la seloctividad, exactitud y precisidn deseadas.

1.- Calibrar el Instrumento para la fase mdwil real previo & la cuantificacidn,
as! como para los estdndares; para el control preciso de las condiclones de

gradiente.

2.- Inyectar una solucldn de estandar despuds de cada nyecclon de muestra,
y calcular cada resutado de la muestra con el estAndar respectivo.

.- Emplear medidas de Areas en lugar de alturas de picos para los célculos



CAPITULO | : GENERALIDADES

1.1, ANTECEDENTES FARMACOLOGICOS DEL ACIPIMOX

Los triglicéridos constituyen un factor de riesgo independiente del sexo tanto
en hombres como en mujeres con niveles bajos de hdi-colesterol (high
density level - colesterol). Se considera que 9 de cada 10 pacientes con
niveles elevados de triglicéridos se encuentran en riesgo elevado de
presentar cardlopatia isquémica on forma prematura, aun cuando casl la
mitad de estos pacientes presenten clfras 48 colesterol total inferiores a 250

mg/dl. (1) (2)

La etiologla de las hiperiipidemias puede depender de alguno de (os
slgulentes factores. nutricion, genélica, enfermedades metabdlicas
secundarias y envejecimiento.

Los factores dietéticos en combinacion con los genéticoe son generalmente
las causas mas linportantes del incremento en los niveles de los lipldos, El
consumo de grasas en las personas de loe palses occidentals es
oxtremadamente ata, y de los 60 a 150 g de grasa que consumen
diariamentw, 1a mayorla es an forma de triglicéridos,

Las hiperiipidemias se producen cuando te rompe el equilibrio entre la
sobreproduccion y el catabolismo de las lipoproteinas. La.cantidad de
lipoprotelna depende tanto de su Ingesta como e su depuracion; si los
mecanismos de ajuste compensatorio resutan insuficlentes, se produce la
hipertipidemia. (1) ’



Las causas de una excesiva produccién secundaria de lipoproteinas son:
* Obesidad
* Diabetes Mellitus
* Dieta rica en carbohidratos y excesivo consumo de alcohol

El acido nicotinico parece ser uno de los medicamentos mas efectivos que
pueden disminuir substancialmente los niveles de triglicéndos y colesterol.
Sin embargo, este farmaco es relativamente dificil de emplear ya que
produce un gran numero de efectos secundarios. Por olra parte, el Acipimox,
un analogo del écido nicotinico, es igualmente efectivo pero tiene mejor
tolerancia.(16)

1.2. PROPIEDADES DEL ACIPIMOX
1.2.1. FARMACOLOGIA Y TOXICOLOGIA

El Acipimox es un analogo de! acido nicotlnico

El principal efecto farmacodinamico del Acipimox es €l de inhibir la lipasa del

tejido adiposo y la lipasa hepatica que son sensibles a estimulos

hormonales.

* lainhibicién de la lipdlisis reduce la sintesis de triglicéridos disminuyendo
los niveles de lipoproteines de baja densidad en plasma (LDL).

* la disminucién del catabolismo hepatico de las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) produce por lo tanto mayores niveles de HDL en
plasma. Es decir que mientras mas elevado se encuentre el nivel de HOL
en plasme en relacién con les lipoproteinas de baja densidad. mds bajo
sera el riesgo de padecer cardiopatia isquémica.(15)



DIFERENCIAS IMPORTANTES ENTRE ACIPIMOX Y EL ACIDO NICOTINICO

ACIPIMOX

* No se metaboliza
*Vida media de 2 hrs.

« Elevada eficiencia

(20 veces mayor que el
acido nicotinico)

* Sin efecto de rebote
sobre los acidos grasos
* Mejora en la tolerancia
ala glucosa.

» Esta indicado en
pacigntes diabéticos.

* No agrava la
hiperuricemia

* Praduce rubar y comezén
enel8%a10%

de los pacientes.

* Produce sintomas
gastraintestinales en &l
4 a 6 % de los casos.

(16)
ACIDO NICOTINICO

* Amplia metabolizacion
* Vida media de 30-45 min.
* Baja eficiencia

» Marcado efecto de rebote sohre
sobre los écidos grasos

* Afecta la tolerancia

ala glucosa.

* No esta indicado en

pacientes diabéticos.

* Puede empeorar la

la Gota.

* Produce rubor y comezon

en mas del 30 %

de los pacientes.

* Praduce sintomas
gastrointestinales en 30 a 100%
de los casos.
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1.2.2 CARACTERISTICAS QUIMICAS Y FISICAS DEL ACIPIMOX

Férmula estructural: (16)(19)

(ﬂ )/ COOH
e N,
|

o

Férmula condensada,
CsHsNzoa
Masa molecular:
154,12
Nombre quimico:
‘ Acido- 4-6xido-5-metilpirazinacarboxilico
Descripclon:
Polvo cristalino blanco o blanco crema con leve coloracién rosada.

Solubilidad:
Soluble en agua y en soluciones alcalinas.

Propledades fisico-quimicas: (19)

a) Punto de fusién: 181 °C.

b) pH= 1.6 - 2.6 (determinado en una solucién que contenga 0.5% en agua).
¢) Exhibe un méximo a 265 nm en una solucién que contenga 0.01-mg/m! en
0.1N de hidréxido de sodio.



1.4, Obvetive
El abjetiva del presente trabajo es proporclonar una evidencla documentada

de que el método para valoraclon del Acipimox en cApsulas es confiable y
reproducible bajo las condiclones especificadas,

1.4. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

La Validacion de un Método Analitico se define como el proceso por el
cual queda establecldo por estudlos de laboratorlo, que la capacldad del
método satisface los requisitos para las aplicaclones anallticas deseadas (3).
El método debe probarse para determinar su efeclvidad de respuesta,
generalmente Incluye una evaluaclon de la precisidn, linealldad, exactitud y
especificldad.

Valldacién Retrospectiva es la evidencla documentada, basada en los
datos acumulados de produccién, andlisis y control de un producto ya en
distribuclén y que esta slendo fabricado con efectividad,

Validacién Prospectiva es la evidencla documentada reallzada antes de
que el producto salga al mercado que demuestra que las operaclones se
encuentran bajo comtrol por lo que se emples en productos nhuevos,
reformulaciones o camblos de squipos de praceso de fabricacién.

La validaclén de un método es la planeaclén, resiizacldn e Interpretacién de
una serle de experimentos diseflados para revelar las caracteristicas
operacionales de un métedo analitico, ei cual se ampleard durante un periodo
largo de liempo con una exacttud aceptable, formulando un criterfo de
aceplacion o rechazo para las aplicaclones analiticas deseadas.
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Como se menciond en la definicién anterior, ¢l proceso de validacion consiste
on tres partes importantes:

(1) planeacion,
(2) experimentacion, y
(3) documentacion.

Los sigulentes aspectos se refieren particularmente a un proceso de
validacion por CLAR.
1. Plan de Validacién,
Ei plan de validacién puede ser emplaado como una gula a seguir durarte el
proceso. El cual estd compuesto por cuatro partes, relacionadas:

(1) separacion cromatografica,

(2) detectabllidad,

(3) preparacion de las muestras, y

{4) el método analiltico.

2. Exparimantacién,
La experimentacidn de una validacién se fleva a cabo medisnte Ia
determinaclén de los sigulenes parametros: precisién, exactitud, linealidad y

aspecificldad.

3. Documentacion.
La documentacion de la valldacidn debe contener la sigulente informacion.

1.-Un listado de todas ia muesiras empleadas en ia experimentacion,
incluyendo numero de jole y condiciones de aimacenamiento,



2.- Una descripclon detallada del procese analltico incluyendo una lista de los
reactivos empleados en la preparacion de las muestras y sustancias de
referencla, las dilucliones requeridas o mezclas, y condiciones de
almacenamiento con la indicacién de la fecha de caducidad; un listado de
108 instrumentos requendos (partes de equipys, columnas); una lista de
materiales y reactivos empleados para la preparacién de la fase mévi, con
su¢ diluclones y condiciones de mezclas, una lista detallada de los
pardmetros de operacion (flujo, volumen de inyeccion, longitud de onda,
temperatura, etc.), un procedimiento paso por paso (incluyendo cualquier
calibracién, pesos, volimenes, tiempos de extraccion, disolventes y tiempos
de cenlrifugacidn), meétodos para evaluar y calcular (incluyendo una
representacion de los céiculos, con tablas y factores numéricos), ademas de
anexar los cromatogramas, E£f método debe estar presentado con suficiente
detalle de tal manera que otro analista que no esté especializado en CLAR
pueda reproduclr las condiclones necesarias para obtener resutados
aceptables,

3.- Precision del sistema y del método: incluir la metodologia empleada,
valores obtenidos, datos de desviacion estandar y todos fos cromatogramas,
4 .- Linealidad: describlr la metodoiogia, hacer una grafica de concentracién
del soluto(s) en |a muestra vs respuesta del detector anexando los datos de
regresion lineal. incluir los cromatogramas obtenidos.

5. Selectividad. Se deben mantener como documentacion (os
cromatogramas de las muestras con y sin adicion de sustancias de
referencia, asi como con la mezcla de las posibles impurezae, productos de
degradacidn o ingredientes del placebo.

6.- Una descripcion detallada del método de validacidon, conteniendo todas
las recomandaciones y precauciones que se deben tener en consideraciin
cuando el método por CLAR se emplea rutinariamente,
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Se deben dar algunas recomendaciones como cudndo y por qué podria ser
necesaria una revalidacion.(i5)

PARAMETROS DE VALIDACION:

LINEALIDAD DEL SISTEMA.

Es la relacion que existe entre la concentracion del analito dnicamente, sin
inciuir otros componentes de la muestra y fa respuesta del detector que sigue
una relacion matematica definida y congtante, donde se busca que fa funcion
sea lineal,

EXACTITUD.

La exactitud de un métado analitico es ia concardancla entre un valor
obtenido experimentalmente y el valor de referencla. Se expresa como el
por clento de recobro obtenido det andlisls de muestras a las que sa les ha
adiclonado cantidades conocidas de fa sustancla.

PRECISION DEL METODQ.

Es la capacidad para repelir y reproduck la medicion bajo las condiciones
nermales de operacion, el cuai o8 requisito esenclal de un método que tenga
aplicaciones cuantitativas,

La precision se establece en términos de 2 componenies independientes:

a) REPETIBILIDAD; es el emor aleatorlo que slempre estd presente en
cuaiquier medicién anaiitica. Es la precisién  de un método analitice
expresado como la concardancla obtenida entra  determinaclones
Independientes realizadas por un solo analista, usando los mismas aparatos
y técnicas,

b) REPRODUCIBILIDAD: @s el error aleatorio que puede lepar a estar
presente en cuaiquier medicion anafitica. £s fa medida de {a concordancia



refativa, entre determinaciones independientes del analito, bajo distintas
condiciones (anélisis, analistas, laboratorios, elc,),

LIMITE DE DETECCION.

Es la minima concentraclén de una sustancla en una muestra la cual puede
ser dotectada, pero no necesarlamenta cuanttficada, bajo las condlclones da
operaclén establecidas.

LIMITE DE CUANTIFICACION,

Es la minima concentracion de una sustancia en una muestra que pusde ser
determinada con precisién y exactitud aceptables bajo las condiciones de
aperacion establecidas,

ESPECIFICIDAD.

Ea la medida del grado de Interferencla { o ausencla de), en el andlisls de
mezclas complejas. Es la habllidad de un método analitico para obtener una
reapueste deblda dnlcamente a la substancla de Interés y no a otros
componettes de 1a muestra.

TOLERANCIA,

La tolerancla do un método analltico 8s 8 grade de reproducibilidad de los
resultados anallticos obtenidos por 8l analisis de la misma muestra bajo
modificaclones de las condiciones normales de operacién, tales como
diferentes lemperaturag, loles de reactives, columnag, sistemas de elucion,
tipos de empaques (soporte, fase estacionara, elc.) condiciones
ambientales, elc,

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA.

Es ia propledad de una muestra preparada para su cuantificacién, de
congervar su integridad fislcaquimica y la concentracidn de la sustancla de
Interés, después de aimacenarsse durante en tiempo delerminado bajo
condiclanes especificas.(3)

16



1.5. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

Entre fos prablemas més dificfles relacionados con quimica y blologfa estdn
la separaclén, purificacién e Identificacién de compuestos en una mezcla.
Esto es especlaimente clerto en farmacolagla y toxicolagia ya que los fluldes
fislolbgicos o extractos de células pueden comtener clentos de moléculas
complejas con prapledades de solublidad similares  Algunos problemas en
la separacidn se resoveron mediante [a cromatografia de gases, otras por
cramatagrafia en papel o en capa fina; sin embargo, para varlos campuestos
bloldgleos aclivos éstas tdenicas fueron Insatisfactorias. Ei desarrolio de
cromatografla fiquida de alta presién (CLAR) ha hecho pasible el anlisls
rhpldo de compuestos no-voldties, lénicos y termoldblles que eran
previamente difickes o casl imposibles de separar. Par medla de dste
método los companentes moleculares en células se puedan determinar con
alta sensibliidad, rapldez, exactitud y resolucldn. 1.0s tiempos de retenclon
son reproducibles, v el instrumento es versatll y simple de operar Ef mayor
requerimlento es que los solutos sean solubles enla fase mavil, par (o que un
amplio rango de compuestos pueden ser analizados rapida y eficientemente.
Esta técnica ha sldo especlaimente Gl &n la separaclon de fArmacos y sus
metaboiltas, y en el andlisls de componentes de células tates como
esteroldes y nuclestidos en pequefias muestras de células.(16)

La sigulente figura nos muestra fos componentes esenclales de un
cromatdgrafe de liquidos.

17



Figura N¢. 1
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Los métodos crumategraficos empleados incluyen cromatografia de particion
(liquido-liquido), cromatografia de adsorcién (lquido-sdlido), o cromatografia
de intercambio idnico.

El tismpo requerido para el andlisis por CLAR varfa de acuerdo a la
separacion. Los disulventes pusden ser acuosus o no acuosos dependiendo
del tipo de compuesto que se determine, asi como de la naluraleza de (a
saparacion y on base a 6sto se determinard el tipo de empaque do fa

columna que se utilice,

La buena separacion e varios compuestos depende de a tempsratura,
dimnensiones de ja columna, empaque, concentracién y pH de los eluentes,
véiocidad de flujo, y tipo de elucidn.

Ejsmplos de posibles fuentes de error son;

1) técnicas de muestieo.

2) preparacion de las muestras,

3) métodos de aimacenaje.

4) errores &n los calcudos,

5) juicio del operador y/o descuido,

Es muy importante emplear procedimientos simples y seguros en la
preparacidn de las muesiras. Se debe hacer notar que la velocidad y
simplicidad de la preparacion y estabilidad de lae muestras son esenciales
para que &l procedimiento sea empleado clinicamente,

Se deben obtener cromatogramas de sustancias de referencia para su uso
como punto de comparacién antes de aplicar técnicas de CLAR, de tal
manera que los picos sean reaimente identificados.(5)
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COLUMNAS.

En el transcurso de pocos aflos se han hecho grandes avances en la
cromatografia liquida de akta presién en lo refaclonado con columnas y en
sus empaques. La eficlencla de las columinas es el resultado de uy empaque
homogéneo con materiales que tienen tamaflo de particula pequefio o
particulas que tlenen sélo una capa delgada de superficle activa.

Otra manera de sumentar la eficlencla de las columnas es disminuyendo el
tamafio de paricula, esto se debe a que fa difusién ae minimiza y la
transferencla ocurre mas rapldamente.

Se ha encontrado que las columnas de divinlkestiren-benceno presentan
mayer establiidad que aquellas que estdn hechas de una capa o resing
homogénea. Estas resinas son muy empleadas en los cadod en que se
necesita Intercamblo I6nico, pueden ser lavadas con disatventes orgénicos,
son estables a sales y a un ampllo rango de valores de pH.

Los empaques de microparticulas para Intercamblo lénlco pueden ser de dos
cotegorlas:

1) microparticulas de resinas totalmente porosas

2) microparticulas de resina porosas totalmente enlazadas, donde los grupos
de Intercamblo l6nico estén permanentemente eniazades a particulas
esféricas pequefias 6 particulas de sllica gel triturada.

Los enlaces mas usuales son de grupos C,, y otras cadenas alifaticas o

aromaticas terminando con grupos -CN- 4 -NH,.
Los diversos grupos, cuando se unen al soporte, actéan como fases liquidas
las cuales permiten 1a particién entre (a fase estacionaria y [a fase mévil. Con

el grupo C,g, se realiza la cromatografip de fase Inversa, y con grupos de
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enlaces mas polares, como éter, ciano ¢
cromatografla de particion normal.

Las columnas con soporte de sliica se recomienda que se trabajen a valores
de pH entre 3.0y 7.5 porque fuera de esos lmites se puede reducir la vida
de In columna. A valores de pH bajos se rompen los enlaces silano y a pH
altos se puede disolver 1a silica,

Los valores de pHentre 7.5 y 8.0 pueden llevar a una lenta disolucion del
soporte de sllica,

DEFINICION DE VOLUMEN MUERTO (5).

El volumen muerto de una columna es el perlodo de tlempo, t, que una
molécula de la muestrs tarda en pasar en una fase mévil [sacratica a un fiujo
constante,

Las ventajas y desventajas en el uso de ia altura o del Area de los picos para
el andlisis cuantitativo son las sigulentes:

amino, se realiza una

21

VENTAJAS DESVENTAJAS
ALTURA  No as senslble a la variacldn Sensible a camblo de
DEL PICO  de fiujo. composlcidn de disalventes.
Menos senslble a Interferenclas  Sensible a camblos en
que el Area. retencién.
Sensible a camblos de
temperatura.
Sensible a la degradaclén
de [a columna,
AREA No es sensible a camblos en  Sensible a la variaclén del
DEL PICO  ia composicion del disobvente.  flujo,
No es sensible a camblos Mas sensible n Interferen-
eh is retencidn. clas.
No a8 sensible a camblos
de temperatura,
No es sensible a la degradaclon
de Ia columna.

Praferible para el analisls por
gradiente.



Lo anterior revela que ambas técnicas tienen sus usos propios y la seleccion
depende del tipo de analisis que se realizard, En general, la altura del pico se
prefiere y se usa para cuantificacion st no es posibie controlar @l fujo; por
oira paite, ol area del pico e3 recomendada si es ditlcil controlar la
composicién de la fase mowil.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODO.

APARATOS REACTIVOS Y ESTANDARES UTILIZADOS.
1. APARATOS,

Wisp Waters 712

Bomba Waters 590

Detector Waters 490

Columna de separacion {{Bondapak NH, 30 cm

Unidades de filtracion MILLEX HV

Bomba de vacio para filtrar fase movil

Equipo de filtracién MILLIPORE

Potenciometro BECKMAN 71

2, REACTIVOS,

Acetonitrilo H.P.L.C PROLABO

Agua destilada

Acido citrico MONTERREY

Fosfato de sodio dibasico anhidro MONTERREY

3. ESTANDARES,

Acipimox  Lote: 1017F202  Potencia: 99.1 %

Acipimox  Lote: LC7600A Potencia: 97.1 %

MATERIA PRIMA UTILIZADA EN LA ELABORACION DEL PLACEBO
(Cada capsulas contiene 250 mg de Acipimox. Excipiente ¢ b.p. 310 mg)
» Almidén de maiz

* Silica gel

» Estearato de magnesio

« Lauril sulfato de sodio



METODO ANALITICO.
Fase moévil: Solucién amortiguadora pH = 2.5 . Acetonitnilo (40 : 60 )

Soluclén amortiguadora pH=2.5

Disolver 9.0 g de &cido citrico, 1.0 g de fosfato de sodio dibésico en 600 ml.
de agua destilada. Aforar a 1000 ml. con agua destilada.

Si es necasario ajustar el pH a 2.5 can los mismos reactivos.

Mezclar y desgasificar por medio de filtracién a vacio con agitacion

mecanica

Preparaclon de ia solucién de la sustancia de referencia.

Pesar exactamente 50 mg de Acipimox y disolver en un matrdz volumeétrico
de 50 ml. con agitacién mecanica durante 10 minutos y aforar a volimen con
fase mdvil. Tomar 5 ml de ésta solucién con pipeta volumétrica y llevar
nuevamente a 50 mL con fase movil.

Filtrar a través de MILEX e inyectar por sextuplicado.

Preparacién de las muestras.

Homaogenizar el polvo de 20 cdpsulas, pesar la cantidad de polvo
equivalente a 50 mg de Acipimox y disolver con 20 mi de fase mévil-en un
matraz volumétrico de 50 mi. con agitacién mecanica durante 10 minutos,
aforar a volumen con fase mdvil y filtrar a través de papel filtro. Tomar 5 mb.
de ésta solucién con pipeta volumétrica y Hevar nuevamente a 50 mL con
fase movil.

Filtrar a través de MILEX ¢ inyectar.

(Realizar la preparacién de las muestras por triplicado).
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Condiciones del equipo.

Longitud de onda
Atenuacién

Fiujo

Volimen de inyeccion

Tiempo de retencion

25

273 nm

256

3.0 mL / min
20 pL

Aproximadamente 5.0 min.

Acondicionar 1a columna por lo menos durante 30 minutos antes de inyectar
la solucion de referencia,.con un flujo de 0.5 mi/min de la fase mavil a

temperatura ambiente,



CAPITULO 3

FORMULAS ESTADISTICAS EMPLEADAS PARA LOS CALCULOS DE

LOS PARAMETROS DE VALIDACION.(3)

Factor de correlaclén

Y
[ntExy-Lx 2y)?
r=

[[nt X EX)? ] [nt Zyi-q 2Y)2]J

[ntZxy-Ex Y]
e

[ntzx2-czx)?][nt2Y?-( V)]

- Ervor estindar de regresion (8y / x)

Y
LY?.M IXY-BEY

Sylix=
N

= Para pendiente

SM=SnyI~ !

EX3-( EX)?
N
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- Para ordenada al origen

24
1 X

N | EX3.(EX)

B = Sy / X

N
- Pendionte (M)

M Nt(EXY)-(EX)(EY)

nt (ExX3.- (EX?
- Ordenada al origen (B )

LY-MEZX)

Donde : n = Niimero de réplicas
t = Nimero de diluclones

N = Nomero total de muestras

- Intervalo de conflanza para la pendiente

.C.M. =Mz t de student x SM

- Intervalo de conflanza para ordenada

1.C.B. =B % tdestudentxSB
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-Desviacion estandar

DE

nEY)-Ev)?

nm-1)

%
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RESULTADOS
3.1. ESPECIFICIOAD DEL METODO.

La especificidad del mélodo se determind para comprobar que 1a respussta
obtenida por el método anaiitico seleccionado, es debida Gnicamente al
Aclplmox y no a los excipientes de la formulacion. Para lo cual se inyectd
una muestra que Unicamente contenia placebw, bajo as mismas condiciones
analiticas, y se encontrd que no habla respuesta alguna observandose
Gnicamente fa tinea base.

8.0 CROMATOGRAMA DEL PLACERO
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3.2. LINEALIDAD DEL SISTEMA .

Se determind canstruyendo una curva de callbracidn (concentracidn vs
respuesta medlda) con cinco muestras que contenlan 40, 80, 80, 100y 120
% de un mismo patrén de referencla cada una por triplieado.
La concentracién al 100 % &3 la solucidn final a anallzar, que proporclona una
respuesta adecuada, de acuerdo al método establecido.
Criterivs: (3)

» Coeflclente de vataclén (C.V.) £ 1.5%

12089, 2098

TABLA No. 1
LINEALIDAD DEL SISTEMA

mg ADIGIONADOS ~ AREA mg RECUPERADOS % RECUPERADC

25,05 943907.5 25,19 100.55
37.57 1408063.8 37.25 99.14

5040 1859970.5 4999 99.78
6262 23586385 6259 99.95
7515 28307380 7474 99.45

Regresion lineal;  r=0.99087  r°=0.99974

A=-034X10°

8 =0,0377
Coeficlente de variacldn:

X=9279 O0D.E =0540 C.V. = 0541
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3.3. PRECISION DEL SISTEMA

Se efectuaron sels determinaclones de soluclones que contenlan soluclén

estandar correspondlente al 100 % eatablecldo en la linealidad del sistema.

Criterlo: (3)
CV. S 15%

TABLA No. 2
PRECISION DEL SISTEMA

RECUPERADOS %

e

RECUPERADO

ffro

265 100.39
267 101.18
26.0 10236
26.2 103.14
258 101.57

101.18

mg adiclonados de Aclpimox = 25.4 miy que equivale al 100 %
X = 101.63 % D.E.=0.9765 CV. = 0.9598 %
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3.4, LINEALIDAD DEL METODO

Se determind a partlr de placebos cargados adiclonados de 5 cantidades
diferentes de Aclpimox, cada uno de manera Independiente por Irplicado,
slendo Ias concentraclones fnales de 60, 80, 100, 120 y 140 %. '
Criterio; (3) ra 098

2 0.98

b=0
Coeflclente de varlaclén < 2.0 %
TABLA No. 3
LINEALIDAD DEL METODO

e ]

mg % ADICIONADO  mg %

ADICIONADOS RECUPERADOS RECUPERADO
16.2 60.8 16.08 99.21
204 81.6 20.38 99.90
25.1 100.4 25.01 99.64
30.3 121.2 2992 98.74
34.8 139.2 34.66 99.59

Regresion lineal: r= 0.99987 *= 0.99075
m= 0.9918
b= 0.0503

GCoeficiente de varlaclon: X = 89.40 % D.E. = 04203

CV.=04319
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3.5, EXACTITUD Y REPETIBILIDAD AL 100 %

Se determing por el analisis de sels muestras de placebo que contenlan al

principlo activo en una concentraclon del 100 %

Criterio:

Intervalo de confianza:

Coeficlente de variaclén:

lntemlé de conflanza;

CV.%a15%

GlL =5 t=2.5706

TABLA4
EXACTITUD AL 100 %

AICIONADOS  RECUPERADOS RECUPERADO
25.1
26.1
26.1
25.1
25.1
26.0

256.18 100.31
2513 100.11
24,65 98.20
2462 98.08
24.90 99.20

24.78

*=99.17 % D.E. =0.9290

C.V. =0.9368 %

IC.=x £ t (DE/ )

1.C.= 99,17 £ 26706 (0.9280 /

1.C. =100.14% a 96.19%

99.12
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3.6, PRECISION DEL METODO

Se reallzé por dos analistas en dos dlas diferentes, partiendo de una
muestra homogénea al 100 % de la concentracidn del principla activo en el
producto.

Criterlo: CV. & 20%

TABLA 4
PRECIBION DEL METODO

ANALISTA1 T ANALISTA2
% DE RECOBRO % DE RECOBRO
100.61 100.43
100.20 100.93
100.06 103.04
99.41 99.11
100.10 100.44

101.21 100.81

98.23 88.30
100.00 98.32
100.48 98.41
101.63 98.02

98.95 98.53
98.36

Coeficlente da variaclén: X = 99.83 % DE.=1283
CV.=1.288%



CONCLUSIONES

El método para valorar Aclpimox en cApsulas por Cromatografia de Liquidos
de Alta Resolusién, resuttd ser especifico, fineal, precisa y exacto para Ias
tandiclones preestablecidas; quedando la evidencla documentada medlante
la presente validacidn.

El métado es especifico para determinar la sustancla en estudlo ya que no
se observé Interferencla deblda a fos Ingredlentes de la formulacién, nl por
los reactivos empleados para la cuantificaclén.

El andlisls estadistico nos demuestra que tanto la linealidad de! slstema
como del métado, son conflables debldo a que I8 desviacién esténdar y el
coeficiente de verlacién abtenidos, son metiores 2 los limites establecldos.
De fa misma manera fog resutados obtenidos de ta regresidn lineal de tos
datos corrobora Ja conflabiildad del estudlo. Por otra parte, el método
resulté ser exacto y preciso tanto por los valares abtenldos de cantidad
recuperada, como por los datos de desviaclén esténdar y coeficlente de
varlacién.
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