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INTRODUCCION

ta Industriza Farmaceutica requiers gque sus productos sesn seguros )
exactos en sus especificaciones, por lo tanto, ¢s necesario contar con tecnicas
analiticas que aseguren que los procesos de manufacturs de los mismos estan
bajo control, para obtener productos que satisfagan las perspectivas para los
cuales fueron desarrollados
Fl proposito del presente trabajo es demostrar lo efectividad de un
metodo analitico por Cromatogratia de 11quidos de Alta Resolucion (€L AR) para
la cuantificacion de¢ un nuevo antibiotico ¢n una premezcls para uso veterinario
utilizando parametros anahiticos adecuados que garanticen que los resultados
obtenidos sean confiahles
Fstos parametros analiticos estan considerados dentro de  la Vahdacion

de Metodos en normas oficiales y comprenden
* PRECISION
CFXACTITUD
S TINFARIDAD
* FSPFCIFICIDAD
* TOLERANCIA
* REPFTIBI IDAD

tin analisis estadistico de los resultados obtenidos y la aprobacion de
€stos, bajo criterios de aceptacion previamente definidos, sera la evidencia
documental que nos confirme que éste metodo analitico ¢s realmente efectivo
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CAPITULO |
GENERALIDADES

<

ATOGCRAFIA DE LIQUIDOS DE

RESOLICION

14y formulaciones o formas tarmaceuticas modernas son rwzclas
complejas que incluyen, ademas de uno o mas componentes medicinalmente
activos, una serie de materades inertes tales como diluentes, desintegrantes,
vehiculos. colores, sabores, vtc

Con el fin de asegurar la cabidad y ls estabalhidad del producto final, el
farmaceutico anahista debe ser capaz de separar estas mwezclas vn componentes
individuales antes del analisis cusntitatinoe Fatre las tecnicas mas poderosas de

que el anaslista dispone para la resolucion de estas mwscles existe un grupo de

metodos altamente eticientes lamados en su conjunto cromatografia

Fsta tecmica esta imvolucrada intimamente en todos los aspectos del
desarrollo » la investigacion farmacvutica  comeo ung bherramienta anabitica
altarmente confiable

ta cromatografia comprende un grupo de metodos para separar mezclas
moleculares en solucion tomando vn cuenta atinidades diterenciales de los
solutos entre dos fases inmusaibles Lina de las fases s un lecho fo de gran area
superficial y la otra purde ser un hquida o un gas que se Mueve g traves de la

fase fija 0 sobre de olla

Ta fase fijuo se lama fase estacionaria v la otra tase mowvil La fase
estacionara puede ser un sohdo poresa o fingments dividudo o un bquido que
ral sohdo que tundona como

ha sido puesto en capa delgada sobre un mat
soporte inerte

Es necesario que du fase estacionaria poses particulas que sean tan
pequenas como sea posible para que enista una superfice grande de modo que la
adsorcion y la desorcion de los solutos se venfiquen frecuentemente 1a fase
movil puede ser un liquido puro o una mezcla de soluciones (por ejemplo,
soluciones reguladoras) o puede ser un gas (puro o una mezcla homogenea)
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Una clasificacion general de algunos de
en cromatografia, tomando en cuenta di
N s Tty 2
continuacion.
1) NATURALETA DE LA FASE MOVIL. (F.A.}.
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En la anterior descripcion se subrayaron cada uno de los criterios de
clasificacion del tipo de cromatografia que representa la tecnica utilizada en el

presente trabajo Fn adelante trataremos

especificamente ¢l campo de la

cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) por ser esta la tecnica de

interés en el desarrollo de este trabajo
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INSTRUMENTACION CROMATOGRAFICA. Tv2

Basicamente los equipos dv Cromatografia de tiquidos de Alta Resolucion
(CLAR) pueden clasificarse vn dos tipos o saber los integrados y modulares. Fn
los primeros cada una dv sus partes (resemvorio de solventes, bombua, inyector,

columnag, detector v integrador) estan reunidas en un gabinete v su Intercambio
de la rmusma o diferente marca es dificil

O conexon con otros componentes
menos cables,

Permiten en cambio un mejor aprosechamiento del espacio
tuberias 3 conedones eapuestas ) quizas Menores riesgos de sccidente frente o
operadores ocasionales 0 poco expernimentados Fn los vquipos modulares, los
modulos son instrumentos individuales que permiten no solo armar el equipo
segun la necesidad del analista sino sumentar su complepdad  segun esas
necesidad vare

Fsta conformuacion ademas de visuaslizar cada componente det equipo por
separado permite no solo el mejor conocimiento y control visual del mismo. sino
el mejor aislamiento y resolucion de problemas cuando estos se presentan

A continuacion se presents vn ba g No o 1 oel vsquema de un equipo de

CtAR tipo modular

~

COLUMNR

DESECHOS J
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tas caracteristicas generales de los componentes individuales de un

cromatdgrafo de liquidos de alta resoluaion son las siguientes

RESERVORIO DE LA FASE MOVIL : Fl resenvorio vs el recipiente que
contiene la fuse movil Puede ubicarse dentro de un equipo integradoe o
externamente en un equipo modular v en general ddgunaos crntimetros sobre el
nivel de fa bomba para que lo tuerza de gravedad dirga o] solvente haca esta

manteniendo Hendas Lis coneaiones

matraz de
con una

Puede vmplearse como reservono de tawe movl cualquier
laboratorio de buvna calidad (de vidro o palinero resistente ¢ nerte)
tapa adecuada para prevemie elingeeso de particulas ambientales al sistema

Al eatremo del tubo de salida de sobhente o conecta un hiltro de acero
2 w10 mem de porosidad que mmpade el ingreso de particulas o ta

(buzo) con 2
bombg

TUBERIAS : ta fuse

monl empleads en C1AK debe de arcular por

tuberias que conectan el resenono de sohiente con fa bomba la bomba con vl
inyector, este con uno v Mmas detectores convctados en o Vvoeventualmente
con un colector de tracciones o valvulas de distribuoon o evidente que estas
tubertas deberan ser inertes 3y de acuerdo ubrcacion en vl sictema
cromatografico resistentes a altas presiones  Asy
noxidable o polimericas (pohipropileno o tetlon) endo
de teflon las mas comunmente utilizadas

a su
s wmplegn tubos de acero
tas de aceroy la

1< tube

utihizan para conectar oo componentes

1as tuberias de dcero se
inyector L columna columna

sometidos o alta presion (entre bomba ¢ inpector
y detector) y los materiales polimericas para conectar los componentes donde la
presion es atmosferica o hgeramente superior (resermone de tas moal bomba

detector - colector de desperdicios)

Dtud de das tuberias ya que

Otro parametro o considerar vs vl de la lon

tuberas demasiado largas conducen o problemas dv separacion no adjudicables
Hamados ensanchamientos  eatra

columnar se eeticre a la perdida
0 separar los diferentes

a la columna cromatografica  tambien
columnures Fl vnsanchamiento de banda vntra
de eficiencia del sistema cromatogratico para resolver
componentes de ta mezcla en estudio 1as conemiones vntre bomba e inyector v
posteriores al detector no contribuyen al ensancharmiento de banda eatra -

columnar y su efecto es menos importante

pag. 4



UNIONES: t as uniones permiten conectar las tubernas v con ellas los
distintos componentes del sistema cromatografico Uns union consiste en dos
piezas de acople perfecto, la union ‘'macha’ cansistente en una ferula que se
afirma a ta tubera conectora y un tornillo que sr ajusta 4 la union “hembra”

BOMBAS : i a3 hombuas de CLAR impulsan la tase movil provenwents del
reservorio de solvente hacia enainy

ctor, y desde ah haas la columna Su caudal
de trabajo puede ser muy variable, segun la escala de trabujo escogido Eaisten
bBombas capaces de entregar caudales muy pequencos, del orden de los wd/man,
pasando a caudales de unos pocos mulilitros por minuto pars ta cromatografis
analitica convencional hasta valores

mucho mayores para las
semipreparativas » preparatinas

separaciones

INYECTORES : [l inyector vs vl dispositive que permite introducie la
muestra en solucion sin anterrwmpir vl caudal del solvente o traves de el FL

Inyector debe de reunir una seriv de caractvnsticas importantes

1) Debe ser fact de operar

2) Debe serinerte al ataque QUUTICO ) capaZ de soportar altas presiones

3) Debe ser preciso vn cuanto a lu cantidad de muestra introducida en el
sisterma

@)

No debe de provocar diluciones importantes de ta solucion inyectada

Ya han sido defintnamente descartados los anyectores

de  septum
similares a los empleados en Cromatogratis de Gases

Sus nconvenientes vran
como puede esperarse, dermvados del desprendimiento del matenal del septum

que obstruya la columna y de la contrapresion que debia de vencerse al inyectar
la muestra, 1o que obliga con caudales altos o su INterrupcion Momentanva

COLUMNA CROMATOGRAFICA : la columna cromatografica es el
“corazon” del equipo de CLAR, ya que e¢n ella vy donde se lleva
separacion de los companentes individual
en un analisis por estd tecnica

a cabo la
s que integran g tas mezclas complejas

La fuerza de ¢stas umiones y por lo tunto la separacion cromatogratica
esta dada esenaialmente por factores tales como

afinidad de grupos activos
entre la fase estaciondria

> fa molecula de interes,
organica inorganica, polaridad y pH de la fase moril, nume
presentes en la fase estacionaria, etc

naturaleza
o Jdre platos troricos
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DETECTORES : Fl detector es la parte del sisterma cromatografico que
permite “ver” y ubicar en tiempo y espacio la posicion de cada componente de
una muestra a la salida de la cotumna cromuatagrafica 1 os detectores deben de
reunir ciertas caracteristicas, entre las que tenemaos

* Poscer una respuesta lineal fl detector debe de medir alguna propiedad
del analito que¢ se incrementr linealmente al sumentar su concentracion  Se
denomina rango lincal de un detector al rango de concentraciaones que produce
una respuesta lineal

* No  contribuir al ensanchamiento de bhanda extra

colurmnar  F1
ensanchamiento de banda eatra

columnar se refiere como se Mmenciono con
anterioridad a la perdida de ¢fiaiencia del sistema cromatogratico para resolver o

separar los diferentes componentes de o mwzela en ectudio In esta

caracteristica entra en juego tanto las dimensiones de la celda como ta longitud
¥ diametro de la tuberia de conexion

* lener la sensibilidad de detecaon apropiads  Habitualmente esta
propiedad se¢ contrapone con la universalidad de detecaon Fs odear que
detectores que responden a todos tos analitos vn general poseen sensibihidades
menores, y en contrapartida, detectores que poseen una alta sensitihidad no
responden a todos los analitos

* No afectarse por cambios de temperatura Fn lo posible los cambios de
temperatura no deben modificar la

senal ernatida por los
caracteristica no e¢s valida

para algunos de de
refraccion o ¢l de infrarrojo en los cuales, pars trabajos que demande una

sensibilidad media o alta debe termoestabilisarse para tener una lineas hase
estable.

detectores sty
ectores como 1t de andice

* No destruir la muvstra. Fsta propiledad es una caractenstica de casi
todos los detectores de CLAR (una vacepaan s el electroquimico) .y resulta muy
importante cuando se desea recolectar ol analito aislaudo, por vjemplo en la
Cromatografia preparativa

Los detectores pueden clasificarse e¢n generales y  selectivos 1os
detectores generales miden ¢l cambio de alguna propicdad fisica de la fase maowil
que contiene ¢l analito en comparacion con la misma fase movil pura. | jemplos
tipicos son el detector de indice de refracaion 3y ¢l de conductividad 1os
detectores selectivos son aquellos sensibles o alguna propiedad propia del soluto,
por ¢jemplo el detector_de IV, que producra una senal proporcional a

la
absorbancia del soluto a una longitud de onda dada
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Otro ejemplo es ¢l detector de fluorvscencia, empleado para la detecaion
de solutas con fluorescencia natural o conferids por reaccion con un reactivo
fluorogenico. Fste ultimo proceso se llama derivatizacion. Otro detector selectivo
es ¢l detector electroquimico, empleado para la detecaion de anahtos que
pueden oxidarse o reducirse ante la aplicacion de una diferencia de potencial

SISTEMA DE TOMA Y PROCESAMIENTO DE DATOS : Pl resultado del
ensayo cromatografico es, por un lado, la obtencion de fracciones separadas de
los componentes de la muestra, » por otro lado, la obtencion de un grafico o
cromatogrima, de  cuya  Interpretacion  pue xtravrse  conclusiones
cualitativas y cuantitativas Este registro y la eventual mampulacion se obtivnen
a partir de la senal provenmients del detector por medio de un sisterna de toma y
procesamiento de datos, entre los que podemos aitar

fen

»  Registrador Grafico, que convierte lu senal en un gratico del tipo X v

= Integrador, que permite no sola obtener un  registro grafice
(cromatogrima) sino tambien su tratamuento matematico pars el
calculo de la concentracion

Computadors Basicamente vl integrador os und computadora de uso
muy especifico fn e¢ste punto nos reterimos a una computadoras de
tipo “personal’. que permite con el softuware o programa apropiado,
el registro grafico del cromatograma. la cuantiticacion de los
componentes de la muestra Lo omanipulacion  de datos, el
almacenamiento de ensayos, la generacion de reportes. e incluso el
manejo glabal de varios cromatogratos
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CUANTIFICACION CROMATOGRAFICA, * ¥ 2

CARACTERISTICAS DE UN PICO. Fl primer paso e¢pn la interpretacion
cromatografica es la identificacion dv las tres principales caracteristicas de un
pico cromatografico, ancho, altura y area

ta figura numero 2 muestra lus princaipales caracternisticas de un pico
cromatografico

4 Y

{1 NI

A

.

—=rIELL

i
-

TIEMPO

donde :
tm = Tiempo de retencion muerto.
t°, = Tiempo de retencion corregido por volumen muerto.
t, = Tiempo de retencion del pico de interes
Wb = Ancho del pico ¢n la linea base.
Wh = Ancho del pico medido al 50% de la altura total del mismo.
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Los otros dos parametros velacionados son su arva 3 su altura Tl area
del pico ¢s proporciona!l a la cantidaid (0 concentracion, dependiendo det modo
de deteccion) del soluto y es usado para ta evaluacion cuantitativag 1 altura det
pico es medida en ¢l punto maximo del nusmo donde la concentracion del solute
tambien lo es

Por definicion los tiempos de retencion son eapresados como los tiempos
que tarda cada uno de los componentes de o mercla en ser ddentificadas por el
detector registrandose  una  senal  que  vemos slustrada como un

prco
cromatogratico

NUMERO DE PLATOS TEORICOS. ! “unwro de platos teorcos os un
paramwtro que nos indica la capacidad de la columnae cromatografics para
retener y separar los componentes de la muestra que se anabiza ast como la vida
util de s misma

frn la practica ¢l numero de platos tvoricos es calcutado rmudiendo el
ancho de los picos  bsta medida purde ser tomada directanwnte en el
cromatograma substituyendo los vatores apropiados on lo siguiente ecuacion

n=16 (1, /wW.,)"* o n=5545 (t,/w,)"

donde
n - Nunwro de platos teoricos
%, = tiempo de retenaion del pico de interes
W, = Ancho del pico de interes #n la base del maismao

Wwh = Ancho del pico medido al 507 de la altura total del nusmo

RESOLUCION. fl objetive primario de la cromatografia es la separacion
de los componentes de una mezcla, y ¢l wrado de separacion se mude por medio
del parametro cromatogratico R (Resolucion)

Este parametro R se calcula de fa siguiente forma
R= Cte, - 4, )

i (w, +w)
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Fsta Formula de calculo se basa en la grafics del cromatograma No 3 y
sdlo indica que para mejorar la resolucion, los picos deberan de alejarse tunto
como sea posible y que sus anchos de base deberan ser prquenos

(

[ B

P—IHECCIO

B WY I
L TIEMPD |

donde :
R = Factor Resolucion
Ty, = liempo de¢ retencion del pico nunmero 1
tp,; = liempo de retencion del pico numero 2
W, = Ancho de la base del pico numero 1.

W, = Ancho de la base del pico numero 2.
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En la prictica valores del Factor Resolucion mayores a 1.5 son indicativos
de una buena resotucion cromatografics.

METYODOS DE CUANTIFICACION. 14 concentracion del Anglito en la
muestra se puede calcular por diferentes metodos, a saber

= Normalizacion interna
= Fstandar Faterno

= Fstandar Interno

1a seleccion det metodo mas adecuado depende del tipo de muestra, del
nivel de precision requenido v de la vxistencia 0 no de sustancias de reterencia

v NORMAIIZACION INTERNA Pl metodo de normalizacion interna,
consiste en referir ¢l contenido de analito al total de areas en vl cromatograma
para ello se suman las arvas ¢n todoes los picos presentes (exceptuando sl pico

correspondiente al solvente) y ¢l contenido del unalito en s muestra se calcula
segun

Pi= Al x 100

X Al
Donde
Pi = Porcentaye del componvnte t en la muestra
Al = Area del componente s
YA =

Sumatoria de todas las areas del cromatograma

< CUANITIFICACION POR FSTANDAR FXTERNO tste metodo de
cuantificacion consiste e¢n la preparacion de estandares con una concentracion
semejante a la del analito en la muestra » anahzarlas ambuas, bajo las mismas
condiciones cromatograficas. la concentracion de analito ¢n la muestra se

determina comparando el area del pico en cuestion con ¢l ures correspondiente
al estandar de referencia es decir

P= Amx Cs x D x 100
Ae

pag. 11



Donde :
P = Porcentaje de Analito ¢n la muestra.

Am = Area de la muestrs

Ae o Area del Fstandar
Cs = Concentracion del Fstandar
0 -~ Factor de dilucion

obviamente, la utilizacion de un estandar de

Fste metodo requicre,
ta

referencia y su exactitud dependers amplianwnte de la calidad del mismo
precision de los datos que se obtienen depende tanto de la preparacion de la
muestra y el estandar, como de la inyecaion de ambos, ya que utilizando esta
modalidad de trabajo, ninguna de las dos operaciones esta exenta de error
analitico; de hecho, la precision de esta metodologia es muy sensible a los
errores de inyeccion por ¢llo, para mejorarta se suelen reahizar vanas inyeccaones
tipicamente tres inyecciones de estandar y dos inyecciones de cada muestra

s varisciones ambientales
lar estandares

Para evitar la talta dv precision originada en |
se pueden correr slternativamente muestra y estandar o interc
despues de un grupo de unas cinco o ses muestras dependiendo det total de las
mismas.

< CUANTIFICACION POR FSTANDAR INITRNO Fl metodo por estandar
interno consiste en agregar cantidades exactamente medidas de uns substancia
asi denominada, tanto al estandar de referencta como s la muestra que contiene
al analito. Fste metodo requiere de estandares de reterencia, al igual que en el
metodo del estandar externao. por (o cual su exactitud dependera Jde ls purezs de
Asr mismo requiere del uso de ofra sustancia, ¢l estandar interno.

fos mismos
cuya pureza no tiene que ser tan controluda como la del patron de referencia,

pero debe cumplir con los siguientes requisitos

~ No debe estar presente comao un componente propio de la muestra

~ Debe presentar un area sinnlar al anahto

=~  Debe resolverse completamente (K » 1 5) del compuesto a cuantificar

como de cualquier otra sustancia presente

~ Debe poseer caractenisticas fisico-quinmcas que permitan su deteccion
de igual manera que ¢l analito en cuestion




El método del estindar Interno no es sensible a los errores de inyeccian
debido & que estos errores se compensan al utilizar relaciones de areas y en
algunos casos, pueden compensarse los errores generados en la preparacicn de la
muestra como ser dilucion, extraccion y derivatizacion.

El estindar de referencia es preparado con la misma concentracion que la
muestra. Para determinar la concentracion de anahito en la muestra se calcuta
primero la relacion de arvas entre ¢l estandar de referencia y el estindar interno
denominado este ultimo cociente como Factor Respuesta y calculado con la

siguiente formula :
_AEr x Wi x Dr__

F.R.=
AEi x Wr x Di

Donde :
F.R. =
AEr =
AFi =

Factor Respuesta.
Area del Estindar de Referencia.
Area del Estandar Interno.

Wr = Peso de Fstandar de Referencia.
Peso del Estandar Interno.

Factor de Dilucion del Fstaindar de Referencia.

Factor de Dilucion del Fstandar Interno.

Este Factor Respuesta se determina para cada una de las inyecciones que
se realicen de los estandares de referencia y ¢l coeficiente de variacion de entre
todos ellos no debera de ser mayor sl establecido durante ¢l desarrollo y la

validacién del metodo analitico.
Asi mismo el Factor Respuesta promedio serd ¢l que se utilice en la

siguiente etapa de la cuantificacion por ¢ste meétodo.
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La cuantificacion del analito ¢n lu muestra se determina por medio de la
siguiente formula :

P = AmxWix Dmx 100
AEi x Wm x Di x F.R.
Donde :
P = Porcentaje del analito ¢n la muestra
Arm = Area del pico correspondiente a la muestra.
AEi = Area del Fstandar Interno
Wi = Peso del Estandar Interno
Wm = Peso de la muestra
Dm = Factor de Dilucion de la muestra
Di =  Factor de Dilucion del Fstandar Interno,

F.R. = Factor Respuesta promedio de Fstandares.
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AN ALITICOS >°7°

VALIDACION DF VWETODOS

Antes que nada, es importante no perder de vista que la validacion de un
meétodo analitico ¢s tan solo una parte de un programa de valhidacion que va
desde proveedores, proceso, personal. dreas, sistvmas 3 todo aquelle que de
alguna manera u otra particips en la vlaboracion de un medicamento que debe
de cumplir con un principal requisito  CALIDAD

la validacion de un metodo analitico la
conjunto de actividades que tienen como fin el
necesaria, o traves de estudios de laboratorio, para acreditur a una tecnica
anahitica como confiable en cuanto a los resultados que de ¢lla se obtienen
camprobacion docunmwntada, de que los

podemos detinir como un
obtener lo docunwntacon

Dicho de otra manera, es la
procedimientos de analisis hdacen posible lu evaludcion de las caracteristicas de

calidad de un producto bajo estudio. con sufictente y definida confiabulidad

Los requisitos mimimos que debe de cumplir una tecmca anabitica en los
laboratorios de control segun la FDA (Food and PDrug Adminustration) aceptados

tambien por la 55 A son

~ Debe ser EXACTO  Fl metodo tiene que dar o conocer la cantidad de
la sustancis o cuantificar a compuesto de interes en el medicamento
dentro de hutes establecidos

Fsto es, que ol metodo vs caparz de detectar la

' Debe ser FSPECIFICQO
de interes en un mar de

sustancia a cuantificar o campuesto
esncipientes y derivados de su sintess 0 productos de degradacion sin

que interfieran con ¢l pico de interes

V' Debe ser PRECISO  Fl mwtodo debe de repetir resultados con
minimo de variacion cuando se analiza una misma muestra en

repetidas ocasiones Y por ultimo,

un

Debe ser PRACITICO. 0 tan practico como sea posible.
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PARAMETROS EN LA VALIDACION,

LINEALIDAD DEL SISTEMA : 1o lincalidad del sisterma, es la habilidad
del sisterma de deteccion para dar una respuesta proporcional a la cantidad de
sustancia a cudntificar directanwnte o 4 travws de una transformacion
matematica, dentro de un rango de concentracion perfectamente definido
preparando ung serne de soluciones del

Fste parametro se determing
en concentraciones que

estandar de referencia de la sustancia o cuantificar,
cubren un rango previamente estableado que generalments o5 entre el S0 y
150% de la cantidad teorica quv posee la formulacon
Una ver preparadas estas, se procede 4 analizarias por duplicado y con los
resultados obtenidos se¢ elabory una curma de calibracion, graficando el Factor
repuesta contra la concentracion de la sustancia de interes
determinacion de los parametros
= 1), m ( pendiente de 1a
a0 ) seran los criterios que

Un analisis de regresion hineal 3 la
estadisticos r ( coeficiente de correlacian hincal aprox
curva de calibracion) 3 b ( ordenada al origen aproa
determinaran que ¢l metodo anahitico cumple con este pararmetro de validacion

PRECISION DEL SISTEMA : la precasion como tal es un paranwtro
estadistico que determing el ygrado de concordancis de una serne de datos o
mediciones repetidas de una misma propiedad La prueba de precasion pretende
demostrar que el sistema cromatografico elegido vs capaz de detectar siempre la
misma cantidad de la sustancia de interes en una Misma Muestra con la Misma
variacion, cuantas veces s¢a esta anahizada

La determrunacion de este pardametro se realize primero, preparando una
solucion estindar de la sustancia de interes la cual ¢s inyectada en se1s ocasiones
to cual nos dara el mismo numero de resultados Se calculs ¢l Factor respuesta

con estos ultimos y se realiza un analisis de la desviacion estandar y de vl

coeficiente de variacion con el fin de ver si los resultados que se obtienen son
confiables.

EXACTITUD DEL METODO : tu caactitud s
concordancia de una determinacion. mwdida o valor calculado
valor real. Fl objetivo principal de esta prueba es ¢l tener lu seguridad de que
aun cuando la concentracion del activo en la muestra vane, la tecnica analitica
tiene la capacidad de determinarla confiablemente

definida como  la
respecto 4 su



En términos de validacion se expresa como ¢l porcentaje de recobro
obtenido despue¢s de anadir a una serie de muestras placebo cantidades
conocidas de estandares cubriendo un rango de concentraciones donde se
ncluya el 100% de la concentracion teorc

Se elabora una grafica de Concentracon Anadida contra Concentracion
recobrada tn anabisis de regresion hineal 3 s determinacion de los parametros
estadisticos v (coefiowente de correlucion hineal apros 1) m (pendicnte de ta

curva de calibracion apros 1) v b (ordenada al orgen apros © O0) seran los
criterios Que determinaran que clometodo anabitiuo Guomple con este parametro

de validacton

LINEALIDAD DEL METODO : > v concordancia entre los
resultados obternidos al anabizar diferentes tamanos de muest
demostrar que la preavon del mwtodo analitico no e« atect
tamano de muestra vn un rango determinado alrededor del peso de muestra

U obpeting en

da al varar el

indicado en el proceditmiento normal de analisis

Este paranwiro e determuna utibizando un lote de producto termunado

des de murstra o0 un

pesando diferentes cantid
incluya ¢l 100
coeficiente de v

o de Concentraciones que

> luego s reabiza un anabios d

rlacion con respecto al recobro obtemido

la desviacion eatandar

ESPECIFICIDAD : 5 lu hatnlidad que tiene una tecnics an
detectar ¢l principio activo vn presencia de otros componentes del m

Litica paras
dicamwnto
dependiendo de la forma farmuaceutica de que <o trate como lo won salventes

excipientes svehiculos productos dernvados de o simtesis L degradacion del
compuresto Fsto e dependirndo del abpetnoe que se be s g dar o la tecmica
analitica,  ya  sea  para  control  de’ calidad estudios de estabibdad,
biodispornihilidad, vtz

Fste parametro se determing sometiendo distintos placebos 3 producto
terminado, vn condiciones drasticas para favorecer L presencia de sus productos
de degradacion ( por ejemplo. 7O C /15 diay camuara humedad relating 20
30 "C /15 dias ) lambwen purden ser utihizados placebos “cargados ' con los
productos de degradacion o productos r
tenga perfectarmente sdentiticados » ademas se cuente con estandares de cada
uno de ellos titthzando la tecnica propuesta se anabiza cada uno de estos
placebos o muestras 3 se determing que si la respuesta que se esta cuantiicande
es debida unicamente al compuesto de intervs

licionados siempre v cusndo se les
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REPRODUCIBILIDAD : [ 5 lu precision de un metodo anahtica expresado
como la concordancia obtenida entre los resultados obtenmidos por la tecnica
analitica aplicada por diferentes quimicos analistas en diferentes dias Algunas
ocasiones se habla de aplicacion de diferentes cromatogratos v incluso diferentes
laboratorios Fl objetive de este paranwtro s la comprobacion de que la tecnica

cempre la risma cantidad de s

analitica propuesta es caparz de detectar
acron poable cuando es utibzada varas

sustancia de interes con ta punema va
yeces

ta determuinaaion de este prararrwtro <o lleva o cabo con la aplicacion de la
tecnica analitica o Lo musma muestra de producto por al nwnos dos quinucos
analistas » al menos tambien en dos dias diferentec Tos resultados globales gue
arraje esta aphcacion son sometidos a un analists estadintico de desviacion
estandar 3y coeficiente de vamacion, ademas de e aphcacion de la prueba
estadistica ANOVA (Analysis of Variance) o ANADEVA (Analias de Varianza) para
comprobar que tos resultadas obtemdos son agnificatnamente contiables, vs
decair, que los crrores d--’quu aleatornio que pudiesen vastir no afectan

enactitud de los resultados

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA : |« una prucba que nos va a permitir
establece tiermpo  que una  muestra hsta para ser anyectada en el
cromatograto purde ser guardada bajo certuas condiciones para ser utihizada

otro dia posterviormente o la preparacion de la musma Para su reahizacion se
cuales se ponen bao condiciones

prepdaran por lo menos seis muestras las
nto a temperatura amin

nte  retr

eracion (70 )

normales de almacenam 3
protegidas de o luz natural para aquellas que sean fotasensibles

Fstas  muestras son analizadas utihzando o tecnmica propuests
inicialmente, 3 posteriormente ol 37y 50 dia pars todas s condiciones o las que
se someten. Uing ez obtemdos los resultados o obderma la vanasaon con
respecto al analisis snicial de referenoa 3 se determima ol iempo o la condicion

bajo las cuales la muestra lista por serinyectada puede ser almacenada

TOLERANCIA DEL METODO : fn ¢stu prucba e toman tadas aquellas
operaciones criticas que influyen dentra del metodo (como 1o son ajuste del pH
de la fase movil. tiempo de agitacion de la muestra pars su veatrdaccion o
disolucion, velocidad de flujo de la fase mowvil 3 numero de platos teorcos) y se
realizan variaciones en cada unae de ellus para deternunar asi la robustez o
tolerancia del metodo. Fste parametro se determins debido o que en muchas
ocasiones pueden exstir variaciones en las operaciones anahiticas ya  sea
voluntaria o involuntariamente
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PROPIEDADES FISICO - QUIMICAS DEL.
PRINCIFIO ACTIVO ®

ESTRUCTURA :

I( i CHCI
’ 3

CH,50,

L

NOMBRE QUIMICO :

N[ (e pR) a- Fluorometil) -3 Hidroai -p- (Metilsulfonil)

2,2 - Dicloro -

Feniletil | Acetanuda

NOMBRE GENERICO :
FLORFENICOL

FORMULA MOLECULAR :
C,HLCLENOS

PESO MOLECULAR :
358.21%/_,

CATEGORIA TERAPEUTICA :

Antibiotico Veterinario

pag. 19



APARIENCIA :

El Principio Activo se presenta como un polvo fino color blanco.

CONSTANTE DE DISOCIACION :

El Principio Active w¢s una moléculy neutra que no poses grupos
funcionales acidos o basicos que den unas caracteristica determinante de su
estructuras.

SOLUSILIDAD :

La solubilidad del Principio Activo se determino en varios solventes y
soluciones dcuosss por diterentes metodos obteniendose los resultados que o
continuacion se presentan

MEDIO SOLURILIDAD METODO

DISOLUCION «(mg/mt ) DETECCION
NaUOH 01N 10 HPY ¢
HOCEO N 13 HPLC
Agua 1.3 HPLC
Propilenglicol 19 ¢ HPLC
Acetato de Ftilo 22.9 HPLC
Ftanol 318 HPLC
Metanol 86.7 HPL C
Acetonitrilo > 100 VISUAL
Acetonag > 100 VISULIAL

COEFICIENTE DE PARTICION :

Fl Coeficiente de particion del Principio Activo reportado en Octanol y
Agua como fases no polar y polar respectivamente con concentraciones entre
0.05 y 0.5 mg/mla 23 C.

K= [PAL Gioa = 2.4
[PA.]

Agus
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ESPECTRO DE ABSORCION UV :

El Espectro de Absorcion tiV.Visible para ¢l Principio Activo s¢ muestra a

continuacion.
{ Principio Activo | =~ 0.4 mg / ml en Acetonitrilo (CH, CN)
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DU -sS 8 SPECTROFPHOTOMETER

ABSORBANCE
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FARMACOLOGIA CLINICA :

El Principio Activa es un antibiotico sintetico de amplio espectro el cual
actua en las bacterias inhibiendo la sintesis de proteinas 4 nivel de ribosomas.

Pruebas de laboratorio han determinado que ¢l Principio Activo tiene
efecto contra de una variedad de bacterias aerobicas, anaerobicas, gram
positivas y gram negativas aisladas de animales domesticos

In vitro e in vivo la actividad de este producto ha sida demostrada contra
las mis comunes bacterias patogenas encontradas 3 aisladas en animales del
' patog >
genero bovino

Fl Principio Activo esta indicado para ¢l tratamiento de enfermedades
respiratorias bovinas asociadas con las bacterias Pasteurella haemolytica,
Pastewrella multocida v Haemophdus somes
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CAPITULO 2

DESARRBOILILO DEL
TRABAIJIO EFXPrrERIVGIENT AL




CAPITULO 2

DESARROLLO DEL TRABAJO EXPERIMENTAL

ANVALITICO

., METO

DESAIRRIROILIO DK

El objetivo esencial de este trabajo es ¢l desarrollo 3 validacion de una
técnica analitica que nos permita cuantificar ¢l principio active

Letil Acetamida

22-Diclore-NaS bR -a-Flaorametih-heHidruxi-p-e MetibuifoniFe
contenido en una premwscla pard uso velennano y que ses aplicable
tanto para control de calidad como para estudios de estabitidad del mismo

De antemano se eligio lu tecnica por cromatografis de liguidos de alta
resolucion ( C1AR ) debido 4 que. en primer luygar, se cuents con ¢l equipo
material y reactivos de la calidad requerida para vfectuarse por esta tecnica

Esta  tecnica cuenta ya con una  gran diversidad de  columnas
cromatograficas ( Fases estacionamas ) a las que uno puede recurrir para
obtener la que nos de resultados optimos Por otra parte  eaiste ya un gran
numero de usuarios por lo que podria ser aplicads en cualquier centro de
investigacion que cuente con ¢l vquipo

Una vez fjada nuestra tecmica anabitica o utibzar 3 partiendo de las
condiciones cromatograficac reportadas para la determinacion de la solutulidad
de la molecula de interes, asi como las caracteristicas del resto dve los eacipientes,
se vio la posibilidad de realizar ¢l analisis del producto termunado utihzando una
columna C,, como fase ¢stacionaria 3 una mezcls de alguna solucion reguladora
con un solvente con caracteristicas no polares

De acuerdo 4 ¢stos experimentos s¢ determinaron las condiciones en las
cuales el compuesto de interes presentaba una respuesta cromatografica
adecuada con lus caracteristicas deseadas para un pico

Una vez que se tuvo esta parte del desarrollo analitico se procedio a
buscar un estandar intermo que cumpliera con las caracteristicas propias del
mismo ya mencionadas en ¢l capitulo anterior y que ademads no interfiriera con
el tiempo de retencién del activo
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fn nuestro caso ¢l Ftilparabeno fue la substancia que cumplia con los
requisitos previamente establecidos y que en adelante sena considerado como
nuestro estandar interno

AT AFICAS.

COLUMNA : Microbondapack ¢, de 30 cm. largo por & mm. de diarmetro
empacada con particulas de silica de 3 4 10 micras con grupos ligados de
octadecilsilano

FASE MOVIL : Mezcla dv una solucion de Acetato de Sodio (CH ,COONA)
0.01 M con Acetonitrilo ((H,CN) en una proporcion de 2.1 respectivamente y
ajustando ¢l pH de ¢sta o un valor dv 4 34 con CH,COOH Una vez preparada la
Fase Movil se filtra 4 traves de una membrana de teflon con 0.22 rmucras de
tamano de poro Millipore o equivalente y se desgasifica colocando el recipiente
en el batio de ultrasonido por 10 minutos

FLLQ : 1.0 ml / rmun

PETECTOR : Ultravioleta - Visible.
2: 2534 nm

SENSIBILIDAD : 0.1 AUF.

VOLUMEN INYECCION : 10 ul.
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REACTIVOS ¥ SOLUCIONES ESTANDAR.

Acetonitrilo (CH,CN2 grado Cromatografico.
Solucion de Estandar Interno

Pesar aproximadaments 20 mgs. de Fstandar de  Ftilparabeno y
transferirlos cuantitativamente dentro de un matrars volumetrico de 100 ml
Disolver y diluir al aforo con Acetonitrilo (CH,ON).

Solucion_Estandayr de 2,2 - iclore - N [ (aSPR) -« Fluorometil) -

Hidroxi _-p:. (Metilsulfornl) Fernilett! 1 _Acetamuda y Solucion__de Fstandar
Cembinado,

Pesar aproximadamente 50 mgs de Fstandar de Referencia de 2.2 -
Dictoro - N [ (¢S5 pR) -« Fluorometil) -{i- Hidroxi -p- (Metilsulforml) fFeniletil |
Acetamida y transferir cuantitativamente dentro de un matraz volumetrico de
50 mi. ARadir 5 ml de la Solucion de¢ Estandar Interno. 1hisolver y diluir al aforo
con Acetonitrilo (CH,CN). Ftiquetar ¢sta solucion como Fstandar Combinado

PROCEDIMIENTO.

Pesar exactamente alrededor de 2.5 grs de la muestra de premezcla y
transferir cuantitativarmente dentro de un matraz volumetrico de 350 mi

Adicionar 5.0 ml de Solucion de Fstandar Interno y aproximadamente 30
mi de Acetonitrilo (CH,ON).

Desgasificar ¢l matraz con |4 muestra por 10 rminutos, dejar enfriar a
termperatura ambiente y diluir al aforo con Acetonitrilo (CH,CN)

Filtrar esta solucion a4 traves de una membrana de tetlon con O 45 micras
de tamario de poro Millipore o equivalente descartando los primeros 2 a 3 ml
Etiquetar esta solucion como Solucion de la Muestra

Inyectar 10 ucl. de las soluciones de Fstandar Combinado y Muestra en el
Cromatografo de lLiquidos de Alta Resolucion bajo las condiciones previamente
establecidas.



TIEMPOS DEFE RETENCION APROXIMADOS.

2,2 - Dicloro - N [ (u5,AR) -a- Fluorometil) -f- Hidroxi -p- (Metilsulfonil)

Feniletil ] Acetamida 8 min.
Etilparabeno 13 min.
cALcCuULOS
Fagtor Respuesta ( F.R.)

F.R. = Area EA_x PesoElL x 5.ml x 50 ml
Area EI 100 ml S0 ml Peso EA

Donde :
Area FA = Area del Fstandar Analitico
Area E1 = Area del Estandar Interno.
Peso EA = Peso del Fstandar Analitico.

Peso F1 = Peso del Fstandar Interno

Calculo de los mga. de Principio Activo [ gr._de premesgia,

mg. PA/gr. = x Area MA_x PesoEl x 5 _ml x 50 ml
Area EI 100 m! 50 ml Peso MA
Donde
FR._ « Factor Respuesta Promedio.

Area MA = Area del Fstandar Analitico en la Muestra.
Area EI = Area del Estandar Interno.
Peso £l = Peso del Estandar Interno.

Peso MA = Peso de la Muestra.
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. VMETODO ANVAILITICO

VALIDACION DD

TIEMPO OPTIMO EN EL. BANO DE ULTRASONIDO
PARA LA PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

PARAMETRQO:

PROCEDIMIFNTO . Preparar dos soluciones de la sustancias de referencia
a cuantificar con concentraciones de 1 mg/ml a las cuales. previo a su aforo, se
les adiciono 5 ml de solucion de Ftilparabeno ( estandar interno ) con una
concentracion de 0.2 mg/mi ( soluciones estandar 1 3 2 ) Pesar 15 muestras de
un lote terminado de premezcla equinalente a 50 mgrs de principio activo (2.5
grs. de muestra) y transferirlos cuantitativamente o matraces volumetricos de
50 mil. adicionando una alicuocta de 53 ml de la solucion de estandar intermo
preparada previamente y agregar aproximadamente 30 ml
CH,CN. Cotocar 3 matruces para cada uno de los siguirntes tiempos en ¢l bano
de ultrasonido; 10, 15, 20 y 30 minutos Dejar enfriar a temperatura ambiente
para diluir y aforar con Acetonitrilo CH UN. Inyectar estus muestras y estandares
en el cromatografo de hiquidos bajo las condicionss propuestas como optimas
previamente durante la etapa de desarrollo del metodo

de  Acetonitrilo

A continuacion se presentan los resultados que arrojo esta prueba.

10 MINUTOS DF SONICACION
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Peso de Conc. Ed
muestra recuperada Conc.
_Zrs. mg/gr recuperada
2.5037 200004 100 00 i TOO. 3O
2.5056 20.1152 100.58 0.34
2.5007 20.1217 100.61 Y 0.34
15 MINUTOS DE SONICACION
Peso de Conc. o
muestra recuperada Conc.
ErS. mg/gr recuperada
~2.5096 | 20.0369 100.18 Vot 595.98
2.5011 20,0536 ' 100.27 o 0.42
2.5015 19.9005 29.50 o 0.42




20 MINUTOS DE SONICACION

Peso de Conc. o
muestra [recuperada Conc.
s, mx/gr recuperada
2.5009 : 19.7390 58.70 Foomedio
2.5020 | 20.0560 100.28 o
2.5009 | 199703 ' 99.85 Con
30 MINUTOS DF SONICACION
Peso de Conc. %o
muestrs recuperada Conc.
xrs. mx/gr recuperada
2.5050 & 20.1023 10051 Promentio -
2.5062 ' 20.0598 100.30 .
2.s08a4 ' 200276 100.14 -

CRITERIO DE ACEP

CION.

Coeficiente de Variacion rmenor o iguala 2.0 %

23.61
0.82
0.82

0037
0.19
0.19

lo que significa que los resultados obtenidos son confiables.

CONCLUSION.
Durante

la preparacion de las

muestras, ¢l

tiempo que deben de
permanecer estas en ¢l bano de ultrasonido antes de su aforo es de 15 minutos

COMO MINIiMo, Con uUnN Maximo para este mismo objetivo de 30 minutos.
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PARAMETRO : LINEALIDAD DEL SISTEMA.

PROCEDIMIENTC : La linealidad del sistema se demostro preparando una
solucion primaria con una concentracién de 10 mg/ml de la sustancia de
referencia a cuantificar de tal forma que al tomar alicuotas de 3456 y 7 ml
obtengamos concentraciones del 60,80,100,120 y 140 % con respecto al valor
tedrico establecido. Por otro lado se preparé una  solucion con una
concentracion de 0.2 mg/ml de Ftilparabeno ( ¢standar interno ) de la cual se
tomo una alicuota de 3 ml para cada uno de 1os matraces anteriores antes de
llevarlos al aforo de 30 ml con Acetonitrilo ((H . CN) Fstas muestras fueron
inyectadas por duplicado ¢n ¢l cromatografo de liquidos bajo las condiciones
propuestas como Optimas previamente durante la e¢tapa de desarrollo del
metodo.

A continuacion se presentan los resultados que arrojo esta prueba, asi
como la curva de¢ calibracion para ls lincaridad del sistema cromatogrifico.

Conc. Conc. Factor
teorica real Resp.
Yo meg Indiv.
60%-M1 | 0.6004 _ 0.0088
'60%-M2  0.6004 0.0088
80%-M1 0.8005 _ 0.0117
80%-M2 | 0.8005 . 0.0117
"100%-M1 | 1.0006 . 0.0147
100%-M2 | 1.0006  0.0147
© 120%-M1 1.2007 _ 0.0175
120%-M2 = 1.2007  0.0176
140%-M1 . 1.4008 . 0.0206
140%-M2 | 1.4008 0.0205
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FACTOR RESPURSTA

REREE

ILluaAquo DEL SISTEMA

CURVA DE CALIBRACION

a8 "
CONCENTRACION REAL BEL P.A. (my!mwi)

..

Regresidn Lineal
Ordenads al
Error Extandar do a
IC oot carralacion cuadr
. do cofrainackon
No do 14
raados de hban,

iante ™

and,
Ertor Estandir do m

0.00002
0 00004
O 9949
0.90006

10

8
0.01482
1} 00005
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RESULTADOS.
Los resultados de la curva de calibracion obtenida al realizar esta prueba
fueron los siguientes :

Ordenada al origen ( a ) - ©.00002
Pendiente (m ) = 001462
Coeficiente de correlacion lineal (v ) = O PI0IH

CRITERIO DE ACEPTACION.

Los criterios de aceptacion para vsta prueba asi como para ¢l resto de las
mismas fueron establecidos tomando ¢n cuenta varios aspectos

- Recomendaciones dv 1l Camara Intennstitucional de  Practices
Adecuadas de Manufactura ( CIPAM )

« Fstablecimiento de criterios segun la casa matriz de el laboratorio
Schering Plough SA de €.V

- Experiencia personal del tipo de muestra 3 metodologia que se aplico
para ¢l analisis

Ordenada al origen ( a ) aprox. = O

Lo cual significa que no tiene sesgos

Coeficiente de correlacion lineal (v ) aprox. = 1

Lo que significa que la relacion que se guarda es de tipo lineal y su grafica
tiende a ser una recta.

CONCLUSION.

Por lo tanto podemos considerdar que este paranetro

v cumple_con o3 _requisitos dentro _de_ (a validacion_ _de nuestro
método_analitico,
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PARAMETRO . PRECISION DEL SISTEMA.

PROCFDIMIENTO & La Precision del sistemas se demostro preparando una
solucion primaria con una concentracion de 10 my/ml de la sustancia de
referencia o cuantificar de tal forma que al tomar una abicuota de 5 ml
obtengamos ¢l 100 7 de la concentracion con respecto al valor teornico
establecido. Por otro ludo se preparo una solucion con una concentracion de 0.2
mg/ml de Fulparabeno ( estandar interno ) de lu cual <o tomo una alicuota de o
mi que se anadio al matraz anterior antes de llevarlos ol aforo de 50 ml con
Acetonitnlo (UHUN)  Esta muestra tur anyectada por sextuphcado en el
cromatograto de hiquidos bajo las condiciones  propuvstas como  optimas
previamiente durante la vtapu de desarroilo del metodo

A continuacion se presentan fos resultados que arrojo esta pruvba

Conc.
Estandar Estuindar Factor
Numero Yo Resp.
1 100 0.01475
2 100 001472
3 100 - 0.01a71
4 100 | 0.01475
5 100 S 001463
6 100 001471
FR promedio - | O.01471
Desviscion Fstandar = 0.00004
Coeficiente de Variacion = 0.30%
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RESULTADOS.

tos resultados obtenidos fueron los siguientes -

Factor Respuests Promedio = 00147
Desviacion Fstandar = 0.00004 H
Coeficiente de Varacion = 0.30 %

CRITERIO DE ACEPTACION,
Coeficiente de Variacion menor o igual a 2.0 %

1o que significa que los resultudos obtenidos son confiables

CONCLUSION.

Por 1o tanto podemos considerar que este parametro :

v cumple con los requisitos dentro de Ia de_r tro
método_analitico.




PARAME RO . EXACTITUD DEL METODO.

PROCEFDIMIFNITO Preparar dos soluciones de la sustancias de referencia
o cuantificar 4 concentraciones de 1 mg/mi g las cuasles, previo o su aforo, se les
adiciono 3 ml de solucion o Fulparabeno ( estandar interno ) con una

concentracion de 02 mygiml ( soluciones eatandar 1y

Y $or atro lado
1o my/imi de s
Pesar por separado 10 ditvrentes muestras

preparar una solucion promaria con ung concentracion de
sustancia de re
de aprosimadanwnte

volumetricos de 50 ml Adiionar por duplicado shicuotas de 3 495 6y T mi de

a cuantiti

renc

L ges de premescls pliccho o transtericlos en matraces

ta solucion primaria cquinnalents al €O 80 100 120 » 1307 de la concentracion
teorica A cada uno de los matraces que contienen los placebaos " cargados 7 se les
anade una sheuots de o oml de Lo solucion de estandat interno preparada
previamente 3 se Hevan al aforo con Acetomtrilo ( CHON) Inyectar ostas
muestras 3 estandares en ol cromatograto de lnpaodos bajo bes comdiciones
propuestas como  optimas prevtaments durante o etaps de desarrolio del
metado

A continuacion se presentan los resultados que arroge ecte prueba. ast

come la cuma de cabibracion pars vl 7 de recobro obtemdo

Conc Canc kS
Muestras ladicionads [recuperada Conc
Friqueta me my recuperada
GO M1 3002 . 30 49 . 101 07
GCOZ-M2 3002 30 34 101 10
Ow-M 1 4O 02 . S0 52 100 75
RO%-ML +O oL A0 59 101 42
100w-M1 5003 S0 41 100 77
T00w%-M2 5003 . 50 .38 100 72
120% M1 [qeNes] ¢0.10 100 12
1207%-M2 . 100 ¢4
1307-M1 | 99 94
1307-M2 100 20
som et 100.72'%
0.5413
- O.54%




EXACTITUD DEL METODO
~ RECUPERADO
8o
4 -
i so -
-
§ a0 -
=
2 -
E :
z {
c .
°
o
L] 20 a0 a0 . »a
Y O (mo ) s
I '
Regresion ineal
Ordennda al orngen L 0.75454
o b standis do Y $Aan7a
C 06t COMBianion cuadr IRTILE
Coof. de correlacion T = 0 99996
Mo e Datos 10
Coraacsins 36 libasrting n
Pendionte 0.99086
Crror Estand Poendionte 0 06306
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Una de las propiededes mas importantes de un mtodo analitico es que se
ancuentre libre de errores sistermaticos, es decir, el valor dado para la cantidad
de analito deberia ser el valor verdadero. Para decidir si la diferencia entre la
cantidad medida y la cantidad conocida se puede justificar por algun evror
alzatorio, puede aplicarse una prueba estadistica que se denomina prueba de
significacion.

Para ello se determinan. en este caso, los intervalos de confianza de la
ordenanda a! origen ( a ) y de la pendiente ( m )

RESUL TADOS.
£l coeficiente de variacion para los resultados arrojados por esta prueba

fue de 0.58%
Los resultados de la curva de calibracion obtenida al realizar esta prueba

fueron los siguientes :

Ovdenada al origen (a ) = 0.75454
Pendiente ( m ) = 0990486
0.99996

Coeficientz de correlacion lineal (r) =

En la prueba de significancion, se obtuvieron los siguientes resultados :

Intzvvalo de Confianza para (a) :
ICa = 2 +/- t(n-2,0.95)" x sa

ICa = 0.738538 +/- (2.31)* x (0.13674)
1Ca =~ ( 1.O708 - 03386 )

donde :
ICa = Intervalo de confianza de la Ordenada.

Sa = Error Estandar de la Ordenada
t(n-2,0.95) = Valor de t para Intervalo de Confianza de 95%.
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Intervalo de Confianza para (m) :
ICm = m +/- «(n-2,095)"% x Sm

ICMm = 0.99086 +/- (2.31) x (0.00306)
ICm = ( 0.9979 - O.9838)

donde :
ICm = Intervalo de confianza de la Pendiente.
Sm = Error fstandar de la Pendiente.

t(n-2,0.95) = Valor de t para Intervalo de Confianza de 95%.

CRITERIO DE ACEPTACION.

Coeficiente de Variacion menor o igual a 2.0 %

lo que significa que los resultados obtenidos son confiables.
Ovdenada al origen (a ) aprox. =0 y

Pendiente (m ) = 1

Observando los resultados tenemos que ¢l metodo presenta un
sesgo de de caracter sistematico Fstadisticamente los intervalos de
confianza no incluyen al O (cero) 3 1 (uno) para la ordenada al
origen y la pendiente respectivamente pero los resultados del % de
recobro cumple con requisito de C.V. menoar o igual al 2.0%. por lo
que podemos considerar que la magnitud de este sesgo no es de
caracter significativo, para los propositos del mwtodo

Coeficiente de correlacion lineal (r ) aprox. = 1
Lo que significa que la grafica tiende a ser una recta
CONCLUSION,

Por lo tanto podemos considerar que este pararmetro
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PARAMETRQ : LINEALIDAD DEL METODO.

PROCFDIMIFNTO © Preparar dos soluciones de la sustanaias de referencia
a cuantificar a concentraciones de 1 mg/ml a las cuales, previo a su aforo, se les
adiciono 3 ml de solucion de Ftilparabeno ( vstandar mmterno ) con una
concentracion de 0.2 myg/ml  soluciones estandar 1 3 2 ) Tomando en cuenta
que la concentracion teorica del prinapio activo presente ¢s de 20 mys en cada
gramo de premezcla, pesar por duplicado muestras de un lote terminado
equivalentes al 60, HO, 100, 120 y 1407 de la concentracion tearica necesaria
para el anatlisis ( 1 mg/ml ). es decir aprosimadamente 1 5. 20, 25, 30 y 35
grs. de muestra respectivamente, transferirias caantitativamente a matraces
volumetricas de 20 mbt para anadir una slicuota dv Z ml de la solucion de
estandar interno preparada previamente a cada uno de ellos antes de llevar al
aforo con Acetomitrilo ( CH.ON) Inyectar vstas muestras 3 estandares en el
cromatografo de lhquidos bajo lus condiciones propuestas como optimas
previamente durante la etapa de desarrollo del metodo

A continuacion se presentan los resultados que arrojo esta prueba

Peso de Conc. Conc k3
Muestras mta. adic. fadicionada |recuperada Conc.
Friqueta TS mg mg recuperada
60% M1 1.5001 . 30002 . 29 TRe . 99 2
GCOT-M2 1 5001 B 30 002 . L9 T87 . 922.29
B80%-M1 £2.0002 40 004 . 33 599 . 929.00
RO%-M2 2.0003 . #*0.00¢C 39 ROS8 ) 29 52
100%-M1 | 2.5002 50.00% . 49 TTe 99 55
100%-M2 2.5001 . 50002 . 49 THI . 29 58
120%-M1 3 0001 . 60002 . 392612 . 29.35
120%-M2 30001 . 60002 . 59.663 . DD A
140%-M1 3.5001 TooOo2 69.461 99.23
140%-M2 3 _TO002 69741 9963
Teonoion Pl ey adda 1 B 929.39
Preevtae o b 0.1938
e i et 0.20%
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RESULTADOS.
Los resultados obtenidos fueron los siguientes :

Concentracion Recuperada Promedio =

99.39 7%
Desviacion Fstandar = 0.1941
Coeficiente de Variacion = 0207

CRITERIO DE ACEPTACION.
Coeficiente de Variacion menor o igual a 2.0 %

lo que significa que los resultados obtemidos son confiables

CONCLUSION.

Por lo tanto podemos considerar que e¢ste parametro

v cumple_con_los requisitos _dentro _de_Ia _ lid ]

1_de
meétodo alitico,
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PARAMETRY | PAECISION DEL METODO ( REPRODUCIBILIDAD )

PROCENIMIINTCQ : Fsta pruebas se realiza con ¢l analisis de dos quimicos
que preparen individualmente sus muestras ¢n dos dias diferentes smbos Cada
uno debe preparar dos soluciones de ls sustancias de referencia o cuantificar con
concentraciones de 1 mg/ml a las cuales, previo o su aforo, se les adiciono 5 ml
de solucion de Ftilparabeno ( estandar interno ) con una concentracion de 0 2
mg/ml ( soluciones estandar 1 v 2 ) Pesar cada uno de los quimicos, 3 muestras
de un lote terminado de premwacla equivalente o 50 mys de prindipio activo
(2.5 grs. de muestra) y transferirlos cuantitatinamente a matraces volumetricos
de 30 ml para anadir una ahcuots de 5 ml de la solucion dv estandar interno
preparada previamente a cada uno de ellos antes de levar al aforo con
Acetonitrilo ( CH CN). Inyectar estas muestras 3 estandares en ol cromatografo
de liquidos bajo las condiciones propuestas como optimas previanmwnte durante
la etapa de desarvollo del metodo

A continuacion se presentan los resultados que arrojo ¢sta prueba para
ambos dias de analisis

Conc. 3
muestra |recuperada Conc.

mg/gr recuperada
D1.QLl-M1 19 8692 99.35
01-Q1-M2 ' 19.73553 98 68
D1-Q1-M3 ~ 19.4525  100.20
0DI-Q2-M1  19.9016 = 99.51
DI1-Q2-M2 ' 20.0188 10009
DI1-Q2-M3 ' 19.8576  100.09
D2-Q1-M1 19 9135 99.57
02-Q1-M2 ~ 19.9339  100.59
N2.Q1-M3 ° 199130 = 99 67
02-Q2-M1  19.9a87 = 99.7a
192-Q2-M2 ° 19.8562 = 99 .28
0D2-Q2-M3 ° 19.9177 ' 99.59
oot 15 8933 99.70
atandar 0.0686 0.5013
0.38% 0.50%
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ANALISIS DE VARIANZA ( ANOVA / ANADEVA ).

Tuenie de JOrados e | sima« o rng Toal ToOn
ariacion b rtact JCuadrados taaedr adon

- i IAEL A0
Aralista 1 | 0.0048 0.0048 0.0155 , 38.51

tu)
v T oagi/gie
Dea 2 0.6211 0.3105 1.1879 6.06
(8 .

i

trror 8 2.1272 0.2650  ------- -

CRITERIO DE ACEPTACION.

A) PARA LOS RFSULTADOS GL OBALFS.
Coeficiente de Variacion menor o igual a 2.0 %

lo que significa que los resultados obtenidos san confiables.

B) PARA EL ANALISIS DF VARIANZA. .

camo Fa < Fgle,gld;0.05 FEmetodo wualitioo es teproducable poe Los anabistas

como Fd < Fgld, gle;0.05 Flroetodo bt o8 repreonbaible s disteatos dias pros
Ve ralinta

CONCLUSION.

Por lo tanto podemos considerar que este parametro :

tos_dentro_de_ U

v cump
método anatitic
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PARAMETRQ : ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

PROCEDIMIENTO Preparar dos soluciones de la sustancias de referencia
@ cuantificar a concentraciones de 1 mg/ml a las cuales, previo a su aforo, se les
adiciono 5 ml de solucion de Ftilparabeno ( estandar intermo ) con una
concentracion de 0.2 mg/ml ( soluciones estandar 1 3 2 ) Pesar 6 muestras de
un lote terminado de premezclas cquivalente a 50 mgrs de principio activo ( 2.5
grs. de muestra ) y transferirlos cuantitativamente 4 matraces volumetricos de
50 mlb para anadir une alicuota de 5 ml de la solucion de estandar interno
preparada previamente o cada uno de ellos antes de levar ol aforo con
Acetonitrilo ( CH,UN). Inyectar dos de estas muestras y estandares en el
cromatografo de liquidos bajo las condiciones propuestas como optimas
previamente durante la etapa de desarrollo del metodo Repetir ¢l analisis al
tercer y quinto dia con las muestras restantes las cuales se colocaron una en
refrigeracion y otra a temperaturs ambiente

A continuacion se presentan los resultados que arrojo esta prueba

E N S A Y [@]
TEMPERATURA AMRIENTE

MUE S 1 RA INICiAl ] 3° DIA_ ] 6° DIA

1 29.57% EENERA EEXCSEA

2 100.59% = 9891% | 99.7a%

3 C 99.7aw | 99.5aw ' 99 a3y

E N S A Y O

REFRIGERACION

MUES T RA INICIATL | 3° DIa_ | 6° UIA

59 597% 99 527 59.207%

2 T 100.29% | 100.04% = 93987

3 ' 992K.00% | 99.17% 99 18%
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TEMPE RATURA AMBIENTE
INICIAT | 3°DIA | 6° DIA

PROMEDIO 59 967 59 097 59.53%
DESVIACION ESTANDAR 0.5465  0.3866  0.1801
COEFICIENTE DF VARIACION | 0.5467  0.3901  0.1809
1IC(+): [101.3233% '1000364%  99.9R04%
1IC(-): §98.6100% 98.1370%  9208627%
CRITERIO DE ACFPTACION T N T P P A A I TR T 1
INTERPRE TACION : FSTABLF  FSIABLF  NOFSIAB.

TEKPERATURA AMBIFNIE
TNICIAL ] 3" DIA_ ] 65 DIA

PROMF IO 99 T2 % 99 57 % 29 127

DESVIACION ESTANDAR 05174 | 04378 | 01217

COEFICIENTE DF VARIACION 05189 ' 04396 = oO1227
1IC C+) 101.0045 % 100.6635% 99 4220%

IC () [9B.4355 % 0K A899 % 9K K180

CRITERIO PE ACFPTACION ¢ T T TN L R U L4 B T P N TR TR AV I
INTFRPRETACION FSTABLF  FSTABIF  NOFSTIAB

Estos resultados nos indican nos muestran que las muestras listas para
ser inyectadas en ¢l cromatografo de liquidos, pueden sor analizadas hasta
tres dias después de su preparacion bajo condiciones de Refrigeracion y de

Temperatura Ambiente
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PARAME TRQ) . ESPECIFICIDAD DEL_ METODO.

PROCEDIMIENTO © Someter muestras de placebos de principio activo y

producto terminado s 7O 'C y 30 "C/80% de humedad relativa durante 15

s,

Preparar una serie de muestras con los placebos y estandares tanto analitico
como interno de la siguiente manera

v

R

S

Solvente Acetonitrilo ( CH,CN )

Fstandar del principio activo

Fstandar interno de Ftilparabeno

fstandar Combinado ( principio activo + Ftilparabeno )

Placebo de principio activo a temperatura ambiente sin estandar
interno de Ftilparabeno

Placebo de principio active a 70 "C durante 15 dias sin estandar
interno de Ftilparabeno

Placebo de principio activo a 40'°C y 807% de humedad relativa durante
15 dias sin estandar interno de Ftilparabeno

Producto Terminado 4 temperatura ambiente sin estandar interno de
Etilparabeno.

Producto Terminado 4 temperatura ambiente con estandar interno de
Etilparabeno

durante 15 dias sin estandar interno de

Producto Terminado a4 70"
Etilparabenc

Producto Terminado a 40 "'C y 807 de humedad relativa durante 15
dias sin estandar interno de Ftilparabeno

Inyectar cada una de estas soluciones ¢n ¢l cromatografo de liquidos bajo
las condiciones propuestas como optimas previamente durante la ¢tapa de
desarrolio det metodo.

A continuacion se¢ presentan los resultados que arrojo ests prueba.
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.01
13.49

INJECT

ESTANDAR COMBINADO



3.67

[NJECT

TEMPERATURA AMBIENTE SIN ESTANDAR
INTERNO
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3.86

LACEBO DE PRINCIPIO ACTIVO A 70°C

NTE 15 DIAS SIN ESTANDAR INTERNO
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DE HUMEDAD RELATIVA DURANTE 15 DIAS SIN
ESTANDAR INTERNO
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8.83

3.83
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7,68

{HJECT

PRODUCTO TERMINADO A TEMPERATURA

AMBIENTE CON ESTANDAR INTERNO
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7,95

HJECT

1
4

PRODUCTO TERMINADO A 70°C DURANTE 15
DIAS SIN ESTANDAR INTERNO
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8.92

3.88

INJECT

PRODUCTO TERMINA
HUMEDAD RELATIV,
ESTAND
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CONCLUSION.

Los cromatogramas obtenidos al realizar s serie de inyecciones
dermuestran que los resultados obtenidos durante el ensayo son debidos
exclusivamente a la respuesta de las dos sustancias quimicas que intervienen en
este ¥y que son : 1) Fl Principio AGINVG € 2.7 Dulors N L (avpsK) a Fluoromets!) n
Thdroxt f (MetibsulTorul) Feouletil P Acrtamida ) y 2 ) Fl Estiandar Interno 11,

Asi mismo los resultados obtenidos de este parametro demuestran que
no hay ninguna interferencia por parte de productos relacionados o de
degradacidn generados debido a las condiciones a las cuales fueron sometidas las
muestras, lo cual pudo haber ocasionado la obtencion de resultados falsos.
Control de

AT aberis

Fste metodo por lo tanto, puede ser utilizado tanto en
Calidad como en estudios de Fstabilidad

Por lo tanto podemos considerar que este parametro

) _con_los_requisitos_dentro_de _Ia 1 _de_ 10
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PARAMETRO : TOLERANCIA DEL METODO.

PROCEDIMIENTO Preparar una solucion de Etilparabenc ( estindar
intermo ) con una concentracion de 0.2 mg/ml.

Pesar una muestra de aproximadamente 2.3 grs. de producto terminado
¥ otra del mismo pero sormetido a 70 °C durante 15 dias para transferirlas
Cusntitativamente 4 matraces volumetricos de 50 ml. Adicionar una alicuots de
5 ml. de la solucion de estandar interno preparada previamente a cada uno de
ellos antes de llevar al aforo con Acetonitrilo ( CH,CN).

Realizar una serie de inyecciones de estas muestras variando las
condiciones cromatograficas propuestas como optimas previanmwnte durante la
etapa de desarrollo del metodo

Estas variaciones son las siguientes:

V Proporcion de los componentes de la fase movil. (+/- 5'%)

v Velocidad de flujo de ta fase moévil. ( +/-0.5 ml / min )

v pH de la Fase Movil. ( +/-0.5 )

Vv Variacion del Numero de platos teoricos de la columna,

De los resultados obtenidos, determinar el Factor resolucion para los
picos involucrados en la determinacion cromatografica,

a) Entre ¢l frente del solvente (5) y el pico del principio activo (E). °
b) Entre el pico del principio activo (E) y el pico del estandar interno (ID).

A continuacion se presentan los resultados que arrojo esta prueba.
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VARIABLE » de los de ia Fase Mowil
CONDICION Tomperaturn Ambilente ( T.A. )
53 T ey (min) PACTOM HIME IR e (M)
e aiand s 1 = | 1 S/E_ i F/I
1.9: 1.1 5.03 : 6.15 9.72 1.60 7.4
20: 1.0 5.48 7.62 13.55 3.06 8.47
21:09 7.14 10.32 21.46 4.54 11.14
VARIASLE > b de los de In Fa

CONDICION

70 Grados Centigrados

E

"

PICO DEL ESTANDAR INTERNO
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jProporcion Tiempos do Rotencion ( mmn | . )
Cremn bamner S 1 E | | S/E € /1
1.9:1.% 4.96 6.35 10.04 2.32 , 6.15
2.0: 1.0 5.51 7.71 13.58 3.67 8.39
2.1:0.9] 6.91 10.85 21.04 5.63 12.32
DONDE . PICO DE ALGUN EXCIPIENTE Y/O DEGRADACION.

PICO DEL ESTANDAR A CUANTIFICAR



VARIABLE ; de Pt A s (NPT )
CONDICION | Temperaturs Ambiente ( T.A. )

NPT Tiempos do Rutencion (min ) IS
Cemonnn 5 L € 1 ! S/rC__ 1 B/
4500
poco 5.48 7.62 13.55 3.06 ¢ 8.47

uno

" 3465 ’
medio 4.88 6.88 11.27 3.33 7.32
uso .
2401
mucho 5.30 6.70 11.23 1.75 5.66
uso
VARIABLI: ; de Teod (NPT )
CONDICION 70 Grados Centigradoa
NPT Tiompos du Retencion ( min ) T T i a e (0
Crmmnea S 1 S | ! S/ X
4590
poco 5.51 7.71 13.58 3.67 8.39
uso
3485
medio 4.94 6.85 11.24 2.73 6.27
uso
T 2407
mucho 5.15 6.80 11.15 2.36 6.21
uso

DONDE S = PICO DE ALGUN EXCIRPIENTE Y/O DE GRADACION
E = PICO DEL ESTANDAR A CUANTIFICAR
1= PICO DEL ESTANDAR INTERNO
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VARIABLE ¥ oo Ia Fase Movil
CONDICION Tomporatura Amblents ( T.A. )

pH Tiompos du Retoncion ( min ) DA IO NS NN H R (M
+ ane dbcne s T 5 | [ SIE | EZ
3.9 538 | 7.33 12.14 279  6.87
4.4 5.48 762 | 13.55 3.06 ' 8.47
4.9 §.51 7.60 13.26 2.99 9.43

VARIABLE P de la Fase MovH
CONDICION 70 Grados Centigrados
PH Tiompos da Retencion (min ) SAL I s n R N (4)
Vv R S | E 1 S/E €71
3.9 537 ¢ 7.35 . 13.04 2.83 . 813
4.4 5.51 7.71 1358 3.14 8.39
4.9 562 @ 7.87 13.85 3.7s 8.54
i
DONDE S = PICO DE ALGUN EXCIPIENTE Y/O DEGRADACION
£ = PICO DEL ESTANDAR A CUANTIFICAR

t = PICO DEL ESTANDAR INTERNQ
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VARIABLE | Fiwjo @ In Fase Movil
CONDICION | Tomperatura Amblents { T.A. )

Flujo Tiompos de Retoncion (min ) FALION BE W R HHO ()
i s ) s E 1 ] S/E . E7Y
' T
0.5 8.42 15.92 28.61 4.17 . 7.46
1.0 548 | 7.62 ., 13.55 3.06 | B.47
. :
1.5 3.8 ' 4.80 : 8.27 208 | 4.96

VARIABLE Flujo de ta Fase Govil
CONDICION 70 Grados Ceontigrados

Floro Tiompos de Ratoncion { min ) TR TIITD
(ot oo ) S | E 1 [ S/E [}
0.5 11.50 ; 16.25 | 28.37 4.75 ' 8.32
1.0 551  7.71 ' 13.58 3.e7 8.39

1.5 3.60 |, 4.92 8.53 3.30 7.22

DONDE S = PICO DE ALGUN EXCIPIENTE Y/O DEGRADACION.
£ = PICO DEL ESTANDAR A CUANTIFICAR
I = PICO DEL ESTANDAR INTERNO
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CRITRRIO DE ACEPTACION.
Factor Resolucion ( R ) mayor o igual s 1.5

lo que significa que la

separacion de los picos de
cromatogramas es sdecuada

interes en los

CONCLUSION.

Con os resultados obtenidos podemos concluir que nuestro método tiene
una robustez 6 sceptacion de posibles variaciones de:

5% para la proporcidn de los componentes de Ia Fase Movil.
11.36 % en el valor de pH de la Fase Movil.
50 % en el Flujo de la Fase Movil.

2300 Platos Teoricos como minimo en la Columna Cromatografica.
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CAPITULO 3
CONCLUSIONES

De acuerdo a los resuitados experimentales anteriormente obtenidos
podemos concluir que ¢l objetivo principal de! presents trabajo se cumplis ya
que se desarrollo y valido un meétodo analitico para la cuantificacién del
principio activo 2,2 - Dicloro - N [ (uS,pR) -a- Fluorometil) -p- Hidroxi -p-
(Metilsulfonil) Feniletil | Acetamida bajo criterios de aceptacion previamente
establecidos.

Este metodo se desarrollo con los objetivos principales de ser utilizado
tanto en estudios de estabilidad como para anilisis cotidianos de control de
calidad motivo por el cual se efectuo la prueba de especificidad que arrojo
resultados que dejan ver que ¢l método es especifico tanto pars el Principio
Activo en estudio como para la sustancia utilizada como Estindar Intermo ya que
ninguno de los cromatogramas de cada uno de ellos ¢s afectado por la respuesta
obtenida debido a la presencia del Solvente, Fxcipientes y de Productos de
Degradacion.

El Método presenta una Tolerancia en cuanto a los parametros
cromatosrn‘ﬁcos que se requieren para que se lleve a cabo; pH en la Fase mowil
(3.9 a 4.9), Proporcion de los componentes de la Fase Movil, Acetonitrilo CH,CN -
Solucion de Acetato de Sodio 0.01 M (28.33 a 38.33% y 61.67 a 7T1.67%)
respectivamente y Flujo de la Fase Movil ( 0.5 a 1.5 mi/min ), lo cual minimiza de
manera notable los posibles errores involuntarios del quimico analista durante
la preparacion, asi como las posibles variaciones del equipo al efectuar la mezcla
de los componentes de la Fase Movil y en el caudal o Flujo que este proporciona
durante el anidlisis, arrojando siempre resultados confiables.

Se pueden utilizar columnas con un minimo de 2500 platos teoricos
evaluados con Etilparabeno y los resultados son tan confiables cormo con
columnas nuevas de hasta 3500 platos teoricos. Esto repercute directamente en
la compra de columnas ya que tenemos una mayor numero de analisis confiables
por cads compra.

Los resultados que se obtienen son exactos y precisos lo cual representa
para el método un alto grado de confiabilidad que es uno de los objetivos del
Desarrollo de un Método Analitico.
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Los resultados obtenidos al efectuar el ensayo diferentes dias e incluso
por diferentes analistas no mostraron diferencias estadisticas significativas como
se observé en la prueba de reproducibilidad lo cual significa que cualquier
analista puede llevar s cabo ¢l ensayo variando también el dia que se efectua.

La metodologia de preparacion de las muestras, no presentsa una
problemitica elevada ¢en cuanto a complejidad y tiempo, lo cual es un aspecto
importante ya que aunado a tiempos de corrida cromatogrifica cortos nos dan
por resultado una metodologia con tiempos rapidos de analisis, lo cual subemos
es una de las principales prioridades cuando este metodo ses utilizado
rutinariamente.

Las muestras que se encuentran listas para ser inyectadas en ¢l equipo,
preparadas a temperatura ambiente y refrigeracion (0 a 3 'C ), demostraron
ser estables por un periodo de hasta 3 dias, 1o cual es importante en el caso de
imprevistos mecanicos, disponibilidad del cromatografo, fallas eléctricas, etc. ya
que no se requiere volver a preparar las muestras para obtener resultados
confiables.

El cromatografo de liquidos de alta resolucion que se utilizo para llevar a
cabo ¢l presente trabajo, también demostro estar trabajando confiablemente en
cuanto a las operaciones mismas que lleva a cabo ya que los parimetros de
linearidad y precision del sistema resultaron contundentes. R
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