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INTRODUCCION

La Seccion de Tecnologia Farmacéutica y el Area Pecuaria de la FES-Cuautitian
colaboran en el desarroilo de una forma farmacéutica, que permita combatir la coccidiosis
en el ganado caprino. Se desea que la forma formacéutica sea de liberacion controlada y
que presente como principio activo suifametazina sédica ya que ésta ayuda a combatir la
coccidiosis ademas de ser econdmica.

£l desarrolio de cualquier formulacion involucra una serie de etapas dentro de las cuales
se encuentran los estudios de estabilidad. Estos permiten conocer la estabilidad de los
farmacos, lo cual repercute en la sleccién de proceso y componentes de la formulacion.
Los estudios de estabilidad realizados al producto terminado ayudan a determinar fas
condiciones de almacenamiento y la fecha de expiracién.

Los métodos aplicados a estudios de estabilidad deben ser a primera instancia
especificos, es decir, deben ser capaces de cuantificar solo la sustancia de interés sin
interferencia de algun otro componente de la muestra.

Los métodos por cromatografia de liquidos presentan una gran utilidad para el monitoreo
de estahilidades, debido a que al ser un método separativo, logran identificar y cuantificar
no solo el principio activo sino también sus productos de degradacién, Lo anterior es
posible siempre v cuando se tengan las condiciones cromatograficas adecuadas, lo cual
se logra a través del desarrollo, la optimizacion y posteriormente la validacion del método
analitico, para garantizar la confiabilidad de sus resultados.

Debide a la importancia que presenta confar con métodos analiticos este trabajo se
enfocd primeramente a desarrollar un método analitico que nos permita evaluar la
estabilidad de la sulfametazina sédica, como materia prima, sin la interferencia de sus
productos de degradacion, por CLAR y posteriormente llevar a cabo la validacién del
método analitico.

El método desarrollado y las condiciones establecidas para la validacion se consideraron
tomando en cuenta que sera aplicado a un estudio de estabilidad bajo las condiciones
que establece la Norma Oficial Mexicana, ya que se desea aplicarlo, también, a los
estudios de estabilidad de la forma farmacéutica, con las modificaciones pertinentes.

El trabajo se encuentra dividido en tres capitulos. El primero contiene los conceptos que
nos permiten comprender el estudio realizado, el segundo involucra el desarrollo del
método y el capitulo tres esta destinado a todo lo referente a la validacion del método
desarroliado.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

« Desarrollar y validar un método para evaluar la estabilidad de la sulfametazina sédica,
como materia prima, por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR).

OBJETIVOS PARTICULARES:

« ldentificar los productos de degradacion de la sulfametazina sédica.

e Desarrollar un método cromatografico, especifico, que permita llevar a cabo la
cuantificacion de la sulfametazina sédica en presencia de sus productos de
degradacién.

« Vaiidar el método desarrollado.

o Aplicar el método validado a muestras de sulfametazina soédica sometidas a
condiciones drasticas de temperatura.

OBJETIVO ACADEMICO:
Aplicar e Integrar conocimientos que permitan una mejor formacién profesional para
lograr un desarrollo adecuado dentro de la industria farmacéutica.

OBJETIVO SOCIAL
Colaborar en & desarrollo de una formulacién de liberacién controlada que permita
combatir la coccidiosis en cabras y por consiguiente aumentar la produccién de carne

caprina y sus demas productos alimenticios derivados.
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CAPITULO I
MARCO TEORICO

1 GENERALIDADES DE LA SULFAMETAZINA BASE Y SULFAMETAZINA SODICA.

1.1 Nombre y Estructura. (Florey, 1978, p.403}.

« Nombre quimico; 4-Amino-N-(4,6-dimetil-2-pirimidinil}benzenosulfonamida.

« Nombre comun: Sulfametazina, sulfadimerazina, sulfamidina, Sulfadimetilpirimidina.

Sulfadimidina.

a Formula Condensada (Clarke’s, 1986, p.984).

C12H14N, 055
C12H13N4N3025

Sulfamefazina base:
Sulfametazing sodica;

« Fdormula estructural:

H,N S0, NH-—@

Sulfametazina
{SMZ)

HyN SO, NN

Sulfametazina Sodica

@

CH;

H;

H;

H;
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1.2 Propiedades Fisicoguimicas.

« Apariencia, color y olor.
Sulfametazina base: Polvo blanco, tiende a adquirir un color amarille y obscurecerse por
exposicion a la luz, tiene un ligero sabor amargo y no tiene olor (Florey, 1978, p. 403).

Sulfametazina sddica: Se presenta como cristales o polvo blanco o ligeramente amarillo,
higroscopico. Estos se decoloran y se descomponen lentamente al exponerse a la luz; al
exponerse al aire este compuesto absorbe diéxido de carbono y llega a ser menos soluble
en agua {Clarke’s, 1986, p.084),

« Peso molecuiar (Clarke’s, 1986, p.984).

-Suifametazina base: 278.30 gimol
-Sulfametazina sédica: 300.30 g/mol

e Espectro en L.V (Florey, 1978, p.403-409):
La figura 1 muestra el espectro al uliravicleta de la sulfametazina en agua (pH 6.6), en

HCI 0.01N y en NaGOH 0.01N.

A pH de 8.6, se observa un pico a 240 nm, cort un rasge a 260nm.
La sulfametazina en NaOH 0.01N muestra dos picos uno en 243nm y oiro en 257nm.
Cuando el farmaco se disuelve en HC] 0.01N, se observan dos picos, uno en 241nm vy el

otro en 297nm.

43 7
PN £-) NaOH 0.01N
.-‘" "\,g (-) Agua
/240 \ {- ) HCLD.O1N

—OZPDDIOWMLDTI

N

AN
LONGITUD DE ONDA

Figura 1. Espectro en UV de la Sulfametazina en Diferentes
Soluciones Acuosas
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s Solubilidad.

SMZ base: Es muy poco soluble en agua y cloroformo, ligeramente soluble en etanol,
acetona y HC! 0.01N; poco soluble en 01N de NaOH e insoluble en benceno (Florey, 1978,
p. 410},

SMZ sédica: La sulfametazina sédica es soluble 1 en 25 de agua y 1 en 60 de etanol
(Clarke's, 1986, p 984).

« Temperatura de fusion.
SMZ base: La USP XIX reporta que la temperatura de fusion debe ser 197°C - 200°C.

+ Constante de disociacion (Florey, 1978, p 410-413)

Se enconird un pKa que presenta un valor de 7.4 £0.2, para el equilibrio:

N OH CH;
s S e =
N N
H

Y un pKa de 2.65 10.2 para el equilibrio:

H, H
N N
Qo 6RO 3
CH,
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1.3 Estabilidad.
Venturella {ventureila V. S., 1968, p.1155) reporta que reflujando 10g de suifametazina en
135 ml de HCI 2N, por 8 hrs, se obtiene dcido sulfanilico y 2-amino-4,6-dimetilpirimidina.

CH,
N
LN SO:H HW—@
N
Acido Sulfanilice
CH,

2-amino-4,6-dimetilpirimidina

Zajac-M (Zajac M, 19877) indica que de la hidrdlisis 4acida de la Sulfadimidina
(sulfametazina) fueron aislados e identificados 4 productos de degradacién: acido
sulfanilico, 2-amino-4,B-dimetilpirimidina, sulfanilamida y 2-hidroxi-4,6-dimetilpirimidina.

H;
N
N O SO;NH, \1_<‘Q
O
Sul

fanilamida

2-hidroxi-4,6-dimetilpirimidina

1.4 Actividad Farmacoldgica.
La Sulfametazina presenta actividad antibacteriana, la cual es eficaz "in vitro” contra

Streptococos y Stafilococos (Meyer L., 1982, p.383).

1.5 Métodos de Analisis.

Para la determinacion de la Sulfametazina se cuenta con métodos titrimétricos, anahisis
colonmétrico, ensayos espectrofotométricos y cromatograficos (papel, capa fina, gases y
liquida) (Florey, 1978, p 415-418). A continuacidn se muestra una serie de condiciones
reportadas para la cuantificacion de sulfametazina por CLAR {Tabia 1}



CAPITULO | MARCO TEORICO

"HY1D Jod euizeyalieyng ap ugioksnueEns k) eled sepepoday ssuclvpuos | E|geL

(Lget) 90¥-vOr 'd
0280V 'Oy % |-0jLjU0le0y g gl T4 (Wripl) ®'0 | wope x wWWee | 861 L JUP0S
g9L-/gl d
"06:01 (29°9=Hd'W90°0) L1661
$0j2§s04 ap Jaung-HOsI 0z 20 6oz (UMg) 815 | wwy x wwiggl | O '19ISoop LUBA
815z-Lige d
{tg:9l) 9861
YOdPHY W10 0-HOBIN oz 4 452 e} Wil g X wapg | 1 ‘eundwelsered
{mhD2i08) 6/8-6/g8 d
YOd®HY WLO'0 -HOSW 00l gL 592 (wrig) 8l WW 9y X 05Z | #5661 IN ‘faipews
{MAgR1ZL) gebl-zul d
YOdHM WLO'0 -HOSW 001 5l 592 {unig) 2t WW 9t X 05z | #6561 W ‘Aslpawig
1sd ool
(sz:82) op uoisand sLEl-tLgl d
ojIuoey-ENnby 0z Bun ejsey vsZ jige) WO GZXWW 9y, 286l g ‘X0
{(mA0e02) oz-c7y d
oleIedY Y OdtH NLLO0 0z oL 0.2 300 W § X W2 O 0864 v ‘Buo
{5'0+0Z+08) $£0-2£0 'd
(%1)05089Y "Ov-HOSN-OH 0l vsz Bl pI Wity X WOOE | Z86L 'O ‘Shied
{nvagd) ¥95-865 d
HOBIN - FOdHEN Sp NS00 0s-02 80 59T wrig sp 81 | prww gy X 06z | pA6L T ‘uesiog
{aagzies)
o[LHLICIR0Y '869-159 d
-*Od*HEN 8P NG00 Z'l 59z wrigap ¥0 | prww oy X 05z | G861 T ‘uosiog
. e Cojwr) | ue epug op.| anbed, - - eUwnoy -
5 . . dtAopesed - : ofnid op "18A |* prytbuoy | op (ersiEl | ep ouwej BouRSey




CAPITULO | MARCO TEORICO

2. CONCEPTOS DE ESTABILIDAD.

2.1 Definicion de Estabilidad.

Estabilidad: se puede definir como la propiedad de una forma farmacéutica y/o materia
prima contenida en un determinado material de empaque para mantener dentro de limites
especificados y dentro del tiempo de almacenamiento y uso las caracteristicas, fisicas,
quimicas, microbiotdgicas y terapéuticas que tenian en el momento de ser fabricado
(NOM-073-S5A1-1993, 1994, p. 63).

l.a Estabilidad también se puede definir como el lapso de tiempeo desde la preparacion
inicial vy envase, durante el cual la forma dosificada continla cumpliendo con las
especificaciones presentadas en la monografia con respecto a la identidad, pureza,
calidad y potencia (Valdés J. R, p 2).

2.2 Definicién de Fecha de Expiracion.

Fecha de expiracion o periodo 0til: Es aguella fecha gue se indica en el material de
envase primario yfo secundano de un medicamento, para designar el tiempo estimado
durante el cuat el lote del producto permanecerd dentro de las especificaciones si se
conserva bajo las condiciones normales o particulares (NOM-073-SSA1-1993, 1994, p. 63).

Muchas veces ef periodo Util es definido como el tiempo en el cual el producto no ha
perdido mas de un 10% de farmaco, sin embargo esto no se aplica cuando fa DLgy del o
los productos de degradacidn es mayor a la DLsy del principio activo. En este caso se
debe realizar una evaluacion adecuada para determinar el porcentaje de dagradacién que
se aceptara (Ethe! Sbarbati N., 1975, p. 3}.

Asimismo no solo debe considerarse la pureza y la toxicidad para determinar el periodo
Gtl del farmaco, sino también es importante que cumpla con ciertas caracteristicas
fisicas, guimicas y terapéuticas.

l.a fecha de expiracion del producto es un atributo de calidad valioso y debe estar
acompafiada preferiblemente por ias condiciones de almacenamiento previstas por el
fabricante del producto o por las especificaciones de la farmacopea (Valdés J. R., p. 2).

2.3 Factores que Influyen en la Estabilidad de un Producto Farmacéutico
Los factores que mas pueden influir en la intensidad y velocidad de deterioro del producto
farmacéutico son los siguientes:

« Factores ambientales como: calor, humedad, luz, oxigeno y otras condiciones fisicas
{por ejemplo, vibraciones o congelacion).

10
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» Factores relacionados con el producto, entre os que pueden figurar:

a) Las propiedades quimicas y fisicas de la sustancia activa del medicamento vy de
los elementos auxiliares (como excipientes) utilizados (por ejemplo, la presencia
de ciertas impurezas, la forma particular polimérfica o cristalina, ef tamafio de las
particulas y la posible presencia de agua o de otro solvente).

b) La forma farmacéutica y su composicion.

c) El proceso de fabricacidn utilizado (inclusive condiciones ambientales y
procedimientos tecnoldgicos)

d) La naturaleza del contenedor o de los envases con los que el producto puede
antrar en contacto directo 0 que de cualquier otra forma puede influir sobre fa
estabilidad.

Asi, se debe tener en cuenta todos los factores mencionados cuando se determine el
periodo de conservacion de un producto.

2.4 Tipos de Estabilidad.
Teniendo en cuenia lo expuesto en el punto anterior se puede clasificar la estabilidad
desde diferentes perspectivas como se expone a continuacion:

ESTABILIDAD

Fisica | Quimica Microbiolégica I Biologica

Eslabilidad Fisica: En este caso se estudia si ha ocurrido algin cambio en las
propiedades fisicas tales como color, uniformidad, resuspensibilidad, transparencia,
solubilidad, etc.

Estabilidad Quimica: Es la mas estudiada, se basa en la determinacion a través del
tiempo del mantenimiento de la integridad durante el tiempo de vida Util sefialado,
empleando para ello métedos de andlisis fisicoquimicos especificos. Pueden contemplar
el aislarmento, purilicacion y determinacion de productos de descomposicion.

Estabilidad microbioldgica: Estudia si la esterilidad o la resistencia al crecimiento
microbiano  establecida en una formulacion es efectiva durante el periodo (il
especificado. Puede incluir la determinacion de la potencia en el caso de los antibioticos a
fin de comprobar su caducidad

11
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Estabilidad Bioldgica: Esta relacionada principaimente con aquellos productos de fuerte
actividad bioldgica tales como enzimas y harmonas, etc.

Puede también relacionarse con ia estabilidad quimica en el estudio de la toxicidad de
determinados productos de descomposicion a fin de establecer los limites adecuados
para los mismos (Valdés J. R., p. 3-4).

2.5 Estudios de Estabilidad.

Se pueden definir como agquellas pruebas o ensayos que se le realizan a un medicamento
o materia prima para determinar como se modifican las caracteristicas fisicas, quimicas y
terapéuticas bajo la influencia de diversos factores ambientales como son temperatura,
humedad y luz (NOM-073-S5A1-1993, 1994, p. 63), con el objeto de determinar el periodo
dtil y las condiciones de almacenamiento en que sus caracteristicas permanecen dentro
de fos limites especificados (NOM-073-S5A1-1993, 1996, p. 60).

La estabilidad y fecha de caducidad de una forma farmacéutica dependerid de su
formutacion y de los resultados de los estudios de estabilidad realizados por el fabricante
durante la etapa de desarrollo del producto y no pueden determinarse mediante sencillos
andlisis del producto terminado.

Los estudios de estabilidad se pueden clasificar en:
a) Estudios de estabilidad acelerada.

b) Estudios de estabilidad a largo plazo.

a) Estudios de estabilidad acelerada: son aquellos estudios realizados en
circunstancias que incrementan fa velocidad de degradacién quimica, fisica y biologica
de un farmaco o medicamento, utilizando condiciones exageradas de almacenamiento
con el fin de poder observar las reacciones de degradacion asi como predecir el
tiempo de conservacion en condiciones determinadas.

b) Estudios de estabifidad a largo plazo. Son aquellos estudios que se realizan para
confirmar la fecha de caducidad tentativa y se deben realizar bajo las condicicnes de
almacenamiento normales (NOM-073-SSA1-1993, 1994, p. 63).

12
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2.6. Impaortancia de la Cinética Quimica en los Estudios de Estabilidad Acelerada.
Generalmente, los procesos de degradacidén son reacciones quimicas que consumen
energia y que pueden acelerarse per medio de la temperatura. La mayoria de los
imétodos de envejecimiento acelerados toman en cuenta esto y se fundan en mediciones
de la velocidad de degradacidn a temperaturas superiores a la normal, para luego sacar
inferencias de lo que sucederia a la temperatura ambiente. Estan basados en principios
fisicoguimicos y por elio se hace necesario tener conocimientos bésicos de la cinética
quimica a fin de poder interpretar los resultados.

De los métodos de envejecimiento acelerado propuestos, los que mas se utilizan son: la
aplicacion directa de la ecuacién de Arrhenius, desarroliada por Garret para la prediccién
de la estabilidad; el del coeficiente de temperatura, el de la relacion de pendientes y el de
tabla de estabilidades entre otros. Mediante estos se puede evaluar la relacién entre la
temperatura y la velocidad de reaccién (Ethel Sbarbati N, 1975, p 76-84).
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3. INSTRUMENTACION Y DIFERENTES METODQS ANALITICOS APLICADOS A
ESTUDIOS DE ESTABILIDAD.

3.1 Métodos Analiticos.

Un punte importante en los estudios de estabilidad, es el método analitico a emptear, el
cual tiene como requisito fundamental su especificidad. Esto produce que sea poco
comun encontrar dichos métodos en las farmacopeas de uso general v que en repetidas
ocasiones se necesite desarrollario (Valdés J. R., 1987, p. 55).

Al hablar del término especificidad queremos significar con ello que es necesario que el
método sea capaz de medir solamente aquella parte de la molécula que sufre la
descomposicion . Esto puede realizarse de dos maneras {Valdés J. R., p. 4).

1. Midiendo solamente aquelia parte del principio activo que no ha sufrido ninguna
descomposicion, sin que intervengan o interfieran los productos de degradacion.

2. Midiendo solamente el o los productos de degradacién que pudieran aparecer durante
el curso de la degradacion.

La diferencia entre los métodos de control de Calidad y los métodos analiticos para la
estabilidad es evidente, ya gque un método quimico de control de calidad que sea capaz
de cuantificar con exactitud suficiente la cantidad de principios activos contenidos en la
formulacién, inmediatamente después de su fabricacion, es un método excelente: pero
este mismo puede no ser il pasado un tiempo después de fabricado el medicamento, ya
que pudiera estar basado en la medicién de determinadas partes de la molécula que
permanecen inalteradas en el curso del tiempo (Valdés J. R., p. 4).

Es aconsejable que, en el caso de que se vaya a determinar la concentracién del farmaco
sin descomponer, el método analitico seleccionado para este fin presente un coeficiente
de variacion no mayor a £2%. (Valdés J. R., 1987, p. 55).

3.2. Métodos Instrumentales Mas Usuales (Valdés J. R, 1987, p 5561y Valdés J R , p.4-
9).

A fin de lograr contar con las requisitos de precision y especificidad se han usado varios
métodos analiticos en los estudios de estabilidad como son:

a) Espectrofotometria UV/VIS

b) Colorimetria,
¢} Cromatografia en sus diferentes gamas de aplicacion.

14
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Han sido empleados también métodos tales como la calorimetria, polarimetria, la
polarografia, la cromatografia de gases combinada con la espectroscopia de masas, etc.

a) Espectrofotometria UV/VIS.

Los métados espectrofotométricos, la mayoria de las veces, permiten realizar estudios de
estabilidad de manera facil, rapida y precisa. Pero en muchas ocasiones carecen de
especificidad, principalmente cuando los productos de degradacidn presentar un espectro
identico al componente sin degradar.

Por ofra parte este tipo de métodos no son adecuados cuando se requiere cuantificar
concenfraciones que se encuentran por debajo del limite de sensibilidad del método
espectrofotométrico o dentro de su error experimental.

b) Colorimetria

La colorimefria ha servido como método alternative, ya que es posible obtener
coloraciones a través de reacciones con determinados grupos estructurales en la
molécula, que diferencien perfectamente el componente a medir, pero también se ha visto
limitada por problemas similares a la espectrofotometria UV/VIS, ya que pueden
presentarse grupos funcionales que también den coloraciones similares.

c) Cromatografia

Es indiscutible que el desarrollo impetuoso de la cromatografia en sus diferentes
modalidades ha dotado al analista de una excelente herramienta para enfrentar esta
probtematica debido no solamente a la alta sensibilidad y exactitud, sino también debido a
que en esencia es un método separativo, lo que permite lograr separacién de los
componentes de una mezcla, con lo que pueden ser identificados y cuantificados no solo
los diferentes principios activos, sino también los productos de descompaosicidn.

l.a complejidad de los métodos cromatograficos va desde el mas simple, como Ia
cromatografia en capa delgada y papel, hasta los mas sofisticados, como Ia
Cromatografia de liquidos de alfa Resolucion (CLAR). Los métodos en capa delgada bhan
recibido principal atencidn en la problematica de la estabilidad debido a su rapidez y
sencillez, asi come en su bajo costo, lo que conjugado con la gran cantidad de
informacion gue nos brinda, o hace muy Util y aconsejable.

Estos métodos han sido empleados solos y en combinacidn con otros como |a
espectrofotometria o la colorimetria.

El desarrollo de técnicas sofisticadas como la cromatografia de gases y la cromatografia
liquida de alta resolucion, han permitido ampliar las posihilidades analiticas ain mucho
mas que los métodos espectrofotométricos o la cromatografia de capa delgada usuales,
ya gue con ellos es posible |a cuantificacidn de cantidades que pueden caer en ocasiones
en niveles de los picogramos, con lo cual el enfoque del estudio de estabilidad puede ser
mucho mas preciso y real.
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En especial la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion es hoy en dia una de las
herramientas mas empleadas por los especialistas de estabilidad, ya gue posee miltiples
ventajas como son:

0 La introduccion de la muestra en el sistema se puede realizar con solventes
organicos y acuosos, o que elimina y simplifica en muchas ocasionas toda una
serie de pasos innecesarios para realizar la extraccién de muestras.

] Debido a que el proceso cromatogréfico se realiza generalmente a temperatura
_ambiente, se evita la descomposicion del farmace dentro de la columna
cromatografica, ya que cuando se usa cromatografia de gases es necesario la
preparacion de derivados que permitan estabilizar ai compuesto termolabil para
que pueda efectuarse la separacion dentro de la columna a temperaturas elevadas
sin provocar su descormposicion.

0 Los detectores empleados son generaimente detectores no destructivos, por lo
que este método puede ser empleado no solo para la cuantificacion de los
productos sin degradar y/o degradados, sino que puede servir para el aislamiento
e identificacion de los mismos.

O Aungue el costo inicial de equipo y solventes son altos, 1a rapidez del analisis, la
cantidad de informacién obtenida, ta pequefia cantidad de muestra vy et nimero de
analisis que se puede realizar por jornada laboral, hace del mismo un método ideal
para este tipo de estudios.

7 Pueden emplearse los cuatro tipos de cromatografia (particion, adsorcion,
intercambic Gnico y exclusion) con lo gue la gama de componentes posibles a
analizar es practicamente la totalidad de las posibilidades.

Lo anteriormente sefialado no implica que Ia cromatografia en capa delgada debe
descartarse, ya que sirve como complemento de la Cromatografia de Alta Resolucion.

La cromalografia de gases también ha sido empleada con éxito combinada con otros
métodos, como por ejemplo la espectrofotometria de masas, en los estudios de

estabilidad.

£l desarroilo de nuevos instrumentos, conjuntamente con la aplicacion de las
microcomputadoras, ha dado una mayor flexibilidad y ha extendido el campo de
aplicacion de las técnicas cromatograficas.

Ef uso de las téonicas cromatograficas en una forma combinada o individual, las ha
convertido en la seleccion por excelencia en la mayoria de los lahoratorios donde se
realizan estudios de estabilidad por las ventajas que presentan y seria dificil contar con
un departamento de estabilidad moderno donde dichas técnicas no sean empleadas.
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4. GENERALIDADES DE LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION.

4.1 Definicion de Cromatografia (Yost R. W, 1980, p. 3).

La Cromatografia. es un método fisico de separacién en €l cual los compaonentes a
separar se distribuyen entre dos fases; una de ellas es un lecho estacionario, mientras la
otra se mueve por percolacion a través de este lecho.

Los procesos cromatograficos tienen lugar como resultado de repetidas adsorciones y
desorciones durante el movimiento de los componentes de la muestra a lo large del lecho
estacionario, alcanzandose la separacion gracias a las diferencias en los coeficientes de
distribucién de los distintos componentes de la muestra.

Se utiliza “lecho estacionario” como término general para denominar cualquiera de las
diferentes formas en que puede usarse la fase estacionaria, que puede estar

empaquetada en una columna, extendida en forma de capa, etc. La fase movil puede ser
gaseosa o liquida.

En la cromatagrafia gaseosa la fase movil es un gas, mientras que la cromatografia
Liquida, que es la que nos ocupa, es un liquido.

4.2 Equipo de Cromatografia Liquida (Quattrocchi O A., 1992, p. A0).

La cromatografia liquida es en esencia, como todo método cromatografico, un metodo
separativo, Asi, el lugar donde se produce la separacion, la columna, puede considerarse
el corazén del sistema cromatografico, alrededor de la cual se monta un equipo de mayor
o meneor complejidad,

El cromatagrafo de Liguidos esta constituido por:
e Un reservorio de solvente que alimenta al sistema con la fase movil.
« Un sistema gue permita la introduccién de la muestra: inyector o automuestreador.

« Un sistema para forzar el pasaje de la muestra y ia fase mévil a través de la columna:
La Bomba.

« Un sistema de monitoreo de la solucion gue emerge de fa columna: el detector.

o Un sistema de registro de los datos provenientes del detector.

La sefal del detectar es siempre analégica y puede ser analizada tal cual por un
registrador grafico o por un integrador, o digitalizada, la cual puede ser interpretada y
procesada por una computadora (con la ayuda de un programa de comptto).
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Figura 2. Cromatégrafo de Liquidos de Alta Resolucién.

4.3 Clasificacion de la Cromatografia (Yost R. W., 1980, p. 4-5, 76).

Hay muchas maneras de clasificar la cromatografia Liquida en columna. Basandose en la
naturaleza de la fase estacionaria y en los procesos de separacion, pueden enumerarse
cuatro tipos:

Cromatografia de adsorcién: La fase estacionaria es un adsorbente y la separacion
se basa en repetidas etapas de adsorcién-desorcidn.

Cromatografia_de particién: La separacion no se basa en la adsorcidn, sino en una
verdadera particién entre la fase movil y la fase estacionaria.

Algunos autores consideran el término de Fase ligada dentro de la cromatografia de
particion pero otros prefieren llamaria cromatografia de fase enlazada debido a que el
mecanismo de separacidn no solo implica [a particién (Quattrocchi O. A, 1992, pag 6).

Cromatografia de Intercambio_jénico; El lecho estacionario tiene una superficle
cargada iéhicamente, con carga contraria a la de la muestra. Esta técnica se usa casi
exclusivamente con muestras idnicas o ionizables. Cuanto mayor sea la carga de la
muestra, mas fuertemente sera atralda hacia la superficie idnica y, por tanto, mas
tiempo tardara en ser eluida. La fase movil es un tampon acuaso, en el que el pHyla
polaridad se uiilizan para controlar el tiempo de elucion.
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Cromatografia de Exclusién: Se rellena la columna con un material que posea poros
de dimensiones comprendidas entre ciertos limites, con lo que la muestra es retenida o
filtrada segtn sea su tamafio molecular. Por razones fundamentaimente histéricas,
esta técnica se Hama también fiffracién sobre geles o cromalograffa sobre geles,
auhgue en la actualidad |a fase estacionaria no queda restringida a un gel.

En cuanto a los dos primeros tipos, no siempre puede asegurarse cual de los procesos
implicados {adsorcion y reparto) desempefia el papel mas importante. Por esta razén, en
la practica se definen dos o mas tipos, segun sea la polaridad relativa de las dos fases:
cromatografia en fase normal y cromatografta en fase inversa.

En la cromatografia en fase normal el lecho estacionario es de naturaleza fuertemente
polar {(por ejemplo silice} y la fase movil es apolar (por ejemplo n-hexano y
tetrahidrofuranc). Las muestras polares quedan retenidas en [a columna durante
tiempos mayores que los materiales menos polares o apolares.

En la cromalografia en fase inversa es exactamente lo contrario. El lecho estacionario
es de naturaleza apolar (hidrocarburo), mientras la fase movil es un liquido polar,
normalmente agua o un alcohol. En este caso entre mas apolar sea la muestra, mayor
serd su retencion.

Algunas veces se puede modificar la fase mévil para ajustar su polaridad. En fase normal,
puede hacerse por adicidn de una sustancia mas polar, en tanto que en fase inversa el
aditivo sera una sustancia menos polar.

En la figura 3 se representan estas dos técnicas, al tiempo que se indica el orden de
elucidn de los distintos componentes de una muestra, en funcién de sus diferentes
polaridades.

FASE ' FASE
ESTACIONARIA  ELUYENTE ESTACIONARIA ELEYENTE
o APOLAR POLAR
% MUY CH3
P o POLAR A CHy APOLAR,
0 P
CHy
L -oH FASE 0 FASE
A SEMI MOVIL L f--CHg ( SEM MOVIL
R /-OH | poLAR A POLAR
CHs
.OH Ri . chg
oH CHy MUY
on [APOLAR} ¥ CHs POLAR) ~

Figura 3. llustracion de la Cromatografia Liquida en Fase Normal y en Fase
Inversa. Los circulos representan los tipos de compuestos presentes en la muestra y
su posicion relativa en la direccion de fiujo de ta fase mavil indica su orden de elucion.
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4.4 Cromatografia de Fase Enlazada (Quattrocchi O. A., 1992, p. 89-105).

4.4.1 Antecedentes.

La cromatografia de particion fue de tal importancia que sus creadores, Martin y Syge,
recibieron en 1952 el premio Novel de Quimica. Sin embargo este tipo de cromatografia
no estaba libre de desventajas, provocadas especialmente por la débil unidn de la fase
estacionaria al soporte. Para evitar la pérdida de la fase estacionaria, 1a fase mévil debia
estar saturada en fase estacionaria, la muestra debia disolverse en esta fase mévil
saturada y no podian efectuarse gradientes de elucién, ni emplearse la temperatura como
variable de separacion.

Este problema ilevé al estudio de materiales alternativos, donde la fase estacionaria
estuviera quimicamente unida a la fase mdvil. El primer trabajo efectuado en la
cromatografia de fase ligada se debe a Howard y Martin, los cuales trataron con tierra de
diatomeas con dimetilclorosilane en fase vapor, obteniéndose un material hidrofébico
estable, en realidad, emplearon este material en modaiidad cromatografia de paricion,
como soporte de octano y usaron como fase movil mezclas hidro-metandlicas. Como la
polaridad de la fase se invertia, este proceso fue llamado_cromatografia de particion de
fase inversa. Esta fécnica tuvo gran difusién. Sin embargo, el mayor impacto de la
cromatografia de la fase ligada en cromatografia liquida se produjo en 1970, cuando
Kirkland y De Stefano crearon el primer relleno de fase inversa, que llamaron Permeace
Octadecilsilano (ODS).

El notable aumento en la catidad del material de rellenc y el avance en la instrumentacion,
llevaren al nacimiento y rapido crecimiento de una nusva modalidad: la Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucion {CLAR), en la cual los principales logros se concentraron en
parametros fundamentales: resolucién, reproducibilidad y rapidez.

Actualmente, el método dominante es la cromatografia ligada (o enlazada) que puede
clasificarse en_fase normal y fase inversa, de acuerdo a la polaridad relativa de la fase
mavil y los grupos funcionales quimicamente ligados a la matriz. Cerca del 80% de las
separaciones cromatograficas se efectian con material de fase ligada y mds del 70%
corresponden a la cromatografia en fase inversa.

En la cromatografia en fase ligada, la particula base se modifica quimicamente para
reemplazar sus grupos funcionales activos, los silancles, de caracteristicas polares, por
determinados grupos funcionales: octadecilsifano {frecuentemente llamado ODS o C18),
octilsilano (C8), fenilo, ciano {CN}), amino, diol, etc

En algunos casos, la misma fase ligada puede ser empleada en fase normal o inversa
segln el tipo de fase movil usada. Por gjemplo, un relleno ligado o grupos clano
funcionara en fase normal si la fase movil es hidréfoba (por ejemplo iscoctano) ¢ en fase
inversa, cuando s& emplean mezclas hidroalcohdlicas.

La Cromatografia de fase inversa ha desplazado no sélo a la cromatografia en fase
normal (aungue nunca podria hacerlo totalmente), sino que también ocupa terrenos hasta
hace poco exclusivos de la cromatografia de intercambio idnico y su emplec es
progresivo para el andlisis de macromoléculas, antiguamente tratadas solo por técnicas
de filtracidn molecular, intercambio idnico y electroforesis.
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4.4.2 Caracteristicas de la Silicagel.

La silica empleada para cromatografia de adsorcién es un sdlido amorfo y poroso, de
gran drea superficial (30 a mas de 500 m®/ g).

Quimicamente, puede definirse como un éxido de silicio hidratado, de tipo (Si0, . HO)y,
en el cual sus atomos metalicos internos estan ligados entre si por dtomos de oxigeno
{(puentes siloxano Si-0-Si) y los superficiales a grupos hidroxilo, constituyendo los grupos
silanoles (Si-OH), Los cuales pueden ser ‘libre”, "vecinal® o "germinal” y son los
responsables de la actividad superficial (ver figura 4).

PUENTES DE HIDROGENO

l

OH- —-OH HIDROXILO LIBRE

b /

Si— 0~-8i OH
[ I

Si
! \ si” )
PARTICULAS 0/ G+ UNION
DE o/  SILOXANO

. S
SILICAGEL [ A

GERMINAL

Figura 4. Estructura de la Silicagel

La silicagel es fuertemente higroscopica y el agua fijada por puentes de hidrégeno a los
silanoles es responsable del bloqueo y pérdida de actividad.

l.a silicagel es insoluble en solventes no polares pero es soluble en agua, hasta 100 ppm
a temperatura ambiente y pH neutro y aumenta a valores de pH mayores de 7.5. Y por
ello el limitado intervalo de estabilidad a 1a disclucién de la silica gel en funcién del pH,
ha generado el desarrcllo de otros soporte, en base polimérica como alternativa.
Actuaimente, la silicagel sigue siendo el matefial de base mas empleado y los rellenos de
base polimérica debido a que permiten trabajar a intervalos de pH amplios (1-13)
presenta una difusion creciente.
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4.4.2 Preparacién de la Fase Enlazada o ligada.

Las particulas de la fase ligada estd compuesta por un material de base {sllicagel,
alimina, agarosa, copolimero de esfireno y divinilbenceno, etc.), al que se le une
quimicamente un compuesto que contiene un grupo funcional determinado. La mayor
parte del material disponible comercialmente estd formado por silicagel a la cual se ha
unido un grupo funcional por unién covalente de tipo siloxano (Particuta Si-O-Si).

Las uniones del grupo funcional a la silicagel son basicamente cuatro: Tipo éster (Si-OR}),
amino (Si-NRj), carbono (Si-CRj3) y siloxano {SI-0-SiR,). Esta ultima es el de mayor
difusion. Se sintetiza por reaccion de los silanoles de la silica con organo-n-halo-silanos
(generalmente clorosilanos), que pueden ser monofuncionales, bifuncionales vy
trifuncionales. Por ejemplo para el clorosilano:

R R R
|' b |
ci— Si —R Cci— Si —R cl— S —a
I £ |
R Cl Cl
Monociorosiano Diclorosilano Triclorosilano

La mayor reactividad corresponde al triclorosilano y fa menor al monoclorosilano. La
reaccion puede efectuarse en medio anhidro, resultado la formacion de una monocapa, 0
en presencia de agua, lo que dara lugar a la formacion de capas poliméricas con
diclorosilanos y triclorosilano. Los monoclorosilanos no pueden formar capas multiples,
sélo forman monocapas (ver figura 5).

Durante la silanizacion, la polimerizacion puede ser lineal o entrecruzada y el proceso es
dificil de controlar . Asi algunas particulas pueden contener capa poliméticas de mayor
espesor que otras. Lo cual ocasiona diferencias en parametros de importancia
cromatografica como velocidad de transferencia de masa de solutos y capacidad de carga
de la columna. Inclusive dificimente se consiguen lotes de calidad reproducible.

Por estos factores, el tipo de capa de mayor difusion es la monomérica. La reaccion es
(ver figura 5) un ataque nucleofilico del oxigeno del hidroxilo de la silica al &tomo de silicio
del silano Este atague se favorece por agregado de una base (piridina, imidazol), gue
sirve para tomar el HC! liberado y como catalizador por formacion de un intermediario
previo al siloxano
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Figura 5. Alguna de las Rutas de Sintesis de la Fase Ligada a Silicagel, mostrando la union
de un organc-monoclorosilano a un silanol libre (A), y de un organo-diclorosilano a un silanc
libre (B} y un sitanol germinal {C}.

Al llevar a cabe la silanizacion, las moléculas de reactivo silanizante grandes (por ejemplo
octadecil dimetil clorosilano) simplemente no pueden llegar a la base de los poros,
especialmente si la entrada de los mismos fue objeto de reaccidn previa por ofras
moléculas silanizantes.

En una separacién en fase inversa, los silanoles superficiales que no llegan a silanizarse,
pueden dar lugar a mecanismos mixtos de retencion, fuerte retencién de solutos polares,
picos asimétricos con solutos basicos (por su naturaleza acidica), adsorciones
indeseables e inclusa disminucion de 1a vida media de la columna, por ofrecer un blanco
al ataque por agua a la silicagel subyacente a la fase ligada.
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Para eliminar o reducir el efecto de los silanoles superficiales, muchas veces se completa
la silanizacion con moléculas grandes (que dan origen a rellenos de C18 y de C8) con
una segunda silanizacién, pero con una molécula mas chica, por ejemplo, TMCS
(tnmetilclorositanc) o hexametildisilazano. Este praceso, conocido como “end-capping” o
“caping off’, puede completar la cobertura de la matriz, pero como se ha visto y puede
demostrarse por técnicas de intercambio isotdpico, quedan aun grupos sin reaccionar. De
cualquier modo, es poco probable que los solutos que habitualmente se manejan en
Cromatografia Liquida de Fase Inversa puedan penetrar hasta 1a zonas en las cuales no
lo ha hecho el TMCS.

4.5 Cromatografia En Fase Inversa.

4.5.1 Generalidades (Quattrocchi O. A., 1992, p.106-107).

La difusion de la fase inversa se debe a un factor clave: la silicagel, un matenat
fuertemente higroscopico. El agua adsorbida, que forma capas simples o multiples
ajrededor de la particula y llega a tapar sus poros, es responsable de la pérdida de
actividad de la fase estacionaria en fase normal, ¢ al menos, conduce a mecanismos
mixtos de retencion: por una parte fenémenos de adsorcidn debido a los silancles
supetficiales de la fase estacionaria y por otra, el mecanismo de particion entre 1a fase
mavil y Ia fase estacionaria.

Empieando solventes no polares, 1a retencion serd menor en silicagel sin agua adsorbida
y la retencién disminuird con el aumento del agua adsorbida al relleno. Para conseguir
resultados reproducibles en fa fase normal, se debe controlar rigurosamente fa humedad
de los solventes, sin embargo, esto no resulta tan sencillo como podria parecer ya que ni
la humectacion de a silicagel ni ta de los solventes no polares son procesos rapidos, al
menos en relacién a los tiempos que se pretenden manejar en estas metodologias vy la
humedad del sistema puede variar durante el transcurso del dia por factores ambientales,
humedad del recipiente, etc.

Por ofra parie, la naturaleza de los grupos funcionales de la silicage!, fuertemente activos,
pueden dar lugar a otro tipo de fenomenos indeseados. Los silanoles superficiales son
débilmente acidicos y estas caracteristicas pueden provocar fuerte retencion, a veces
irreversibles de compuestos bésicos, la deshidratacién de alcoholes labiles y pueden
incluso comportarse como intercambiadores idnicos débiles, con capacidad de retener
iones metalicos de actividad catalitica.

Estas dificultades llevaron las preferencias del analista hacia otro tipo de material, en el

cual la reactividad de los grupos actives en términos cromatograficos fuera intensa y
donde el contenido de agua no incidiera de tal forma sobre los resultados
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Las ventajas de la cromatografia en fase inversa pueden resumirse en:

+ Compuestos no idnicos, inicos e ionizables pueden ser separados en la misma
eolumna, con la misma fase mévil.

La fuerza de alraccién superficie no polar-soluto es débil.

La adsorcion irreversible, frecuentemente en silicagel raramente ocurre.

La fase movil predominante es agua, abundante y econémica.

Se necesita poco tiempo para el equilibrio del sistema luego de un cambic de fase
movil.

R

4.5.2 Fundamento (Yost R. W., 1980, p. 80-82).
El proceso de separacion cromatografica en fase inversa se explica a continuacién con la
ayuda de la figura B. En este tipo de cromatografia la fases mdviles habitualmente son
mezcias de agua-metanol o agua-acetonitrilo.

RELEENO DE LA FASE SOLUTO
COLUMMA, MOVIL {MUESTRA)
FASE ESTACIONARIA
ENL AZADA (ODS)

PARTICULAS ANTRACENO
POROSAS

Figura 6. Ejemplo de Cromatografia Liquida en Fase Inversa Sobre un
Relleno Apolar.

La molécula apotar del antraceno presenta mayor afinidad hacia la fase estacionaria
apolar (ODS) que en la fase movil, formada por una mezcla de agua-metanol. si se
aumenta el contenido de metanol de la fase mavil aumentard también la afinidad del
antraceno en esta fase, eluyéndose de ia columna con mayor rapidez. Por el contrarto, si
la muestra se eluye con demastada rapidez, hay que aumentar el contenido de agua,
permitiendo asi que el antraceno interaccione mayor tiempo con la fase estacionaria.

El mecanismo de la separacion sobre fases enfazadas, en fase inversa, no es de reparto

pura y se cree que operan simultaneamente tres mecanismos: adsorcion, repario y
tension superficial.
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Horvath y Melander sugieren una posible explicacion a la gran capacidad de separacion
de las columnas de la fase inversa, puesio que estas fases no estan limitadas a los
compuestos apelares a los que cabe aplicar el principio tradicional de la teorfa de reparto,
sino que dichas fases también pueden usarse para separar compuestos semipolares y
aun muy polares, como esteroides, alcoholes etc. Estas separaciones pueden levarse a
cabo gracias a las propiedades de tensidn superficiat del relleno. Para grandes
concentracianes de agua, las fuerzas de tension superficial entre las moléculas de la
muestra y |a fase estacionaria tienden a ser muy elevadas y al aumentar fa cantidad de
sustancia organica en la fase movil, la unién de la muestra con la fase estacionaria debida
a fuerzas de tension superficial se debilita, eluyendose los componentes.

4.5.3 Fase Movil (Yost R, W., 1980, p. 82-85).

£n fase inversa la fase movil es la mezcla de agua con un disolvente miscible y menos
polar, como metanol, acetonitrilo, tetrahidrofurano, etc. el agua es el disolvente "mas
débil’, y origina los mayores tiempos de retencién. Al aumentar fa concentracion del
disolvente menos polar disminuyen los tiempos de retencion.

La eleccion del componente menos polar de la fase mévil depende de diversos factores,
principalmente de la solubilidad de la muestra, compatibilidad fase mdvil-muestra-
detector, viscosidad de la fase movil y eficiencia del equipo utilizado. Todos ellos estan
interrelacionados, debiéndose elegir el disolvente que mejor satisfaga todas las
condiciones.

Entre los liquidos de uso general, el acetonitrilo y la mezcla de acetonitrilo agua
presentan la menor viscosidad, y por lo tanto seran las fases moviles de eleccién en
instrumentos equipados con bombas de baja presion. A causa de su baja viscosidad, el
acetonitrilo puede proporcionar la mayor eficiencia. Se ha demostrado experimentalmente
que cuando se utiliza acetonitrito en lugar de metanol puede lograrse un aumento de la
eficiencia de casi el 30%.

£n el analisis de muestras ionizables hidrosolubles normalmente es necesario suprimir la
iohizacién de la muestra para eliminar las colas que suelen presentar los picos de estos
solutos. Para compuestos acidos, suele ser suficiente la adicién de menos de un 1% de
un acide como el fosférico o ef acético. Es preferible el fosforico por su baja absorcion en
UV, También los fosfatos son muy utilizados en cromatografia de fase inversa como sales
de sodio y potasio debido a su baja absorcion en UV atin a longitudes de onda cortas.

Las aminas se utilizan habitualmente para reducir el coleo de los picos de sustancias con

caracter basico. Las alquilaminas cominmente usadas son ja trietilamina, etilamina,
dietilamina y dibutilamina, en concentraciones bajas (1-20 mhd).
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5. SOLVENTES USADOS EN CLAR (Quattrocchi O. A., 1992, p. 65-87).

5.1 Propiedades de los Solventes.

La fase movil en CLAR es fundamental, ya que puede por si misma modificar
completamente la selectividad de las separaciones en fase normal y es, a la vez, el
verdadero "motor” de las separaciones en fase inversa.

Se debe tomar en cuenta que no todos los solventes son adecuados para trabajar en
CLAR, ya que la condicidn de estado liquido no es suficiente por st misma para que una
sustancia se pueda emplear como fase mévil. Un solvente apropiado para CLAR debe
cumplir con algunas requisitos, entre los cuales podemos destacar los siguientes:

Alto poder solubilizante de la muestra.
Bafa reactividad.

Compatibilidad con el detector utilizado.
Adecuado punto de ebullicion.

Baja viscosidad.

Seguridad.

Alto grado de pureza.

Poder solubilizante de las muestras.

Es evidente que en Cromatografia Liquida, la muestra a inyectar debe estar
completamente disuelta. Es conveniente que el solvente de disolucign de la muestra sea
Ja misma fase mavil. Si esto no es posible se debe tener en cuenta tanto la miscibilidad
entre el solvente de disolucion y la fase movil, como la posible precipitacion de
componentes de la muestra al entrar en contacto con la fase movil.

Baja reactividad.

Los solventes con un elevado grado de reactividad no se utilizan en CLAR, ya que
pueden reaccionar con la muestra, la fase estacionaria, o los componentes del equipo
cromatografico. Asi por ejemplo no se utilizan oleofinas, nitrocompuestos, aldehidos ni
cetonas. Los solventes con grupos cetonicos deben evitarse particularmente con
columnas de fase ligada o grupos amino, dado que ¢l producto de reaccion es estable y la
degradacion ocasionada es irreversible.

Compatibifidad con el detector utilizado.

Teniendo en cuenta que el detector en CLAR mas difundido es el espectrofotométrico, es
habitual elegir un solvente ‘transparente” a la longitud de onda de trabajo. Esa
transparencia puede evaluarse por la longitud de onda de corte Ac, es decir, 1a longitud de
onda a la cual la absorbancia del solvente, en una cubeta de 10mm de paso 6ptico, es
igual a una unidad de absorbancia empleando aire como referencia (ver tabla fl}).
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Solventes como el tolueno (Ac=285nm) y acetona (Ac= 330nm) practicamente no se
emplean, ya que la sefial de fondo que se produce en un detector convencional
(absorcién de base, debida a la fase mdvil} es tan alta que impide, no solamente la
medicidén de los compuestos eluidos, sino incluso el ajuste a cero en el instrumento.
Como contrapartida, el metanol (Ac=205nm) y el acetonitriio (Ac=190nm) son los
solventes mas empleados en CLAR.

Solventes | rcenlV | L R | Viscosidad
- (nm) Refraccién | Ebullicién:|  a g°
25°C {(°C)” 25°C
Agua 1.333 100 0.89 78.3
Ac. Acético 1.327 118 1.26 615
Acetona 330 1.356 56 0.30 0.56
Acetonitrilo 190 1.341 82 0.34 0.65
Ciciohexano 200 1.423 81 0.90 0.04
Ciclopentano 200 1.404 49 0.42 1.96
Cloroformo 245 1.443 61 0.53 0.40
Cloruro de Metilo 233 1.421 40 0.41 0.42
Dimetilsulfoxido 268 1.477 189 2.00 0.62
Dioxano 215 1.420 101 1.20 0.56
Etanol 210 1.359 78 1.08 0.88
n-Heptano 195 1.385 98 0.40 0.01
n-Hexano 180 1.372 69 0.30 0.01
Isooctano 197 1.389 99 0.47 0.01
isopropanol 205 1.384 82 1.90 0.82
Metanol 205 1.326 65 0.54 0.85
Tetrahidrofurano 212 1.405 66 0.46 0.45
Tolueno 285 1.494 110 (.55 2.38

Tabla ll, Propiedades de los Solventes Usados en CLAR.
{Quattrocehi O, A, 1992, p. 72, Yost R. W., 1980, p.66-67)

Punto de ebullicion.

En general se prefieren los soiventes de punto de ebullicién intermedio. Si el solvente
tiene bajo punio de ebullicién, su volatiidad es aita y la composicion de la fase movil
puede variar durante la jomada de trabajo. Por otra parte, el ciclo de descompresion de
una bomba reciprocante puede lievar a la formacion de burbujas, lo que se asocia con
irregularidades en el caudal, atascamiento de los pistones etc. También se ha visto que
un alto punto de ebullicion se correlaciona, por lo general, con alta viscosidad. Esto dltimo
es sindnimo de alta presién (con ello menor vida media de los componentes del
instrumento) y baja eficiencia. Sin embarge un solvente viscoso puede resultar muy atil
para maodificar 1a selectividad del sistema, y puede ser apropiado si se emplea en baja
proporcion
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Viscosidad

La viscosidad de los solventes estd estrechamente relacionada con la presién del
sisterna. Con solventes viscosos, la eficiencia de la separacion es menor debido a que el
coeficiente de difusion de la muestra se reduce y se dificulta [a transferencia de masa del
soluto entre la fase movil y la fase estacionaria.

El aumento de la viscosidad reduce la permeabilidad de la columna y al mismo caudal la
presion serd mayor que la producida por solvente de baja viscosidad. Por ese motive se
prefiere evitar el usc de solventes de alta viscosidad como dimetilsulféxido o isopropancl.

En el caso de mezclas de solventes, la viscosidad de la mezcla, depende
preferentemente de la viscosidad del solvente menos viscoso. Sin embargo, esto no se
cumple en el caso de mezclas de solventes de fuerle asociacion, como las que
habitualmente se utilizan en CLAR, ya que la viscosidad de la mezcla resufta mucho mas
elevada que la de los componentes puros. Por ejemplo, la viscosidad méxima de una
mezcla de MeOH-Agua se da para un 40% de Metanol y en la mezcla AcN-Agua para un
10% de acetonitrilo.

Seguridad
Como en cualquier método analitico, en CLAR debe evitarse el empleo de solventes que,

par sus caracteristicas (en particular inflamabilidad y toxicidad), representan un serio
riesgo para el operador. En general, se recomienda no utilizar solventes de alto grado de
toxicidad como el sulfurc de carbono, benceno o tetraclorurc de carbono y tomar
precauciones durante la maniputacidn de otros solventes.

Pureza

Los Solventes empleados en CLAR deben cumpli, como se ha visto, con ciertos
requisitos de calidad. La presencia de impurezas puede, por un lado, inducir
modificaciones de la selectividad de la fase mévil y, por el otro, contribuir a una sefial de
base importante en el detector (absorbancia, reacciones de éxido-reduccidn, etc.)

La utilizacion de los solventes de menor calidad sin posterior purificacion puede parecer
econdmicamente tentadora, pero los posible problemas asociados resultan en general en

mayores costos.

5.2 Preparacion de las Fases Ndviles.
Al preparar la fase movil se debe tener en cuenta.

7 pH.

(7 fiftracion.

{7 Desgasificacion.

7 Metodos de desgasificacion.
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pH

El valor del pH de la fase movil puede ser un parametro critico en Ia retencién de solutos
ionizables y en algunos casos, debe controlarse rigurosamente. Asi el pH de una solucion
acuosa aumenta cuando se incorpora un solvente organico. Por otra parte, a valores de
pH mayores a 7.5 se disuelve la silice de base de las columnas, y a pH's menores a 2 se
hidroliza la union entre la sflice y la fase enlazada.

Filtracion

Las filtracién de las fases moviles se puede considerar como parte de un tratamiento
preventivo para cuidar el adecuado funcionamiento de! equipo de CLAR.

Las particulas presentes en la fase movil pueden bloquear los filtros y tuberfas del
instrumento, acelerar el desgaste de sellos y rotores de inyector, afectar el normal
movimiento de las valvulas de entrada y salida de las bombas, etc. Por otra parte como el
tamano de particulas que rellenan 1a calumna es muy pequefic, en general entre 3y 10
pm, constituyen un filtro perfecto para la retencién de todo material en suspension que se
introduzea can los fluides, ya sea fase movil o muestra en soluclon. El empleo de
guardacolumnas, altamente recomendado, constituye un filtro previo a la columna. La
filtracion se efecttia por medio de membranas de 0.45 ¢ 0.22pm de porosidad en equipos
de filtracion adecuados {ver figura 7) y es Gtil para eliminar tanto las particulas como las

bacterias.

MEMBRANA i

Figura 7. Equipo de Filtracién.
Las soluciones a inyectar también deben filtrarse, idealmente, a través de membranas

semejantes a las empleadas para la fase movil. Existen para ello dispositivos mas
pequefios, en los cuales se intercambia el filtro y ofros descartables, que incluyen el filtro.
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Desgasificacion
Ademas de filirarse la fase movil se debe desgasificar. Los gases disueltos en la fase
mévil pueden producir varios inconvenientes, entre los cuales se encuentran:

o Liberacion de burbujas en ef cabezal de la bomba: en ese caso, el caudal es irregular,
y se producen variaciones en la linea base y en los tiempos de retencion. Si la
cantidad de aire es importante, la bomba comenzara a trabajar a vacio, lo cual puede
dafiar tanto los sellos como los pistones.

o Liberacién o formacion de burbujas en |a celda del detector, por descompresién de fa
fase movil. En este caso, se produce variaciones en la linea base y aparicién de picos
fantasmas.

« Oxigeno disuelto; l.a presencia de oxigeno en la fase movil puede producir un aumento
de Ia linea de base en los dotectores UV. Este incremento de la absorcién es mas
noteric a bajas longitudes de onda y practicamente deja de tener importancia a
longitudes de onda mayor a 250nm.

Métodos de Desgasificacién
La cantidad de gas disuelto en un liquido depende de tres factores: Temperatura, Presion

y Afinidad.

La Temperatura puede favorecer o no la disolucion del gas en el liquido. Si el proceso de
disolucion es exalérmico, el incremento de la temperatura disminuye la sclubilidad,
mientras que si es endotérmico, el incremento de la temperatura aumenta la solubilidad

La solubilidad de un gas en un liquide es directamente proporcional a la presion parcial
que ese gas ejerce sobre el liquido. Por ello, si por algin método efectivo, se reduce la
presién, la cantidad de gas en solucion disminuira.

Por Gltimo, la cantidad de gas disuelto depende de su afinidad mutua. Por ejemplo, si
tanto en el gas como en el liquide las fuerzas predominantes son las de Vander Waals, la
solubilidad sera mayor gue en aquellos liquidos en fos que predomine ofro tipo de

fuerzas.

Todo los conceptos anteriores sirven como base para comprender los meétodos gue
habitualmente se emplean para la desgasificacion de las fases moviles, los cuales se

tratan a continuacion:

« Reflujo: Consiste en el calentamiento o la ebullicién a reflujo de la fase mdvil con
ayuda de agitacion durante unos 15 minutos. Por este procedimiento se eliminan
casi todos los gases disueltos. Habitualmente no se emplea, ya gue se debe
aplicar en forma continua para prevenir la redisolucion de los gases atmosféricos y
no puede emplearse en el caso de mezclas de solventes.
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« Burbujeo de un gas inerfe: Se puede realizar en forma continua o por cortos
periodos de tiempo. Se realiza a través de una pieza de acero inoxidable
sinterizado con diametro de poro de 2 a 10um y a un caudal de unos 80-100
mlimin, De esta forma se logra un efectivo desplazamiento de los gases.
Alcanzado el equilibrio, se reduce el caudal para impedir el reingrese de gases
atmosféricos.

Con el fin de reducir costos, ya que €l helic es un gas bastante caro, es
conveniente el uso de reservorios de solventes provistos de tapas con valvulas
que permitah mantener una cierta presidén sobre la fase movil para evitar la
redisolucidén de los gases y que permitan trabajar a un caudal constante de unos
50 mli/min. Se debe trabajar con buena ventilacion ya que este burbujec puede
desplazar al ambiente al componente mas volatit de una fase movil.

s Ultrasonido, El ultrasonido es una onda electromagneética, producida por la
propagacion de un choque mecénico generado por un cristal piezoeléctico. Esta
onda necesita un material de soporte, no se propaga en el vacio y se caracteriza
por la frecuencia
La aplicacion inmediata de esta propiedad es la limpieza de materiales,
especialmente los que presentan zonas de dificil acceso, a partir de la disolucién
de solidos. Aplicado a la desgasificacion de un liquido, no reduce la solubilidad de
un gas disuelto, y no puede expulsardo sino cuande la sofucidn este
sobresaturada, Es asi que su aplicacion para la desgasificacion da los resultados
mas pobres, y en ocasiones puede aumentar el nivel de oxigeno disueito.

« Vacio. Es el método més frecuentemente empleado. En general se aplica junto al
proceso de filtracion (ver figura 7}

Si se prepara la fase modvil por mas de un dia de trabajo, debe filtrarse y
desgasificarse a diario, como si se tratara de una solucién recientemente

preparada.

En el caso de que la desgasificacién se efectie con una bomba de vacio, esta
debe ser a prueba de explosiones, ya que durante el uso, puede aspirar solventes
volatiles de la fase mévil.
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6. ANALISIS CUANTITATIVO(Quattrocchi Q. A., 1992, p. 56-64).

6.1 Cuantificacion por Area o Altura del Pico.

La cuantificacién de los picos cromatogréficos puede realizarse midiendo su area o altura.
La mayor parte de los cromatografistas acostumbran a medir el &rea, aungque se ha
reportado una mejor precisién midiendo Ia altura en lugar del area siempre y cuando los
picos sean simétricos y las condiciones de operacidn se mantengan constantes.

Como la concentracién del analito es directamente proporcional al area que genera,
cualquier factor que modifique el valor del ancho del pico influird sobre la cuantificacién
por altura. A eficlencia constante, un aumento en los tiempos de retencidn va
acompafiado de un aumento en el valor del ancho del pico y consecuentemente, de una
disminucidn de [a altura. Asimismo, cualquier parametro que modifique la eficiencia de la
columna modifica el valor del ancho del pico.

En contrapartida, las mediciones de areas resultan poco precisas cuando no se puede
definir exactamente la linea base. Asi resulta mas conveniente medir la altura en el caso
de picos parcialmente resueltos, picos con coleo severo y en andlisis de trazas si la linea
base es muy ruidosa.

6.2 Métodos Para la Cuantificacién del Analito.
l.a concentracion del analito en la muestra se puede calcular por diferentes métodos,

Como son:

O Normalizacién Interna.
3 Estandar Externo.

[ Estandar Interno.

O Estandar Agregado.

La seleccion del método mas adecuado depende del tipe de muestra, del nivel de
precision requetido y de fa existencia o no de sustancias de referencia,

Normalizacion Interna

Diche método consiste en referir el contenido del analito al total de areas en el
cromatograma. Para ello se suman las areas de todos los picos presentes (exceptuando
el pico que corresponda al solvente) y el contenido del analito en la muestra se calcula en

base a la siguiente formula;

Ag
P, =— .100

1
> A;

Donde P, es el porcentaje del compoenente i en la mezcla, A; es el area de componente
i,y XA; esia sumatoria de todas las areas del cromatograma.
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Este método tiene fundamentaimente dos ventajas: no requiere estandar de referencia y
es muy preciso ya que los errores de inyeccién y de preparacién de la muestra se
compensan. En contrapartida tiene varias limitaciones entre ellas se tiene que para
generar resultados exactos es necesario que todos los componentes de la mezcla se
separen, lo cual no siempre ocurre ¥y en segundo lugar se requiere que todos los
componentes tengan el mismo factor de respuesta. Es decir que si se trabaja con un
detector UV, todas las sustancias deben tener el mismo valor de absortividad a la longitud
de onda elegida.

Estandar Externo

El estandar externo es el método de cuantificacion mas utilizado en CLAR. Consiste en
preparar estandares de concentracion semejante al analito presente en la muestra y el
andlisis cromatografico de ambos, muestra v estandar, se lleva a cabo a las mismas
condiciones de operacion.

La concentracion del analito en la muestra se determina comparando el area del pico de
interés con el area correspondiente al estandar de referencia. La formula gue nos ayuda a
determinar la concentracion de analito es fa siguiente:

A Cs
P= —
As

b 100

Donde P es el porcentaje del analito en la muestra Ay, y A; son las areas de la muestra
respectivamente, C, es la concentracién del estandar y D es el factor de ditucién

Este método requiere del uso de estandar de referencia y su exactitud dependera de la
calidad del estandar utilizado. La precision de los datos dependen tanto de la preparacion
de la muestra v el estandar como de la inyeccidn de ambos. La precision de esta
metodalogia es muy sensible a los errores de inyeccion. Por ello, para mejorar la
precision se Inyecta varias veces, tipicamente 3 inyecciones de estandar y dos de cada
muestra. Ademas, para evitar la falta de precisidén originada por las variaciones
ambientales es adecuado analizar alternativamente muestra y estandar o intercalar
estandares después de un grupo de unas 5 o 6 muestras.

Estandar interno
El método de estandar interno consiste en agregar cantidades exactamente iguales de
una sustancia asi denominada, tanto a la muestra como a un estandar de referencia.

Para determinar la concentracién def analito en la muestra se calcula la relacién de &reas

del analito y estandar interno tanto en la muestra como en el estandar. Es decir

RnCs
P= .—— D100
R,
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Donde P es el porcentaje de analito en la muestra, R, v R, soh las relaciones de areas
del analite y estandar interno en la muestra y el esténdar respectivamente, C; es la
concentracion de estandar y D es un factor de dilucién.

Este metodo requiere de patrones de referencia por lo cual su exactitud dependera de la
pureza de [os mismos. Ademas se requiere del uso de ofra sustancia, el estdndar interno,
cuya pureza no tiene que ser tan controlada como la del patron de referencia, perc debe
cumplir con los siguientes requisitos:

1 No debe estar presente en ia muestra.

[ Debe presentar una respuesta similar al analito.

QO Debe resclverse completamente de los componentes de la muestra

1 Debe eluir cerca al analito (o los analitos).

O Debe ser estable y quimicamente inerte.

2 Debe responder en forma semejante al analito con el detector seleccionado.

El método de estandar interno tiene la ventaja de no ser sensible a los errores de
inyeccion ya que los errores se compensan al utilizar la relacién de areas y en algunos
casos pueden compensarse los errores generados en la preparacion de la muestra como
puede ser la dilucion y extraccion.

El uso de estandar inferno para compensar los errores de nyeccion es practicamente
obligade en Cromatografia de Gases porgue el error de inyeccién es grande, pero tiene
menos sentido en CLAR donde éstos son mucho menores.

Por otro lado debe considerarse que al usar estandar interno se agrega otro pico mas al
cromatograma, por lo cual la separacion se hace mas compieja. Si se desea utilizar el
estandar interno solamente para compensar los errores de inyeccién no es necesario
aislar o afadir sustancias semejantes al analito.

Esténdar Agregado

Este método consiste en inyectar dos muestras para realizar un analisis, una de ellas es
la muestra tal cual vy la otra es la muestra a la que se le agrega una cantidad conocida de
estandar de referencia. Esta segunda muestra se utiliza como estandar. La concentracion
del analito en la muestra se calcula de |a siguiente manera:

Amcs
p= —
Ams“ An

D 100

Donde P es el porcentaje de analito en la muestra, A, ¥y A son las areas del analito en
la muestra tal cual y la muestra a la que se le ha agregado estandar respectivamente, C,
es la concentracion del estadndar y D es el factor de dilucién.

Este método, como el del Estandar Externo, tiene principalmente dos desventajas
requiere de! uso de un estandar de referencia y es sensible a los errores de inyeccion y
preparacion de la muestra. A pesar de que es mucho menos utilizado resulta el métado
de elecciéon cuando la matriz de la muestra es muy compleja y lleva a cambios y
deformacicnes de los picos.
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7. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS.

7.1 Definicién de Validacion.

La validacion de un método analitico se puede definir como el proceso por el cual se
establece, mediante estudios de laboratorio, que las caracteristicas de desempefio del
método satisfacen los requisitos para la apiicacién analitica deseada (USP XXII, p 1711,

1990).

La validacion de métodos analiticos tiene como finalidad determinar mediante una serie
de pruebas sistematicas que el método reline fos requisitos para la aplicacion analitica
para lo cual fue creado. Asimismo mediante el proceso de validacion es posible
determinar las variables que pueden presentarse al aplicar el método, asi como la
posibilidad de conocer como controlarlas y de esta manera poder generar las mejores
condiciones para el andlisis con el fin de lograr resultados analiticos confiables.

Por lo tanto todos los métodos analiticos que se emplean para el control de calidad de
materias primas, productos en proceso asi como del producte terminado deben ser
validados para asegurar su confiabilidad y de esta manera llevar a cabo un control de
caldad que permita obtener resultados veridicos.

Debido a la gran importancia que tiene la validacidon de métodos analiticos, organismos
como la SSA (Secretaria de Salubridad y Asistencia), FDA (Food & Drug Administration),
USP {United States Pharmacopeia), NF(National Formutary) entre otros han publicado
una serie de gulas que permiten unificar cniterios entre los profesionistas y técnicos que
tienen bajo su cargo la responsabilidad de desarrollar y validar métodos analiticos.

7.2 Caracteristicas del Método Analitico (Quattrocchi O A, 1992, p.301-324; Colegic
Nacional de QFB, p 1-10, 1986).

Las caracteristicas de desempefio del método analitico son expresadas en términos de:
Linealidad, Intervalo, Precision, Exactitud, Limite de deteccién, Limite de cuantificacion,
especificidad y Tolerancia. los cuales deben ser considerados en la validacion (USP XX,
p 1711, 1980). Es wnportante mencionar que debido a la gran variedad de ensayos, las
caracteristicas a evaluar dependera de ia aplicacion que tenga el método analitico.

A continuacton se definen cada una de las caracteristicas que deben evaluarse a los
métodos analiticos.

Intervalo
El intervalo de un métado analitico esta definido por las concentraciones comprendidas

entre los niveles de concentracion superior e inferior del analito, en el cual se ha
demostrado que el método es preciso, exacto y lineal.
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Linealidad

La linealidad del sisterna o método analitico es su  habilidad para asegurar que los
resultados analiticos, los cuales pueden ser obtenidos directamente ¢ por medio de una
transformacion matematica bien definida, son proporcionales a la concentracion del
analito dentro de un intervalo determinado. Los parametros analiticos que se utilizan para
su evaluacién son:

» Coeficiente de determinacién (12)
+ Pendiente (m )
« [ntercepto (b)

Determinacién.
Linealidad del sistema: Se determina, construyendo una curva de calibracién

(concentracidon vs respuesta medida) utilizando cuando menos cinco diluciones
preparadas a partir de una misma solucién patrén y haciendo el analisis cuando menos
por duplicade para cada dilucian.

El intervalo entre tas concentraciones analizar depende del propdsito del método y debera
estar incluida la concentracion seleccionada como el 100%

Para métodos aplicados para el seguimiento de la estabilidad de un farmaco el 100%
corresponderd a la concentracién del farmaceo cuando la degradacién del mismo es cero.

Linealidad del método: Se determina a partir de placebos adicionados de cuando menos 3
diferentes cantidades del analito, (placebos cargados), cada uno de manera
independiente, haciendo los andlisis por triplicado.

Las concentraciones de los placebos cargados a analizar deben estar dentro del intervalo
propuesto en la linealidad del sistema incluyendo siempre la correspondiente al 100%.

La linealidad de! método debera ser realizada por el mismo analista y en bajo las mismas
condiciones de operacion.

Precision.

La precision de un método analitico es el grado de concordancia entre resultados
analiticos individuales cuando el procedimiento del ensayo se aplica repetidamente a
diferentes muestreos de una muestra homogénea del producto. Usualmente se expresa

en términos de:

+ Desviacién Estandar (s)
« Coeficiente de Variacion (CV)
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Determinacion
Precision del sistema: Se determina por el andlisis por sextuplicado de una solucidn
preparada a partir de una misma solucion estandar correspondiente al 100%.

Precision del método: se determina de al menos 6 placebos cargados de manera
independiente, con la cantidad necesaria de la sustancia de interés para obtener la
concentracion del 100%. El analisis se debe realizar en las mismas condiciones de
operacion y por el mismo analista.

Repetibifidad y Reproducibilidad.
La precision también es una medida de la reproducibilidad y/o repetibilidad del método
analitico bajo las condiciones normales de operacion.

Repetibilidad entre dias: Es la precisidn del métoedo analitico expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizada en dos diferentes
dias manteniendo las demas condiciones de operacion.

Determinacion.
Se determina igual que para precisién solo que en dos dias diferentes se realiza el mismo
procedimiento.

Reproducibifidad: Es la precision del método analitico expresada como la concordancia
obtenida entre determinaciones independientes realizadas bajo condiciones diferentes de
andlisis (diferentes analistas, en diferentes dias, en el mismo yfo diferentes taboratorios,
utilizando los mismos y/o diferente equipos, etc.).

Determinacidén
Se determina de una muestra homogénea del producto cercana al 100% de la

concentracion tedrica, analizada por lo menos por dos analistas, en dos dias diferentes y
por triplicado

Exactitud

La exactitud de un metodo analitico es la concordancia entre el porcentaje obtenide
experimentalmente y un valor de referencia. Se expresa como el porcentaje de recobro
obtenido del analisis de muesiras a las que se les adiciona cantidades conocidas del

analifo

Determinacio
se determina con al menos 6 placebos cargados de manera independiente con ia

cantidad necesaria del analito de interés para la concentracion del 100%, utilizando el
método propuesto. El analisis se lleva a cabo en las mismas condiciones de operacion y
por et mismo analista.
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Limite de deteccion
Es la minima concentracidn de analto en una muestra la cual puede ser detectada, pero
no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones de operacion establecida,

Limite de cuantificacién
Es la menor concentracion de un analito en una muestra que puede ser determinada con
precision y exactitud aceptables bajo las condiciones de operacion establecidas.

Tanto el limite de deteccién como el de cuantificacién no se determinan a métodos que se
aplican al seguimiento de la estabilidad de un farmaco siempre y cuando este se lleve
acabo mediante la cuantificacién del activo y no de sus productos de degradacion.

Sensitividad
La sensitividad de un método analitico se define como la minima diferencia entre

concentraciones gue genera una diferencia significativa entre sus respuestas o resultados
analiticos.

Especificidad
Es la habilidad de un métedo analitico para abtener una respuesta debida Unicamente a
la sustancia de interés y no a otro componente de la muestra.

También se puede definir como la propledad del método de producir una sefial medible
debida solo a la presencia del analito, libre de interferencia de ofros componentes, en la
matriz de la muestra. Estos componentes pueden ser excipientes, productos de
degradacidén, productos laterales de sintesis de un farmaco, productos de
biotransformacién del mismo analito en un fluido bioldgico.

Determinacion para métodos indica e estabilid,
En el caso de contar con los posibles productos de degradacion, se prepara una muestra

placebo que contenga estos y el analito de interés y se analiza con el método propuesto.
En el caso de métedos por CLAR se verifica la separacién de la sustancia de interés.

Si no se cuenta con jos productos de degradacion, es necesario degradar la muestra bajo
diferentes condiciones. La degradacion debe ser tal que la concentracion de la sustancia
de estudio debe ser disminuida por fo menos en un 25% con respecto a la original.

Los métodos usados para ta degradacion de la sustancia dependera de sus propiedades
fisicoquimicas del compuesto.

Las formas mas comGnmente empleadas para ello es someter la muestra, farmaco, o

placebo a:

+ Condiciones drasticas de temperatura (20°C por debajo de su punto de fusion) durante
un nimero de dias apropiado (2-4 semanas).

+ Laluz UV o a la luz flucresente y/o humedad.

« Reflujo con agua, NaOH 1N o HCI 1N durante una hora.
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Tolerancia

Es el grado de reproducibilidad de los resultados analificos ante cambios comunes que
pueden sufrir las condiciones normales de operacion.

En CLAR las variaciones que cominmente se pueden presentar son las siguientes:
« Variacidn en el pH de la fase movil,
+ Variacion en la composicion de |a fase movil.

« Diferentes columnas (Diferente lote y/o proveedor).
+ Temperatura.
-

Velocidad de Flujo.
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CAPITULO 1E DESARROLLO DEL METODO

) CAPITULO II
DESARROLLO DEL METODO PARA EVALUAR LA ESTABILIDAD DE LA
SULFAMETAZINA SODICA POR CLAR.

Dentro de la etapa de desarrolio se contempld la obtencién e identificacion de los
productos de degradacion de ia sulfametazina sodica, con la finalidad de considerarlos al
optimizar las cendicicnes cromatograficas que permitan cuantificar la sulfametazina sin su
interferencia.

1. OBTENCION E IDENTIFICACIC')N DE LOS PRODUCTOS DE DEGRADACION DE LA
SULFAMETAZINA SODICA,

1.1 Obtencion de los productos de degradacion.

La sulfametazina sédica fue hidrolizada en medio acido (Venturella V. 5., 1968, p. 1155) y
la solucion obtenida se analizoé por CLAR (Anexo 1}. Se obtuvo el cromatograma que se
presenta en la figura 8, donde se observa la presencia de tres picos. Mediante un analisis
detallado, con ayuda del software millenium, se realizaron varios cortes a lo largo de cada
pico. Se observo, en el primer pico, dos espectros diferentes; entre 0.9 y 1.0 mih se
presenta un espectro con dos maximos (222 y 296.6 nm) vy en 1.1 min. se presenta un
espectro diferente al anterior con un maximo en 301.4 nm. (figura 9). En lo quie respecta a
los otros dos picos, sus espectros fueron los mismos a o largoe de cada pico.

Lo anterior indica que mediante la hidrolisis acida de la sulfametazina se obtienen 4
productos de degradacion.

Fase Mévil : HzP0O4(0.012M) / CH3CHK 90:10
AL
0.4 |
0.2 ]
0.0 |
00 o8 1.0 1.2 1.4 1.6 wmin.
Lopgitud de Onda : 214.5 nm.

Figura 8. Cromatograma de la Solucion de Sulfametazina Hidrolizada.

Para confirmar que por medio de la hidrélisis realizada se forma el acido sulfanilico y la
sulfanilamida (Zajac. M. 1977), se analizaron por CLAR, soluciones estandar de éstas
sustancias. Sus espectros y tiempos de retencién se compararon con los que se
presentan en ia figura 9, observéndose que el pico 2, de! cromatagrama de la figura 8,
carresponde al ac. sulfanilico y el tercer pico a la sulfanilamida (figura 9). Con lo que
respecta al pico 1, no fue posible confirmar si corresponden a los productos de
degradacion que sefiala Zajac M., ya que no so encuentran disponibles comercialmente.

41



CAPITULO 1 DESARROLLO DEL METODO

Con la finalidad de separar los cuatro productos de degradacién y de esta manera lograr
su identificacion, se modificd la composicion de la fase mévil, cambiando el acetonitrilo

por metanol.

En la figura 10 se observa que la fase movit de H;PO, {0.012M)/ MeCH 90:10 separa los
cuatro productos de degradacion de la sulfametazina sddica.

Al comparar las figuras 10 y 11 se cbservé que el cambio de acetonitrilo por metanol, en
la fase mévil, no alterd los espectros de los productos de degradacion, pero si los tiempos

de retencion.

L5

Ac. Sulfanitico

0.4 Mezcla

0.2

0.0 ]

Sulfanilamida

222 nmn

Fase Mévil : H3PO4 (.0120) / CHi3CN 90:10
Longitud de Onda . 214.5 nm.

a0 o8 10 1z 14 18

230 260 280 300 320mm

222 sun y 286.6
3014 nm

249 nm Ac. Sulfanilice
248.4 nm Sulfanitamida

}Mezcla

Figura 9. Cromatograma y Espectros de la Solucién de Sulfametazina degradada.

Prod. Dey, 4

15 Sulfanjtamida

10 ]

0.5] Ac. Sutfanilico
Prod. Deg. 3
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3024 nm
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‘ﬁ 259.2 nm i !
A
7N M7pm

: \

\

1

\

ey
\

w1z 14 16 18
Fase Mivil :HyP0,0.012M) ) MeOH 50:10
Longrud de Onda: 214.5 am,

0

22

360 320 om

250.8 nm = Ac. Sulfanilico
302.4nm = Prod, eg. 4

2234 y237.0nm = Prod. Deg. 3
259.2 nm =Sulfanifamida

Figura 10. Cromatograma y Espectro de los Productos de Degradacién de la Sulfametazina
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1.2 Separacion del Acido suifanilico de la solucion degradada de suifametazina.
Después de mantener la solucidn degradada acida a 10°C por dos dias, precipitaron
cristales en forma de aguja, color crema e insolubles en agua, los cuales se analizaron
por CLAR. Su espectro y cromatograma (figura 11) se compararon con los obtenidos de
una solucion estandar de acido sulfanilico (figura 12). Observandose que son similares
por io gque se concluye que los cristales son de acido sulfanilico.

Fase mavil ; H3P04(l].ﬂ12M) : MeOH 90:10
034 Ac. Sulfanilico
0.2]
0.1: 2510 nm
0] I e
1 . e , 220 240 260 280 300 320
00 08 1.0 1.2 1.4 1.5
min. nm.
Longitud de Onda : 214.5 nm.

Figura 11. Cromatograma y Espectro del Estandar de Ac. Sulfanilico.

Fase mivil : H3PO, (0.012M) : MeOH  90:10
0.4
0.2]
250 nm
0.0 S
o0 v 10 12 14 16 220 240 260 280 300 320
mn, fim
Longitud de Onda:214.5 nm.

Figura 12. Cromatograma y Espectro de los Cristales Precipitados en la Solucion Degradada
Acida.
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1.3 Separacion del producto de Deg.3 de la solucion degradada.

Mediante un proceso de extraccion multiple y con lavados de la fase organica
{procedimiento descrito en el anexo 1) se logré obtener un producto de degradacion, el
cual fue analizado por CLAR. Su espectro y cromatograma se muestran en la figura 13.

Comparando ta figura 13 con la 10 se-discierne que el producto aistado, por medio de la
extraccion, corresponde af denominado “Prod. Deg.3".

Fase Mavil; H3PO40.012M} / MeOH 90:10
2224 nm

0.8
4 Prod. Deg.3

0.6
] 2058 nm

0.
00 14 16 18 20 22 24 20 240 260 280 300  320um

Longitud de Onda: 214.5 nnfrt:I .
Figura 13. Cromatograma y Espectro del Residuo Obtenido por Extraccion Liquido-Liquido.

Al modificar el pH de 1 hasta 11.5, de la solucion degradada (Anexo 1), se provoct la
precipitacién de un sélido blanco, el cual se analizé por cromatografia de liguidos. Del
analisis se obtuvo el cromatograma y espectros de la figura 14, mediante fos cuales se
determind que también corresponde al denominado "Prod, Deg.3".

Fase Mdavil: K3P04{0.012M} / MeOH 90:10
Prod. Deq.3
1.0
205.8 nm
D.5
0.0 \
o 10 15 20 25 220 240 260 280 300 320
mip. nm
Longitud de Onda: 214.5 nm.

Figura 14. Cromatograma y Espectro del Sélido Precipitado en Medio Basico.

44



CAPITULO I DESARROLLO DEL METQDO

1.4 Caracterizacion del “Prod. Deg.3” por Espectroscopia de Masas.
E! “Prod. Deg.3" presenta un punto de fusién entre 153 y 155°C y es soluble en agua,

hidroxido de sodio y metanol.

Una muestra del "Prod. Deg.3" se analizd por espectroscopia de masas con la finalidad

de conocer su peso molecular y composicion atomica.

En la figura 15 se encuentra el espectro de masas del “Prod. Deg.3" y mediante su
andlisis se determind que su peso molecular es de 123 g/mol y que presenta 6 dtomos de

carbono, 3 de nitrégeno y 9 hidrogenos.

Venturella reporta que ef 2-aming-4,6-dimetilpirimidina (ADP) presenta un peso molecular
y una composicién atémica igual a la obtenida en el andlisis por espectroscopia de
masas, ton lo cual se concluye que el analitc separado de la solucién degradada

corresponde al ADP.

1104
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Figura 15. Espectro de Masas de! “Prod. Deg.3"
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A lo largo de la etapa de identificacidn de los productos de degradacion, de la
sulfametazina, se observd que el ac. sulfanilico (AS) y el ADP se encontraban presentes
en mayor proporcidon con respecto a los ofros dos productos de degradacion
(Sulfanitamida y Prod. Deg.4). Ya que en los cromatogramas a longitudes de onda, donde
los productos de degradacidon presentan coeficientes de absortividad semejantes, se
aprecia que las respuestas de absorbancia son mayores para el AS y la ADP, que para la
sulfanilamida y el Prod. Deg.4.

Lo anterior indica a su vez que es mas factible que la hidrolisis de la sulfametazina se
lleve a cabo en el grupo sulfamido entre el azufre y el nitrégeno (figura 16), que entre el
grupo sulfamido y el carbono del heterociclico (figura 17).

Hidrélisis

~ : —<© CHy

! *
HoN _<§>—502NH__<’©:§ 2-amino-4,6-dimetilpirimidina
Hy
Sulfametazing
\ HaN _@_ SOH

Acido Sulfanilico

Figura 16. Hidrélisis de la Sulfametazina en el Grupo Sulfamido.

o —O

CH,

e
H,N —@@-—SOZNH{ 2-hidroxi-4,6-dimetilpirumidina
Hs
TS S0,NH
Sulfametazina 2

Sulfanilamida

Hidrélisis

Figura 17. Hidrélisis de la Sulfametazina Entre el Grupo Sulfamido y el Carbono del
Heterociclico.

A pesar de no haber separado el producto de degradacion cuatro y por tanto no haberlo
identificado plenarnente, se puede decir que probablemente corresponde al 2.hidroxi-4,6
dimetilpirimidina puesto que es el (nico que se forma junto con la sulfanitamida (figura
17), cuando la ruptura de la sulfametazina se presenta entre el grupo sulfamido y el
carbono del heterociclo.
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2. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES CROMATOGRAFICAS.

Las condiciones seleccionadas fueron la fase mavil, la concentracion de sulfametazina en
la muestra y el analito a utilizar como estandar interno. La velocidad de flujo (1 mi/min.} y
el volumen de inyeccidn se mantuvieron constantes.

2.1 Seleccion de la fase movil.

En ésta etapa se utilizd una mezcla de la sulfametazina y tres de sus productos de
degradacion (AS, ADP Y SNA). Se prepard la mezcla a una concentracion de 40 ug/ml La
SMZ, AS y SNA se disolvieron en la minima cantidad de NaOH (1 N} y se diluyeron junto
con la ADP en agua de 6smosis inversa.

Se analizé por CLAR, la mezcla preparada, en diferentes fases moviles. Las primeras
fases consistieron en la combinaciéon de agua, acetonitrile y metanol en diferentes
proporciones. Los resultados obtenidos nos mostraron que para lograr la resolucién entre
los productos de degradacién y la sulfametazina era necasario utilizar un 90% de agua.
Lo cual implicaba tener tiempos de andlisis de 10-12 min, picos anchos y coleados. Por lo
que se decidié incluir en la fases movil una sal de fosfatos que nos permitiera mejorar [as
caracteristicas de los picos y a su vez disminuir el tiempo de analisis.

Se evaluaron nuevamente varias fases moviles formadas por KH,PO, (0.05 M) con
diferentes proporciones de acetonitrilo y metanol, de fo cual se obtuvo que la fase movil
de KHoPO, (0.05 M)/ CH;CN en una proporcién 85:15 (figura 18), resuelve en forma
adecuada los productos de degradacidn y la sulfametazina, sin ocasionar coleos
marcados en los picos, ni anchuras en los mismos, ademas de un tiempo de analisis corto

{5 min).

Fase Mévil KHzP04(0.05M) / CH3CN 85:15
AU
.44
621 ADP
SMZ
AS
0.0
00 19 2a 3.0 2.0 5.0min.
Loqgitud de Onda: 230 nm.

Figura 18

Sin eimbargo, el uso de fosfatos en la fase movil provecd un tiempo de lavado de 2 horas,
para eliminar las sales del sistema. Ademas de ocasionar el desgaste de algunas piezas
det equipe cromatografico, lo cual requirid un mantenimiento mas frecuente y esto
aumentd el costo del andlisis. Por lo anterior fue necesario cambiar la fase mévil

optimizada.
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El cambio de fase mévil implicd el andlisis cromatografico de una mezcla de SMzZ, AS,
ADP, SNA (50 pg/ml} en 9 diferentes fases méviles.

Las fases maviles consistieron de tres diferentes concentraciones de acido aceético (0.5, 1
y 1.5%) y Acetonitrilo (10, 15 y 20%).

Los cromatogramas, tiempos de retencién, resoluciones y asimetrias obtenidas, al
evaluar las fases moéviles, se presentan en el anexo 2.

La fase mdovil formada por CH;COOH (0.5%)/ CH3;CN en una relacion 85:15 (figura 19)
resulté ser la mas adecuada. Ya que resuelve cada uno de los picos, no provoca coleos
marcados ni anchura en los picos. Ademas el tiempo de andlisis es corto (7.5 min).

Fase Movil : CH3COOH {0.5%) 85% - 13% CH4CHN
Al SHNA
0.6+ SMZ
(X
0.4+
0.2 ADP AS
9% I 0 J\

2.0 5.0 8.0 Minutos
Longitud de Onida : 266.2 nm

Figura 19

2.2 Estandar Interno.

Para llevar a cabo la cuantificacion de la sulfametazina se propuso, primero, €l método
por estandar externo pero se encontré con el inconveniente de que es muy sensible a
errores de inyeccidn por lo que es necesario inyectar varias veces el estandar (3
inyecciones) y la muestra (2 inyecciones), lo cual repercute en el tiempo de analisis Es
por ello que se decidié llevar a cabo la cuantificacién por el métedo de estandar interno,
porque tene |a ventaja de no ser sensible a errores de inyeccion.

Para encontrar el mejor candidato para ser utilizado como estandar interno, se evaluaron
varias sustancias (sulfametoxazol, trimetroprim, salicilato de sodio y sulfatiazol) en la fase
mévil elegida.

De todos lo analitos el sulfatiazol fue el seleccionado como estandar interno. Presenta un
pico simétrico con tiempo de retencién 4 min., no aumentar el tiempo de anglisis y no se
traslapa con ninguno de los productos de degradacidn ni con la sulfametazina.
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Con la finalidad de corroborar lo anterior se incluyd el sulfatiazol en la mezcla de
sulfametazina con sus tres productos de degradacion y se analizd por cromatografia de
liquidos, utilizando la fase mévil CH;COOH (0.5%)/ CH;CN 85:15.

Como se observa en la figura 20, la presencia del sulfatiazol en la mezcla no modificd las
caracteristicas de [os picos pero provocéd que el pico del acido sulfanilico (AS) y el de la
sulfanilamida (SNA) se juntaran.

Fase Movil; CH3COOH(0.52¢) 859 - 15% CH4CN
Al
SHA STZ

0.8+ SMZ
0.6

0.4-

0.2 AKP AS

l].ﬂ Y ¥ X .‘4\. i - T

0.0 20 Y 60 min.
Lengitud de Onda : 266.2 nm.
Figura 20.

Debido a lo anterior se realizé un pequeiio ajuste en la composicion de la fase mévil, se
cambio la concentracion del Acido acético a 0.256%. Los resultados obtenidos se
presentan el |a figura 21 en la cual se observa que las caracteristicas de la sulfametazina
y sulfatiazol no se ven modificadas y se logra separar el pico del AS del de la SNA.

Fase Mbvil : CH9COOH{ 0.25%} 85% - 15% CH3CN

Alr SNA STZ

08 SMZ

0.6

0.4

0.2 ADP AS k

0.0 _JL,F_,,.,._J\.,..; . i -

0.0 20 40 6.0 min.
Longitud de Onda : 266.2 nm.
Figura 21
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Por dltimo se establecio la concentracion de sulfametazina que se utilizaria como el 100%
eh el ensayo y la concentracion del sulfatiazol.

Primeramente se decidié evar a cabo la cuantificacién de la sulfametazina a 266.2 nm,
ya que es el maximo de absorcién de la misina y también a esa longitud absorbe el
sulfatiazol aunque su maximo se encuenira en 285 nm (figura 22).

Z2ZIF_ T 9 294 6 nm ALY
Z47F .3 nm A5

ZE1.5 nwm SEA

266.2 nm S/

2851 s ST

Figura 22. Espectros de los Picos que se Presentan en la Figura 21,

Se considerd que la concentracién de sulfametazina deberia estar dentro del intervalo de
linealidad especificado para el detector (2 unidades de absorbancia). En base a vanas
pruebas realizadas se observo que una solucion de sulfametazina a una concentracion de
250 ug/mi presenta aproximadamente 1.8 unidades de absorbancia a 266.2 nm.

Se establecié gue la concentracion del 100% de sulfametazina serfa de 200 pg/ml y que
se utilizaria al sulfatiazol a una concentraciéon de 150 pg/ml {figura 23) porque en esa
relacién los dos presentan areas semejantes, fo cual facilita la cuantificacion por estandar
interno.

Fase Movil : CHRCOOH(24%) 85% - 15% CH3CN

AU SULFAMETAZINA

SULFATIAZOL
1.2

1.0:
0.8
0.6 4
0.4 1

0.2 4

1 1 e — . L . o

0.0 4.0 6.0
Langitud de Onda : 266.2 nimn.

Figura 23. Sulfatiazol (150 pg/ml} y Suffametazina (200 pg/ml).
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Con la finalidad de establecer el intervalo de concentraciones para evaluar ias
caracteristicas del método analitico, se almacenaron muestras de sulfametazina sédica a
100°C por 20 dfas y se analizaron por CLAR. L.os resultados obtenidos indicaron que la
sulfametazina sédica es estable a las condiciones almacenadas

De lo anterior se concluye que si el método se aplica a estudios de estabilidad, bajo las
condiciones que establece la Secretaria de Salud, probablemente la degradacion que
sufra la materia prima serd minima ya que a condicidén mas drastica que indica son a una
temperatura de 40°C con 60% de humedad y por 3 meses.

En base a lo anterior se establecit que el intervalo de concentraciones seria de 200 pg/ml
a 170 pg/ml lo cual a su vez representaria desde un 0% hasta un 15% de degradacion de
la sulfametazina. También se considerd que si llegara a degradarse la sulfametazina
sodica a las condiciones sefialadas, en el parrafo anterior, solo se formara el acido
sulfanilico y fa ADP. Por lo cual, son los Unicos productos de degradacion que se
consideraron en la validacién dei método analitico.

Con la finalidad de conocer si al degradarse la sulfametazina un 15% seria posible
visualizar la presencia de sus dos principales preductos de degradacion, se prepard una
muestra que representara el 15% de degradacién. El cromatograma obtenido se presenta
en la figura 24, en la cual se observa que la concentracién manejada de sulfametazina
permite apreciar la formacidn de sus productos de degradacion.

REPRESENTACIGN DEL 15% BE DEGRADACIGN DE LA SULFAMETAZINA
1 S1Z
AU SMZ
1.2
1.04
0.8+
0.6
0.4
0.2 ADP as L
8.4 N FAN SN S
10 20 30 40 50 60 50 min.
Fase Miwil : CHsCOOH(25%) 85% - 15% CHCN
Longitud de Onda: 266.2 nim,

Figura 24.
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CAPITULO III

VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA EVALUAR LA ESTABILIDAD
DE LA SULFAMETAZINA SODICA

1. MATERIAL Y EQUIPO UTILIZADO.

1.1 Solventes

« Acetonitrilo Grado HPLC (OmniSolv, EM Science)
» Metanol Grado HPLG {OmniSolv, EM Science)
+ Hidroxido de Sodio Grado Analitico (Merck)

o Acido Acético Glacial Grado Analitico {Merck)

* Agua {6smosis inversa)

1.2 Estandares y Materias Primas
e Sulfametazina estandar secundario, 99.95%  (Helm de México)

¢ Sulfametazina Sddica Hidratada {Internacional Quimica Carter)
« Ag, Suifanilico Hidratado {Baker)

» Sulfatiazol {Helm de Mexico)

« 2-Amino-4,6-Dimetilpinmidina (Sintetizado}.

1.3 Material

Matraces Kitazato de 1 litro.

Filtros Millipore de (.45 um {No. Catalogo HVLP04700)
Filtros Millipore de 0 45 pm (No. Catalogo HVLPO1300)

»

« Matraces Edermeyer de 500 y 1000 ml.

s Pipetas Graduadas de 1y 5mt.

« Pipetas Volumétricas de 1, 2, 3, 4 y Sml.

» Vasos de Precipitados de 100, 250 y 500 ml.

« Matraces Volumétricos de 25, 50, 100 y 250ml.
« Piseta.

+ Varillas de Vidrio

« Espatula.

L]
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1.4 Equipo
« Balanza Analitica Ohaus AP250D-0 (No. Serie 1116032209)

Bomba de Vacio Koblenz {(Modefo OGP-13455)

Cromatagrafo
Detector de Arreglo de Diodos Waters 996 (No. Serie
MXSNMGBSEIM).
Bomba Waters 616 (No. Serie MX6CMB678M).
Controlador de bomba Waters 800S (No. Serie SX5KMOGREM).
inyector Automatico Waters 717 plus (No. Serie MX60M1948M).
Columna Symmetry Cqg 3.9 X 150 mm. {No. Parte WAT054205).
Columna guardia o precolumna Symmetry Cqg, 3.9 X 20 mm.
Software Millennium Version 2.1.
Computadora DELL (No. Modelo Vi1428UP).
Impresora HP DeskJet 660C.

o Milli_Qpys Millipore (No. Serie FGNM12661L).

e Analizador de humedad HR73, Mettler Toledo.

2. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS.

Las condiciones que se utlizarén fueron las siguientes:

» Fase Movil . . . Ac, Acético (0.25%)/CH,CN 85:15
= Velocidad de flujo . 1 0 ml/min,

e longitud de Onda . . 266.2 nm.

« Volumen de Inyeccién . . 20l

+ Tiempo de Analisis ; 7.5 min.

« Temperatura de Analisis . . 23-28°C.
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3. PROCEDIMIENTOS ANALITICOS.

3.1 Preparacion de Soluciones Para Evaluar el Sistema.

« Solucion Patrén de Sulfatiazol base (3.75 mg/mi).

Se pesaron 375 mg, se transfirieron a un matraz volumétrico de 100 ml, se disolvieron
con 2 ml de NaOH 1N y se diluyeron con agua de ésmosis inversa.

» Solucidn Patrén de Sulfametazina base (1,25 mg/ml).

Se pesaron 125 mg, se disolvieron con 1 ml de NaOH 1N y se diluyeron a 100 m! en un
matraz volumétrico.

» Solucién Palrdn de Sulfametazina base (1.125 mg/mi).

Se pesaron 112.5 myg, se transfirieron a un matraz de 100 ml, se disolvieron con 1 ml de
NaOH 1N y se llevaron a la marca del aforo con agua de ésmosis inversa.

* Preparacién de la Curva de Calibracion Para a Linealidad del Sistema.

En la tabla 1ll se muestra cémo fue preparada la curva de calibracidon a partir de las
soluciones patron descritas anteriormente.

Volumen Tomado | Volumen Tomado Volumen Tomado Volumen | Concentracion
de la de la de la de Final
Solucién Patron Solucion Patrén Solucién Patron dilucién (ng/ml)
en mi enmi enmil (mi)
SMZ (1.25 mg/ml) | SMZ (1.125 mg/mi) STZ (3.75 mg/ml)
SMZ | STZ
1 - 1 25 50 150
2 - 1 25 100 150
3 - 1 25 150 150
- 4 1 25 180 150
4 - 1 25 200 150
5 - 1 25 250 150

Tabhia lIl. Preparacion de la Curva de Calibracién para la Linealidad del Sistema

Nota' todas las diluciones se realizarcn con agua de 6smosis inversa

3.2 Preparacién de Soluciones Para Evaluar el Método Analitico.

» Solucidn Patrén de Sulfatiazol hase (3.75 mg/m).
Se prepard de a misma manera gue en la linealidad del sistema.

» Salucién Patrén de Sulfametazina base (estandar 100%).

Se pesaron 121.12 mg, se transfirieron a un matraz volumétnco de 25 ml, se disolvieron
en 1 ml de NaOH 1 N y se diluyaron en un matraz volumétrico de 25 m! con agua de
0smosis Inversa.
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» Soluycion Palrén de 2-Amino-4,6- dimetipirimiding (ADP) 107 ng/ml.,
Se pesaron 66.9 mg, se transfirid a un matraz volumétrico de 250 ml posteriormente se
disolvieron y se llevaron a la marca del aforo con agua de dsmosis inversa,

o Solucion Patrén de Acido Sulfanilico 93.8 ng/ml.
Se pesaron 93.8 mg, se disolvieron con 1 ml de NaOH 1 N y se diluyercn en un matraz
volumétrico de 250 mi, llevandose & [a marca de aforo con agua de ésmosis inversa.

= Preparacion de la_Curva para Evaluar la Linealidad del Método.
Sol. Patron Sol. Patrén Sol. Patrén
STZ ADP S
3.75 mg/ml 107 pg fmil. 150 pg imi

A
Peso l l J l
equivalente - -

de smz base iml 1mt 2ml 3ml 1ml 2mi 3ml SM7Z. SME‘
(ng mi) %o
127.5 mgf25ml i L, Amis25ml
(5.1mg/ml) : oo (204 19 /ml} 105% I
121.25mg / 25m1 | ~ ; P L Ami/25ml
{4.85 mg/m) : T T T 194 (ug fmi) 100%
115mg { 25ml v H i v o
: ¥ Aml/25ml
: T I 95%
(4.60 mg/mi) L 184 (g Imi) I
109.25mg / 25mi H .
* — iml/25ml
. I 90%
4.37 mg/ml | E 175 (ng mi) 4 I

A d

103mg / 25ml v - v 1ml/ 25mi 5%
{4.12 mg/ml) 165 (pg /ml) I

Figura 25. Preparacién de la Curva Para Evaluar la Linealidad det Método.

Los pesos que se encueniran en la parte izquierda en la figura indican fa cantidad equivalente de
sulfametazina base contenida en la sulfametazina sddica pesada. Y a la derecha estan los
porcentajes de sulfametazina que se pueden obtener en el ensayo analitico
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« Procedimiento de Preparacion de Soluciones Para Deferminar la Sensitividad de!

Método,

Sol. Patrén de )

STZ
3.756 mg/ml

T sz | (_(_er;m
base Tm L smz base

. | I
118mg /25mi > 1ml/ 25ml
{(4.72mg / ml) : (188.8 pg/ml)
119mg / 25ml * qmi/ 25ml
(4.76mg / mi) : {190.4 ngiml)
120mg / 25ml ; * ml/ 25mk
{4.8mg I ml) (192 pugimil)
- ‘

121mg /25ml ¥ 1mi/ 25ml
(4.84mgiml) (193.6 pa/ml)
122rmg / 25ml * Ami/ 25ml
{4.88mg / ml) i {195.2 pgimi)
123mg / 25ml * iml/2 5mi
(4.92mg / mi) {196.8 pg/ml)

Figura 26, Preparacién de Soluciones para Evaluar la Sensitividad.

A la derecha de la figura 26, se encuentran las concentraciones de sulfametazina que se utilizaron
para evaluar la sensitividad del método Entre cada nivel de concentracién existe una diferencia de

16 pugfmi.
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3.3 Ensayo Analitico.

Procedimientfo Para Realizar el Andlisis Cromatogréfico de Muestras de
Sulfametazina Sodica, Sometidas a Estudios de Estabilidad Acelerada.

1. Pesar con exactitud, de sulfametazina sodica, el equivalente a 121 mg de
sulfametazina base.

2. Transferir la muestra pesada a un matraz volumétrico de 25 mj, disolver y llevar a la
marca del aforo con agua de 0smesis inversa (Solucion A).

3. Tomar 1 ml de la solucion Ay 1 ml de un la solucidn patrén de sulfatiazol (3.75 mg/mi),
colocarlos en un matraz volumétrico de 25 ml y llevar a la marca del aforo con agua de
osmosis inversa (Sofucion B).

4. Tomar 2 ml de la solucion B con una jeringa de 5 ml.

5 Adaptar a la jeringa un acrodisco con membrana de 0.45 pm.

6. Filtrar 1 ml de la solucidn a través del acrodisco y recibir el filtrado en un vial de 1 ml

7. Analizar la muestra bajo las condiciones cromatograficas ya especificadas.

Nota: Segtin como se maneje la muestra la pureza de la sulfametazina serd expresada en peso
seco o hamedo. Se corrige con ef poreentaje de humedad
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4. DESCRIPCION DE LA VALIDACION DEL METCDO ANALITICO

4.1 Caracteristicas Evaluadas al Método.
A continuacion se mencicnan cada una de las caracteristicas del método analitico
evaluadas y se explica brevemente la manera en que se realizé.

» Linealidad del Sistema.

La linealidad del sistema se evalud construyende una curva de calibracion con 6 niveles
de concentracién (50, 100,150, 180, 200 y 250 pg/ml) y se utilizé al sulfatiazol como
estandar interno a una concentracion de 150 pg/mt.

Cada concentracion fue preparada por triplicado a partir de una misma solucion patrén.
La linealidad del sistema se evalud en dos diferentes dias

« Precision del Sistema.
Para su evaluacion se analizaron dos dferentes concentraciones de Sulfametazina
Estandar (180 y 200 pg/ml). Cada nivel de conhcentracidén se prepard por sextuplicado a

partir de la misma solucidén patron.

Se utilizé Sulfatiazof como estandar interno a una concentracidn de 150 pgfml.

-

« Descripcion de los _placebos ufilizados para evaluar las Caracteristicas det
Método Analitico.

Los placebos cargados utilizados para la evaluacion de las caracteristicas del método
desarrollado, consistieron de sulfametazina sodica {materia prima) y sus dos principales
productos de degradacion (acido sulfanilico y la 2-amino-4,6-dimetilpirimidina). La
combinacion de los tres componentes no se realizé mediante la mezcla de los polvos
porqué el tamafio de particula de cada uno es diferente y esto genera que la mezcla no
sea homogénea, 1o cual repercute en el porcentaje de recuperacion. Por lo anterior se
decidié formar los placebos a partir de soluciones patrén de cada componente La forma
en gue se prepararcn se muestra en |a figura 25.

El intervalo de concentraciones de sulfametazina sddica que se utilizaron fue de 220, 209,
199, 188 y 178 pg/ml equivalente a 204, 194, 184, 175 y 165 pg/ml de sulfametazina base
o cual representé a su vez el 105, 100, 95, 90 y 85% de sulfametazina sodica o

equivalente a base
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Los productos de degradacién se adicionaron en porcentajes iguales vy la suma de los dos
corresponde al porcentaje de degradacion de la sulfametazina.

Analitos Nivel de Concentracion (%)
Sulfametazina 105 100 95 90 85
Ac. Sulfanilico 0 0 25 5 7.5
2-Amino-4,6-dimetilpirimidina 0 0 2.5 5 7.5

Tabla IV. Niveles de Concentracion Utilizados para la Validacién del Método.

Analitos : Concentracion en pg/ml
Sulfametazina (SMZ) 204 194 184 175 165
Ac. Sulfanilico {(AS) 0 0 6.0 120 | 18.0
2-Amino-4,6Dimeitilpirimidina (ADP)| 0 0 4.3 8.6 12.9

Tabla V. Intervalo de Concentraciones Utilizados para la Validacion de Método.

Las concentraciones de Ac. Sulfanilico y ADP, utilizadas en la validacion del método, se
determinaron en base a la estequiometria de ta reaccidn que se presenta al hidrolizarse la
sulfametazina.

« Linealidad del Método.

Se analizaron placebos cargados con 5 diferentes niveles de concentracion de
sulfametazina sodica 105%, 100%, 95%, 90% y 85% (204, 194, 184, 175,165 ng/ml de
sulfametazina base respectivamente).

Se prepararon, de manera independiente tres placebos de cada nivel de concentracién,
La linealidad del metodo se evalud en dos dias diferentes.

» Exactitud del Método.
Se analizaron placebos que representaron el 100%, 95% y 90% (194, 184,175 pg/ml
respectivamente) de sulfametazina.

Se prepararon 7 placebos, de manera independiente, de cada concentracion y se
analizaron bajo tas mismas condiciones de operacién y por el mismo analista.
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+ Precisién.

Repetibilidad.

Se prepararon placebos que representaran el 0%, 5% y 10% de degradacién de |a
sulfametazina. Se elaboraron 3 placebos, en forma independiente, de cada nivel
de degradacién y fueron analizados por &l mismo analista en dos diferentss dias.

Reproducibilidad.
Se evalud de la misma manera gue para repetibilidad solo que en este caso los
placebos se analizaron por 3 diferentes analistas y en dos dias diferentes.

« Sensitividad.

Se analizaron soluciones de 6 niveles de concentracién de sulfametazina, con 1.6 ug/mi
de diferencia entre cada una de ellas (188.8, 190.4, 192, 193.6, 195.2, 196.8 ug/ml).

Cada concentracién se prepard por triplicado a partir de pesadas independientes y se
incluyd el uso del sulfatiazol como estandar interno a una concentracion de 150 pg/ml.

« Tolerancia.

La tolerancia del método desarrollado se determind evaluando el efecto que presenta el
porcentae de Acido acético en la fase mavil sobre el tiempo de retencion de la
suifametazina y sulfatiazol asi como del porcentaje de recuperacion.

Se utilizaron 5 diferentes concentraciones de acido acético (0 2, 0225, 0.25, 0.275,0 3%).

El efecto de la fase movil fue evaluado inyectando una muestra que representara el 15%
de degradacion de la sulfametazina, utilizando los diferentes niveles de acido acético en

la fase movil.
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4.2 Criterios de Aceptacion.

En la siguiente tabla se muestran los criterios establecidos para cada una de las

caracteristicas evaluadas del método analitico:

CARACTERISTICA CRITERIO DE ACEPTACION ESTABLECIDO
S Linealidad r*>0.98, CV< 1.5%.
1 Andlisis de Variancia:  Feue > Fenea
S Prueba del intercepto: e, < tertica.
T Prueba de la pendiente: {5 > teea
E
M
A Precision CV <1.5%
Linealidad 20,98, GV < 1.5%.
Analisis de Variancia:  Feae > Ferivea,
Prueba del intercepto:  toae. < tatica
Prueba de la pendiente: t.;. > toitica.
M Precision CV < 1.5%
€ . . ,
Exactitud Prueba de t (comparacion de una media con
T respecto a la media poblacional):
tealc. <€ critca
O
) Repetibilidad Analisis de Variancia: Fgae < Foica
O
Reproducibilidad Andlisis de Variancia: Foge < Fogyca
Sensitividad Prueba de Diferencia Minima Significativa
Tolerancia CV < 2 entre los todos los resultados de las
diferentes proporciones de Ac. Acético
manejadas
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5. RESULTADOS Y ANALISIS.

5.1 Linealidad del Sistema.
En la tabla VI se muestra las respuestas oblenidas de las seis concentraciones de

sulfametazina base analizadas en dos dias diferentes

Gurva {Dia 1) Curva {Dia 2)
Concentracién Respuesta Concentracién Respuesta
smz({pgfml) (Asmz/Asiz)*Cstz smz {pgiml) {Asmz/Astz)*Cstz
(X} (Y) X} {¥)

59 5728 57.3250

50.1 57.8181 50.0 57.9950
58 9633 58.1680

117 5690 116.5163

100.1 118.4989 100.0 116.8127
117 9819 117.2591

176.7959 174.6679

150.2 179.0919 150.0 173.9225
176 5901 173.4138

210.4575 208.3299

211.2457 208.5818

1802 210 6754 180 0 206.5165
211.0130 209 7449

211.3330 209.7814

216 0355 210.0503

238.1604 233.9165

238 8562 231.9040

200.2 2392800 200.1 233.0650
239 3492 231 9207

235.9084 234.2444

238 1927 231.1351

208.6668 291.2020

250.3 268.0791 250.1 292.3478
291.1933

Tabia VI. Respuestas de Sulfametazina para la Linealidad del Sistema.

Los coeficientes de determmacion obtenidos del analisis de regresion se presentan en la
tabla VI en ia cual se observa que para las tres curvas el 99.99% de fa variacion en la
respuesta es explicada por el modelo de regresion determinado. Asimismo dentro de la
misma tabla se wisualiza que los coeficientes de variacién son menores a 15%
indicandonos que la variacién que existe entre las respuestas se encuentran dentro del

criterio establecido
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Curva Ecuacion de Regresion Determinada r* Ccv
Dia 1 Y =1 1942X -1.18078 0.9993 0.9946
Dia 2 Y = 1.1651X -0. 4293 0.9998 0.5718
Global Y = 1.1781X -0.9234 0.9988 1,1532
{Dia1y2)

Tahla VII. Andlisis de Regresion para la Linealidad del Sistema.

El grafico de regresion ajustada que se presenta en la figura 27 se obtuve a partir del
modelo matematico de regresion para la curva global. En la figura mencionada no solo se
presenta la curva ajustada sino también los datos experimentales los cuales se
encuentran dispersos alrededor de la recta.

Curva de Regresién Ajustada
300
4
250 .
3 ¢
£ 200 /‘/
3 o
<
< 150 »
& o | 3 (AsmzIASE) Tt
< 100 - |
n - ____Prondstico ‘
> 5 '3 {Asmz/Astz)*Cstz|
J— e
Y . +
o 50 100 150 200 250 300
X = smz (mcgfmil)

Figura 27. Curva de Regresién Ajustada para ia Linealidad del Sistema.

La disparsién que presentan los puntos experimentales con respecto al estimado con la
ecuacién de regresion se visualiza mejor en la figura 28. En ella se encuentra el gréfica
de residuales y en el se observa, que todos los datos estan distribuidos alrededor del cero
lo cual indica que las variaciones que existen se deben a errores aleatorics y no errores
sistematicos.

El residuo mayor que se presenta en el grafico de residuales es de aproximadamente 5y
esto equivale a un 2% de error en la prediccién del modelo de regresion.
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Grafico de Residuales
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Figura 28. Grafico de residuales para la Linealidad del Sistema.

En la tabla VIIi aparecen los resultados obtenidos del analisis de variancia realizado, para
determinar si la concentracion y la respuesta se encuentran refacionadas linealmente
(Ha). Para las tres curvas analizadas la Fcalculada fue mayor que la Feritica lo cual indica
que estadisticamente si existe una relacidn lineal entre las dos variables.

Hipotesis
H, = X ¥ Y no estan relacionadas linealmente.
Hx = X vy Y estan relacionadas linealmente.

Curva GL sc cM Feae. Foritica
a=0.05
Regresion 1 108062.5583 | 108062.5583 | 31362.9117 4.3248
Dia1 |(Residuos 21 72.3566 3.4456
Total 22 108134.9149
Regresidn 1 113236.0753 | 113236.0753 | 104883.376 4.3009
Dia2 |Residuos | 22 23.7520 1.0796
Total 23 113259.8274
Regresién 1 2211451951 | 221145.1951 | 38308.5499 4.0568
Global (Residuos 45 259.7732 57727
Total 46 | 221404.9683

Tabla VIll. Analisis de Variancia para Evaluar la Linealidad del Sistema.

Los imites de confianza para la pendiente de cada una de las curvas aparecen en la tabla
IX v en ella se aprecta que las intervalos de todas tas pendientes ne son idénticos, pero
se traslapan entre si y por ello, estadisticamente no son diferentes, Lo anterior es
indicativo de que la sensibilidad del sistema fue la misma en los dos dias en que se

evaluo la linealidad.
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CAPITULO Il VALIDAGION DEL METODO

El valor de pendiente obtenido, de cada curva, es positive y esto indica que la relacion
entre las dos variables es directa, es decir que a medida que aumenta la concentraciaon
aumenta la respuesta. Lo anterior se observa graficamente en la figura 27.

De los resultados expuestos en la tabla IX se concluye que las curvas de regresion pasan

par el origen y por lo tanfo se tiene que el sistema no da respuesta cuando la
concentracion del analto es nula.

Analisis Estadistico:

Intercepto Pendiente
H,: h=0 m=90
Hp: b0 m«=0
Curva Dia 1
Coeficientes|Error tipico | -~ tornica inferfor Superior
o= 0.05) 95% 95%
Intercepto -1.8078 1.1474 -1.5756 + 20796 -4,1940 05784
Pendiente 1.1942 0.0067 177 0958 + 2.0796 1.1802 1,2083
Curva Dia 2
Intercepto -0.4293 0.6263 -0.6854 +2.0739 -1.7282 0 8696
Pendiente 1.1651 0.0036 323.8570 +2.0739 1.1577 1.1726
Curva Global
Intercepto -0.9234 1.0383 -0.8911 +2.0141 -3 0107 1.1638
Pendiente 11781 0 0060 195.7257 + 2.0141 t 1660 11802

Tabla iX. Analisis Estadistico para la Linealidad del Sistema.

5.2 Precision del Sistema.

En la tabla X se chserva que los coeficientes de variacion son menores al 1.5% lo cual
indica que las respuestas generadas por el sistema son precisas ya que los coeficientes
de variacion que se obtienen cumplen con el criterto establecido.

Parametro Dia 1 Dia 2 Global (Diaty 2)
180 -pg/mi | 200 -pg/ml | 180 -ugfmi | 200-pg/ml | 180-ug/mi | 200 -pgiml
1.1639 1.1934 1.1600 1.1631 1.1648 1.1782
0.0028 0.0035 0.0074 0.0062 0.0074 0 01656
cv 0.2367 0.2896 0.6387 0.5329 0.6330 1.4047

Tabla X.-Analisis Estadistico para Evaluar la Precision del Sistema.

/- M
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5.3 Linealidad del método.
Los resultados oblenidos de las curvas realizadas para evaluar |a linealidad del método

se presentan en la tabla X1

Dia 1 Dia 2
Cantidad Cantidad Y Cantidad Cantidad %
Adicionada | Recuperada Recuperado | Adicionada | Recuperada | Recuperado
(mg) {mg) {mg) {mg)
102.87 102.98 100.11 162.87 102.65 99.79
102.88 101.78 98.93 102.87 103.56 100.68
102.89 104.77 101.83 102.87 101.97 99,12
108.95 108.34 99.44 108.92 107.19 98.41
108.98 107.47 98.62 108.80 108.59 99,71
108 99 107.39 98.54 108.60 110.04 101.05
115 02 114 68 89.70 115.00 115.27 100.23
115.02 115.03 100.01 114.97 114.57 99.65
115 02 114 52 99.56 114.98 113.74 98 92
121 02 121.86 100.70 121.06 121.43 100.31
121.03 122.24 101.00 121.03 120.10 99.23
121.05 122.03 100.81 121 05 120.50 99.55
127.10 127.24 100.11 127.11 125.73 98.92
127.11 126.68 99.66 127.09 128.52 101.13
127.13 128.77 101.29 127.09 129.68 102.04

Tabla XI. Resultados Anaiiticos de la Linealidad del Método.

los resultados del analisis de regresion y los coeficientes de variacion de las curvas
analizadas se muestran en la tabla Xll, en la cual se aprecia que, en general, los
coeficientas de determinacién y los coeficientes de variacion son muy semejantes, fo cual
indica que cualquiera de las ecuaciones de regresion obtenida tiene la misma capacidad

de prediccion.

Z

Curva Ecuacidon de Regresion r cv
Dia 1 CRecup. = 1.0421 CAdic. - 4.7879 0.9881 0.9654
Dia 2 CRecup. = 1.0326 CAdic. - 3.8207 0.9847 0.9894
Global CRecup. = 1.0373 CAdic. - 4.3049 0.9863 0.9620

Tabla X, Analisis de Regresion para la Linealidad del Método.

Asimismao, los coeficientes de determinacion indican que aproximadamente el 98.5% de
las variacion de los resultados son explicados por los modelos de regresion

determinados.
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Con los resultados obtenidos de las dos curvas {dia 1 y dia 2), se construyd el grafico de
residuales {ver figura 29) obteniéndose que las variaciones que presenta el metodo son
debidas a errores aleatorios y no a errores sistematicos.

En el grafico de residuales también se abserva gue la cantidad de sulfametazina que se
puede predecir con menor error es |a del centro, ya que es donde se encuentra menor
dispersién alrededor de cero.

Grafico de Residuales
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*
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]
& _0'510{0 : 105 + 110 1#5 120 125 4 1%0
1 ¢ d
* L
-1.5 3
.2 *
.25
CAdicionada

Figura 29. Grafico de Residuales de la Linealidad de! Método,

El analisis de variancia realizado a las diferentes curvas nos indicé que la cantidad
recuperada y adicionada se encuentran refacionadas linealmente y que las ecuaciones de
regresion tienen la capacidad de describir adecuadamente esta relacion { ver tabla XII).
Ademas mediante el analisis estadistico realizado a el valor de 1a pendiente se determind
(ver tabla XIV), que la refacion que existe entre las dos variables es directa lo cual
significa que al aumentar la cantidad adicionada aumenta la cantidad recuperada, este
comportamiento se aprecia en la figura 30.
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Andlisis de Variancia.

H, = CAdic. y CRecup. no estan relacionadas linealmente

H, = CAdic. y CRecup. estan relacionadas linealmente

Curva GL scC cM F Feritica
(o= 0.05)

Regresion 1 [1193.6447| 1193.6447 | 1081.6314 4-6672
Dia1 [Residuos 13 | 14.3463 1.1036

Total 14 |1207.9909

Regresion | 1 [1174.4847] 1174.4848 | 837.6915| 4..6672 |
Dia2 [Residuos 13 18.2266 1.4020

Total 14 |1192.7113

Regresion 1 {2368.1328] 2368.1328] 2025.2738| 4.196 |
Global [Residuos 28 32.7401 1.1693

Total 29 (2400.8729

Tabla Xlli. Andlisis de Variancia para Evaluar fa Linealidad del Método.

Curva de Regresion Ajustada
130
4
125 | s
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g o ;/ | 5 |
o ____ Pronostico
o / : CRecuperada J
105 . = L
100 : | t } 1
100 105 110 18 120 125 130
CAdicionada (mg)

Figura 30. Curva de Regresion Ajustada de la Linealidad del Método
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Hipdtesis

Intercepto Pendiente

Hy b=0

Hy b0

Parametro Curva
Dia 1 Dia 2 global
Pendiente 1.0421 1.0326 1.0373
LS Intervalo de Confianza al 95% 1.1105 1.1096 1.0845
Lt Intervalo de confianza al 95% 0.9736 0.9555 0.9901
{ cale. 32.8882 28.2929 45,0030
torinca (o = 0.05) +2.1604 +2.1604 +2.0484
Ordenada al origen -4.7879 -3 8207 -4.3049
LS Intervalo de Confianza al 95% 3.1061 5.0656 11396
LI Intervalo de Confianza al 95% [-12.6818 -12.7070 -0.7493
t catc -1.3103 -0.9289 «1.6197
teriica (o0 = 0.05) +2.1604 +2.1604 +2.0484
Tabla XIV. Analisis Estadistico para Evaluar la Linealidad del Método.

En la tabla XIV se observa que el intercepto de cada una de las curvas se puede
considerar estadisticamente igual a cero vy esto a su vez indica que el método no
proporciona una respuesta significativa cuando no existe analito presente en la muestra.
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5.4 Precision y Exactitud del Método.
Los resultados obtenidos para evaluar la precision y exactitud del método se presentan en

la tabla XV.
Nivel Cantidad Concentracidon | Concenfracion Cantidad %
de Adicionada de SMZ {pgiml) | Estimada (pg/ml) | Recuperada Recuperado
Concentracién (mg) {mg}

120.96 193.53 184.06 121.2830 100.27
120.99 193.6% 193.56 120.9767 99.99
120.99 183.58 194.58 121.6123 100.52

100% 120.97 193.55 193.80 121.1247 100.13
120.98 193.56 193.33 120.8284 99.88
121.04 193.66 193.22 120.7621 99.77
120.96 193.53 195.02 121.8845 100.77
114.96 183.94 184.88 115 5474 100.51
114 96 183.94 184.94 115.5846 100.54
114.94 183.90 8377 114.8583 99.93

95% 114.94 183 90 186.54 116.5004 101.44
114.96 183.93 183 88 114.9278 99.98
114.99 183.99 184 00 115.0000 100 01
114.99 183 99 183.91 114 9442 99.96
108.80 174.24 173.54 108 4632 99.60
108.89 174.23 174 38 108.9858 100.09
108.90 174.24 174.18 108.8457 ag 95

90% 108.92 174.27 173.43 108.3911 99 52
108 85 174.21 175.62 109.7655 100.81
108.91 174 25 174 13 108.8293 99,93
108.90 174.24 173.46 108.4152 09 55

Tahla XV. Resultados Analiticos para Evaluar la Precision y Exactitud del Método.

Los ceeficientes de variacion determinados a partir de los porcentajes de recuperacion se
presentan ef la tabla XV, en la cual se observa que para los fres niveles de concentracién
el ¢v es menor al 1% con lo cual se demuestra que el método tiene la caracteristica de

ser preciso

Nivel de
Concentracion X s cv
100% 100 1871 0.3563 0.3557
95% 100.3341 05519 0.5501
90% 99.9190 0.4512 0.4516
Tabla XVI. Estadistico de la Precision del Método.
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Con [a ayuda de |a prueba de £ que sirve para comparar dos medias (media recuperada y

la media adicionada) se determind que el método analitico es exacto, esto se puede
apreciar en la tabla XVII en ella se observa que para los tres niveles de concentracién el

valor de la qgicuiada €8 Menor al valor critico de ¢, lo cual indica que no existe diferencia
significativa entre la cantidad adicionada y la recuperada, es decir, que estadisticamente

se puede considerar que todo lo que se adiciona se recupera al aplicar método analitico,

Prueba t para dos muestras con variancias iguales

Hipotests:

Ho= Xapicionapa = X recupErADA

Ha = Xapicionaos. # X recuperapa

Nivel de CAdicionada CRecuperada
Concentracion {mg) {mg}
Media 120.9826605 121.2102624
Variancia 0.000767732 0.17167513
Observaciones 7 7
100% Grados de libertad 12
Estadistico t (tuae ) -1.45011462
P(T<=t) dos colas 0.172656768
Valor critico de t {dos colas) + 2178812792
Media 114.9633316 1156.3503432
Variancia 0.000470442 0.390010463
Observaciones 7 7
95% Grados de libertad 12

Estadistico t (tae ) -1.638600637
P(T<=t) dos colas 0127231282
Valor critico de t (dos colas) +2.178812792
Media 108.8999966 108.8136879
Variancia 0.000127639 0.232839033
Observaciones 7 7

90% Grados de hbertad 12
Estadistico t (.. ) 0.473104291
P{T<=%) dos colas 0.644628408
Vator critica de t (dos colas) +2.178812792

Tabla XVII. Analisis Estadistico para Evaluar ia Exactitud del Método.

71



CAPITULO I VALIDAGION DEL METODO

5.5 Repetibilidad y Reproducibilidad.
Los porcentajes de recuperacion obtenidos por tres analistas en dos dias diferentes y en
tres niveles de concentracion se enlistan en la tabla XVIIL.

Dia 1 Dia 2
(% Recuperado) (% Recuperado)
Nivel de 194 184 175 194 184 175
Concentracion (ugfml) {ugiml)} (eg/mi) {rgfmi) {ng/mil} {ngiml)
100.27 100 51 99.60 101.03 99,18 101.34

Analista 1{D}) 100.52 99.93 98.95 100.09 100.51 101.24
99.77 100.01 99.93 99.56 100.33 99.40
99.98 99.87 101.86 101.48 101.58 100.84
Analista 2(A} 99.93 95.94 100.29 100.44 100.02 99.37
100.34 102.88 101.72 100.13 99.26 101.78
99.74 100.27 101.16 100.87 100.37 101.35
Analista 3(R} 101.22 99.54 101.57 99.55 100.33 99.68
100.60 99.57 100.32 998.95 99.57 100.76
Tabla XVIII. Porcentajes de Recuperacion para Evaluar la Repetibilidad y Reproducibitidad.

Los datos de la tabla XVIll se sometieron a un andlisis de variancia {modelo factorial
anidado) para determinar si no existia diferencia significativa entre los resultados
obtenidos por los diferentes analistas (H,) y también si el dia no influye en el resultado
analitico obtenido por el analista (H,).

Andlisis de variancia.

Reproducibilidad Repetibilidad
H,: Analista; = Analista, = Analistas Dia = Diay
H, Analista; = Analista, = Analistas Dia4 # Diap
Concentracion | FV GL sC CM Feate. | Feritica
(pgiml) {o. = 0.05}
Analista| 2 0.0976 0.0488 0.1875 | 9.5521
194 Dia 3 0.7809 0.2603 0.6928 | 3.4903

Error 12 | 4.5085 0.3757

Analsta| 2 0.0857 00428 0.1358 | 9.5521
184 Dia 13 | 0.9468 0.3156 0.1305 | 3.4903
Error 12 | 290224 2.4185

Analista] 2 1.7696 0.8848 1.4013 19.5521
175 Dia 13 | 1.8942 0.6314 0.8244 | 3.4903
Error 12 | 9.1906 0.765%9
Tabla XIX. Analisis de variancia para Repetibilidad y Reproducibilidad del Método.
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En la tabla XiX se aprecia que en los tres niveles de concentracion el valor de fas
Feriticas, para el dia y analista, son mayores que [o valores de Fealculadas indicandonos
que no existe una diferencia significativa entre los resultados obtenidos en diferentes dias
y por diferentes analista y esto a su vez nos lleva a concluir que el método analitico tiene
la capacidad de ser repetble (entre dias) y reproducible por cualquier analista
previamente capacitado.

5.6 Sensitividad.
las respuestas del andlisis de los seis niveles de concentracidn para determinar la
sensitividad del método se encuentran en la tabla XX.

Concentracién Respuesta
{pgiml) {Asmz/Astz)*Cstz
188.88 222.9798
188.90 2247921
188.83 221.6317
X 4= 188.87 X1=223.1345
190.46 226.1414
190.46 225.6568
190.46 225 4165
X»=190.46 X,=225.7382
182.10 226.8686
192.06 228.0062
192.08 225.0720
¥5=192.08 X 3= 226.6489
193.65 228.3642
193.68 229.9817
193.70 228.2950
X4+ 193.67 X 4= 228.8803
195.25 230.4890
195.28 230.0669
195,23 231.2680
¥5=195.25 X 5= 230.6046
196.85 232.0560
196.88 232 3700
196.89 232.4403
¥g= 196,87 ¥ 5= 232.2888

Tabla XX. Respuestas de Sulfametazina para
Evaluar la Sensitividad

La prueba de DMS se realizo a partir de las promedios de las respuestas provenientes de
concentraciones iguales.
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La prueba de diferencia minima significativa (DMS) consiste en calcular la diferencia entre
todas las medias y comparar estas con un valor minimo gue deben cumplir (Anexo 3).

FV GL SC CM Feate- Feritica
{c. = 0.05)
Concentracion 5 169.4514| 33.8203 | 33.02 311
Error 12 12.3151 | 1.0263
Medias Xy X X4 T4 Xs X
X, 0.0000 2.6037 3.5144 5.7458 7.4701 9.1543
& & & & &
X, -2.6037 | 0.0000 0.9107 3.1421 4.8664 6.5505
s & & o&
X, -3.5144 | -0.9107 | 00000 2.2314 3.9557 5.6398
& & o
X, 57458 | -3.1421 | -2 2314 0.0000 1.7243 3.4085
P &£
X5 -7.4701 | -4.8664 | -3.9557 -1.7243 0.0000 16841
r28
Xg -9.1543 | 65505 | -5.6388 | -3.4085 -1.6841 0.0000

Tahla XXI. Analisis Estadistico para Evaluar la Sensitividad

DMS g o512, 12 = 1.8
zze= No significativo
&= Significativo.

Criterio: Si la diferencia entre dos medias > a 1.8 = Existe diferencia significativa
entre ellas.

Mediante la prueba de DMS se determind que algunas veces se obtendran respusstas
significativamente diferentes entre concentraciones que presenten 1.6 pg/ml de diferencia
entre ellas, pero en ocasiones esta diferencia no serd suficiente para obtener una
respuesta significativamente diferente. Pero cuando se tiene 3 2 ug/ml de diferencia entre
dos concentraciones siempre va a existir una diferencia significativa entre sus respuestas,
{o cual significa que la sensitividad del método es mayor a 1.6 pg/ml y menor o igual a 3.2

rgiml.
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5.7 Tolerancia.

Esta caracteristica se evalud solamente probando diferentes concentraciones de acido
acético debido a que es la parte del método analitico que puede presentar una mayor
variacién por parte del analista ya que las demds variaciones de alguna manera se
encuentran controladas por el funcionamiento automatico del equipo y algunas otras
como, diferente columna (C45) ¥ equipo no fueron posibles de evaluar por carecer de elio.

Para conocer la tolerancia que presenta el método ante pequefios cambios en la
concentracion de Acido Acético en |a fase movil, se determinaron los tiempo de retencién
de sulfatiazol, sulfametazina y los porcentajes de recuperacidn de sulfametazina a las
diferentes concentraciones de Acido Acético. Los resultados obtenidos se presentan a
continuacion.

Concentracion de Acido Acético

0.20% 0 225% 0.25% 0275% 0 30%
TR(min.) SMZ | TR{min.) SMZ | TR{min.) SMZ | TR{min.) SMZ | TR(min.) SMZ
6.54 6.478 6.418 6.393 6.39
6 528 6,477 6.425 6.403 6 402
6.527 6.487 6.422 6.408 6.402

TR (SMZ)

X =6.446

s =0.054

cv=0.836

Concentracion de Acido Acético
0.20% 0.225% 025% 0.275% 0.30%
TR{mMin.)STZ | TR{min.) STZ | TR(min.} STZ | TR(min } STZ { TR(min } STZ

4123 4,095 4.052 4.027 4,023
4128 4.093 4,042 4.02 4.018
4.127 4.087 4,038 4.025 4.018

TR (STZ)

¥ =4.061

s =0.043

cv = 1.057
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Concentracion de Acido Acético

020% 0.225% 0.25% 0.275% 0.30%
%Recuperado {%Recuperado [%Recuperade |%Recuperado [%Recuperado
101.03 100.70 101.03 101.00 101.09
101.14 100.67 101.12 101.14 101.18
101.15 100.88 101.13 101.05 101.15
%Recuperado.

X =101.03
s =0.1595
cv =0.1579

En los resultados anteriormente citados se aprecia que las variaciones producidas por las
diferentes concentraciones de acido acetico afectan en mayor proporcion a los tiempos de

retencion de la sulfametazina y sulfatiazo! que al porcentaje recuperado.
En general se puede considerar que el porcentaje de recobro no se ve afectado puesto

que su vanacion es menor al 0.2%.

De lo anterior podemos concluir que los porcentajes de recuperacién son los mismos aun
cuando cambie la concentracién de acido acético entre 0.2y 0.3%
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6. APLICACION DEL METODO VALIDADO.

Con el fin de conocer la estabilidad de la sulfametazina sédica, en condiciones drasticas
de temperatura, se sometié a 100°C por un periodo de 8 meses y posteriormente se
analizé aplicando el método validado. Los resultados obtenidos del analisis se presentan
en las tablas XXiH y XIVv.

Peso Concentracién Asmz Astz Respuesta Media
smz base AsmzfAstz de las
{pgiml) Respuestas
121.04 193.66 14535736 | 9523319 1.5263 16269
14480711 9480312 1.5275

Tabla XXll. Resultados del Estandar Analizado para Estimar jas Concentraciones de
Sulfametazina.

Muestra Peso Asmz Astz CEstimada | Cantidad Y%
{mg) (ngimi) Estimada Estimado
1 120.9875 | 14616278 | 9605073 193.01 120.6299 99.70
2 121.0926 | 14640646 | 9550633 194.43 121.5198 100 35
3 121.0488 | 14800556 | 9592154 195.70 122,3153 101.056

Tabla XXIIl. Resultados Estimados de las Muestras de SMZ Sodica Sometidas a 100°C,

El coeficiente de variacidon determinado de los porcentajes estimados se presentan en la
tabla XXIV.

Parametro % Estimado
X 100.37
S 0.6710
[ 0.6686

Tabla XXIV. Estadisticos Obtenidos de los porcentajes de
Raocobro de las Muestras Sometidas a 100°C.

Eznla tabla XXV se aprecia que la media estimada, para las muestras de sulfametazina
sddica, es del 100.4% y esto indica que la sal de la sulfametazina es estable a 100°C por
un periodo de 8 meses

Nota: La cantidad que se indica en fa tabla XXii, en ia segunda columna, correspende al peso que
aparentemente debe contener la muestra de smz base cuando esta no ha sufrido degradacion,
La forma en que se calculd ef porcentaje estimado, se presenta en el Anexo 3.
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CONCLUSIONES

. Mediante la hidrolisis de la sulfametazina sodica, en medio dcido se obtuvieron 4
productos de degradacion: 4cido  sulfanilico, 2-amino-4,6-dimetilpirimidina,
sulfanilamida y probablemente el 2-hidroxi-4,6-dimetilpirimidina.

. El acido sulfanilico y el 2-amino-4,6-dimetilpirimidina son fos principales productos de
degradacion de la sulfametazina, ya que se forman en una mayor proporcién a las
condiciones de hidrolisis manejadas.

. La identificacién de los productos de degradacion de la sulfametazina permitid
desarrollar un método cromatografico para la cuantificacion de ésta sin su
interferencia.

. El método desarroliado para la cuantificacion de sulfametazina es confiable ya que:
- es lineal en el intervalo de 165 - 204 pg/ml,

- preciso con un coeficiente menor al 1%,

- exacto en las concentraciones de 175, 184 y 194 pg/mi

- repetible y reproducible entre dias y analistas.

. La sensitividad del método analitico es mayor a 1.6 pg/ml y menor o igual a 3.2 pg/ml.

_ S& obtienen los mismos resultados analiticos cuando la concentracion de acido
acético, en la fase mévil, se encuentra entre 0.2% y 0.3%.

. La sulfametazira sodica no presenta degradacién cuando se almacena por 8 meses a
una temperatura de 100°C.
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ANEXO1

MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS UTILIZADOS EN EL DESARROLLO DEL METODO
ANALITICO.
MATERIAL
Matraz de bola de 500ml
Refrigerante
Vasos de precipitado de 50, 100, 250 y 500 mi
Matraz kitazato de 250 mi
Embudo de porcelana
Embudo de separacién de 125 y 20 ml
Pipetas volumétricas de 1,2, 3,4y 5 ml
Pipetas graduadas de 1, 5y 10 ml.
Matraces volumétricos de 10, 50, 100, 200 y 250 mi
Soporte universal
Parrilla
Triangulo de porcelana
Pinzas de tres dedos
Nuez
Piseta.
Varillas de Vidrio.
Espatula.
Filtros Millipore de 0.45 um

REACTIVOS

Hidroxido de sodio (Merck)

Acido acético (Merck)

HiPO, {(Merck)

Cloroformo (Monterrey}

KH,PO, (Monterray}

Metanol (Omnisolv, EM Science)
Acido clorhidrico {Baker)

CH,CN {Omnisolv, EM Science)
Acido Silfanilico (Baker)

Sulfatiazol {Helm de México)
Equiro

Balanza Analitica Ohaus AP250D-0)

Bomba de Vacio Koblenz OGP-13455

Cromatografo
Detector de Arreglo de Diodos Waters 996
Bomba Waters 616
Controlador de bomba Waters 600S
Inyector Automatico Waters 717 plus
Columna Nova Pak Cyg, 3.9 X 150 mm.
Columna Symmetry Cqg, 3.9 X 150 mm
Software Millennium Version 2.1.
Computadora DELL
impresora HP DeskdJet 660C.
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PREPARACION DE LA MUESTRA DE LA SOLUCION DEGRADADA AcCIDA, PARA SU ANALISIS
POR CLAR.

Se tomd un ml de la solucion degradada dcida y se diluyd en un matraz volumétrico de
100 mi, con agua destilada. De esta dilucion se tomo 1 ml y se diluyé con agua de
dsmosis Inversa en un matraz volumétrico de 10ml. De la aitima ditucién se filtro 1 ml y
se analizd en el sistema cromatografico bajo las siguientes condiciones de analisis:

Velocidad de Flujo: 1 mi/min.
Volumen de Inyeccidn: 20
Fase Movil; KH4PO, (0.012M} f CHsCN  90:10

La velocidad de flujo v el volumen de inyeccidn se mantuvieron constantes durante el
desarrotlo del métado.

PROCEDIMIENTO PARA SEPARAR EL “PROD. DEG.3” DE LA SOLUCION DEGRADADA
MEDIANTE SU PRECIPITACION EN MED!IO ALCALINO.

1. Colocar 50 ml de la solucion degradada acida.

2. Pesar aproximadamente 6g de NaOH

3. Disolver poco a poco, el hidroxido de sodio, en la solucion degradada hasta la
presencia de un precipitado blanco.

4. Filtrar el preciptado y recristalizarlo en una mezcla Metanol-Agua 70-30.
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PROCEDIMIENTO PARA OBTENER EL “PROD. DEG.3” MEDIANTE UNA EXTRACGION LiQuIDO-
Liauipo.

El siguiente diagrama de fiujo ifustra la manera en que se separé el “Prod. Deg.3" de la
solucion degradada.

Alcafinizar con NaOH (pH 11), 50 ml
de la solucion degradada acida.

l

Transferir fa solucién alcalina a un
matraz de separacion que contenga
100 mi de CH,CI

v

Agitar en forma moderada
por 8 min

. !
C Fase Acuosa ! Fase Organica
(FO)
: |

Volver a extraer ¢on
100 m! de CH,CI

separacion con 30 mt de NaOH 1N

!
Fase Orgéanica §
. (FO) : l

o Agitar por & min.
(Fase Organica ]"— [ moderadamete ]

[Co!car las FO’s en un embudo de]

[ Volver a lavar con 30 ml de }

NaCH 1N
+
lFase Organicaj —

Analizar el residuo por
CLAR
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ANEXO2

FIGURAS DE LA OPTIMIZACION DE LA FASE MOVIL

Fase Mavil: CH3COOH {0.5%) 90% - 10% CH3CN
uA SNAy AS
1.8
0.6}
SMZ
0.4
0.2 ADP
0.0 A ] - N
1.0 3o 5] n 90 ' 110 min.
Longitud da Onda : 266.2 run
Fase Mavil: CH3 COOH { 1 %}90% - 10% CH3CN
UA SHA
.84
0.6
SMZ
0.4+
FM
] +
b2 ADP AS
0.0 WINEDE, - S —"
20 20 6.0 a0 10.0  min.
t.angitud de Onda : 266.2 nm
Fase Mévil : CH3COOH (1.5%) 90% ~ 18% CH3CN
us
0.8 SHA
0.6
SWMZ
0.4
AS
0.2 ADP
7.0 10 6.0 8.0 100 min.
fLangitud de Onda: 266.2 nm
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ANEXO2

FIGURAS DE LA OPTIMIZACION DE LA FASE MOVIL

Fase Mévil: CH3COOH (0.5%) 90% - 10% CH;CHN
VA SNA y AS
0.8
0.6
SMZ
0.4
0.2 ADP {
n.oLJ P ot
1.0 T0 ) 7 ¢ 110 min.
Longitud de Onda : 266.2 nin
Fase Mavil: CH3COOH ( 1 %)S0% - 10% CH3CN
uA THA
0.8
0,6
SMZ
0.4
liM
0.2
2 ADP AS
n.n_g_/.l..‘ﬂ:"l - oA
>0 2.0 5. 8.0 10,0 min.
Longitud de Cnda : 266.2 nne
Fase Mévil : CH3COOH (1.5%) 90% ~ 10% CH3CN
U
0.6 SNA
0.6
SMZ
0.4]
AS
024 aop
u.c-ﬁiJ—LJ\lL—— ol - -
7 4.0 6.0 8.0 10.0 min.
Langitud de Gnda: 266.2 nm
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Fase Movil : CH3COOH (0.5%) 85% - 15% CH4CN

Al SNA
0.8+ SMZ
0.6+
0.4
0.2+ ADP AS
ol AU i
2.0 5.0 8.0 Minutos

Longitud de Onda : 266.2 him

Fase Movil : CH3COOH ( 1% ) 85% - 15% CH3CHN

Al

0.0

0.6 -

.4

0.2

[l.llu—-JL—lJ-.. = b =

FIM + SNA +AS
SMZ

0.0

2.0 4.0 6.0 8.0
min.

Longitud de Onda : 266.2 nm

Fase Mavil : CHyCOOH(1.5%) 85% - 15% CH4CN

UA

8.8

0.6

0.4

0.2

R e

SNA
SMZ

ADP AS

i

040

20 40 6.0 win.

Langitud de Onda : 266.2 nm.
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Fase Mévil : CH3COOH (. 5%) 80% - ZG%CHECN
UA SMZ
1.8] SNA
1.8
0.6
0.4
0.2 ADP AS
IJ.[]—*‘“—‘!A—‘-*— . ;}i\:\_\ x A -
00 1.0 2.0 3.0 a0 5.Dmin,
Longitud de Onda : 266.2 nm
Fase MG6vil : CH3COOH(1%)80% - 20% CH3CN
au SWz
1.0 SNA
0.8
0.6
0.4
0.2 ADP as \
0.0 3-—A——~ AN . -
n.a z.0 4.0 6.0 min.
Longitud de Onda : 266.2 nm
Fase Mavil : CHzCOOH{1.5%) BO% - 20% CH3CN
ua
AS + SHA SMz
.04
0.8
0,64
0.4
0.2 ADP
0.0 —j—\ - J—A - -
0.0 10 20 10 5.0 min.

Longitud de Onda : 266.2 nm.
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TIEMPOS DE RETENCION DE LA SULFAMETAZINA Y TRES DE SUS PRODUCTOS DE DEGRADACION EN LAS

FASES MOVILES EVALUADAS.
FASE TIEMPOS DE RETENGION {MIN.) OBSERVACIONES
MoviIL ADP AS SNA SMZ
CH.COOH {0.5%)/CH,CN| 1.27 248 2.48 11.67 |No existe resolucion entre el
90.10 AS y la SNA.
CH3COOH (1.0%)/CH,CN | 1.24 1.95 2.32 10.32 | Al tiempo en que aparece el
90.10 pico del As se presenta una
depresion de la finea base
dada por algun componente,
presente en fa fase movil, lo
cual genera que el pico del As
se divida,
CHCOOH (1.5%YCH,CN] 1.25 180 2.30 2.90 -
90.10
CH;COOH (0 5%)yCH,CN|[ 140 2.64 2.14 6.30 |El pico del as presenta un
85:156 pequio coleo.
CHLCOOH (1.0%)/CH,CN | 143 2.09 209 5.95 [ElAsY la sNA no se resuelven.
85:15
CH,COOH (1.5%)/CH,CN| 114 1.82 208 5.84 -
85:15
CH,COOH (0.5%)CH;CN | 1.10 2.84 1.95 4,17 | El pico del s presenta coleo.
80:20
CH,COOH {1.0%)/CH;CN | 1.09 232 192 4,04 -
§0:20
CH,COOH {1.5%)/CH,CN| 11 1.93 193 4,05 |No existe separacién entre el
80:20 AS vy la SNA . Ademas aparecen
cerca de la depresion por lo
cual se general varios picos
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RESOLUCION ENTRE LA SULFAMETAZINA Y SUS PRODUCTOS DE DEGRADACION

FASE RESOLUCION
MoviL Pico | Pico | Pico OBSERVACIONES
1v2 | 2y3 | 3v4
CH3COOH (0.5%)/CH,CN 7.8 B 29.5 |Pico1=ADP Pico2y3=ASY SNA
90:10 Pico 4 = SMZ
CH,COOH (1.0%YCH,CN 58 1.6 29.4
90:10 Pico 1 = ADP Pico 2 =AS
CH,COOH (1.5%)/CHZCN 5.2 36 28.5 |Pico3=8NA Pico 4 = SMZ
90:10
CH3COOH (0.5%)/CH,CN 8.1 2.7 14.3 | Pico 1 = ADP Pico 2 = SNA
85:15 Pico 3= AS Pico 4 = smz
CH,COOH (1.0%)/CH,CN | 7.7 % 19.8 [Pico1=ADP Pica2y 3= SNAY AS
85:15 Pico 4 = smz
CH,COOH (1.5%)CH,CN 6.6 2.2 19.5 | Pico 1= ADP Pico2=AS
85:15 Pico 3 = SNA Pico 4 = SMZ
CH,COOH {0 5%)/CH,CN 74 45 5.7
80:20 Pico 1 = ADP Pico 2 = SNA
CH3COOH {1.0%)/CH;CN 7.4 2.0 7.3 Pico 3= AS Pico 4 = SMZ
80:20
CH,CCOOH (1.5%)/CH,CN 7.0 w 112 [Pico 1 =ADP Pico2y 3=ASY SNA
80:20 Pico 4 = SMZ

# No existe resolucion entre los picos

ASIMETRIA DEL PICO DE LA SULFAMETAZINA EN LAS DIFERENTES

FASES MOVILES EVALUADAS.

FASE PICO DE LA SULFAMETAZINA
MovIL ASIMETRIA {10%) | COLEO {USP)

CH,COOH (0.5%)/CH,CN 1.06 1.04
90:10

CH;COCH (1.0%)/CH,CN 1.07 1.05
90.10

CH,COOH (1.5%)/CH,CN 1.05 1.04
90:10

CH,COOH (0.5%)CH,CN 1.03 1.04
85:15

CH,COOH (1.0%)/CH,CN 1.12 108
8515

CH,COQH {1.5%)/CH,CN 1.19 1.11
85.15

CH,COOH (0.5%)/CH;CN 1.23 1.14
80:20

CH,COOH {1.0%)/CH,CN 1.38 1.21
§0.20

CH,COOH (1 5%)/CH,CN 1.12 1.08
80:20

Los valores de asimetria gue se encuentran en la tabla anterior se determinaron por dos
métodos diferentes: al 10% por arriba de la linea base y por el método que marca la USP.
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ANEXO3
FORMULARIO.
PORCENTAJE DE RECUPERACION.
Asmz
0, (TSI;J Muesn (C-S'mz) Estandar FD 100
Y% R = nestra
[ASWJ 1000 CE
Astz Estandar
donde:
FD =25x25

CE = Cantidad del Ensayo Analitico {mg)..
Cstz = Concentracion de sulfametazina estandar en pg/mi.

LINEALIDAD.

* Coeficiente de correlacion:

&)
m2 }:xz - T

£-&1

¥ =

+ Ordenada al origen y pendiente:

bziy—:‘(ZX)

. any—(X:xXzy)
an2 —(Z:x)2
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» Intervalo de confianza de la ordenada al origen y la pendiente:

=2
1 X
bi[ot.fZ,rz—Z Syx ;'*'

n

Donde:

sz_@_x__

S

yx

o G

n

My

‘n»l 2 .22
Sy = n__z(syﬁb Sy

n=numero de pares de los valores x,y.

+ Prueba del intercepfo:

+ Prueba para la pendiente:

|0 — m|

feaic =

! 1
Sy /sz_gf_)i

‘rcrmca = [0.05!2,32"2

f('l‘i!f'ca = t(] 03/2.n—2
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« Analisis de Variancia para la evaluar {a linealidad del sistema.

1. Calcular las siguientes relaciones:

2
SCroa =2, (=7 ’ :>Zy2 “‘—(zny)

SCrupticada = Z (ycaicufada - j”_)2 = m’ [sz - (Zx)z /n]

“ a2 =
SChy explicada = Z 6’ = Yeaiculada ) = Z (,V - y) - Z (ycm'c‘w'ﬂdﬂ - y)

Donde:

Y cacutags = Valores de y estimados a partir de la ecuacion de regresion.
y =La media de los valores de y

2. Tabla de Anadeva:

FV GL SC CM Feats Feritica
regrasion 1 SCexyicada SCexpticaga /1 CMegpne 'CMinexo | Foos n-2
residual n-2 SChnexpticeda | SCinexplicads /{112
fotal n-1 SCrotal

PRECISION.
A
v =2 %100
X
EXACTITUD.
X Recup. — x Ade
fca.fc = 1‘—“_'“"” !crt'lma = ta;'Z,th
5 (- e
MRecup.  HAdic.
donde:

2 2
IE” Reeupn I)SRecup. +(n Adic. ™ l)SAdrc.
8=
(”Recup. T4 — 2)
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REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD.
o Analisis de Varnancia (Modelo Factorial Anidado)

Modelo Matematico:
V= B+ A+ Dy e

1. Realizar la siguiente tabla:

Analista 1 Analista 2 Analista 3
Dia1 Yiu Yo Y
Yz Y122 Yis
Yia Y2 Yiss
Dia 2 Y2|| Y221 Y23|
Y2 Yo Yo
Y3 Yo Y33

Donde-
El primer subindice corresponde a el dia
Ef segunda subindice corresponde a el analista.
El Gitimo subindice corresponde al numero de réplica.

2. Calcular las siguientes sumatorias
V2= (Yigr b Yaral # (Yiog ot Yopaf + (Yige £t Yago) 2
YA (Vg + Yipt ¥ Yogd)
J’;.': = (Yo + (Yl + ot (Yosd)
pl o= (Yoo #Yqp ® Y+ (Yizr + Yoo+ Yaga) + (Yizr + Yz + Y52 )+

(Yor1+ Yorz+ Yorah + (Yopr + Yopp +. Yoas)? + (Yoar + Yozo +. Yazs)®
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3. Calcular las siguientes sumas de cuadrados:

Donde:

2 2
SC Y Y
Analista = dr Ha dr
2 2
yb’ Y
SCpy =L -2
Dia rooar
2
2 Yy

SChrror = Yy - T

a = Numero de analistas.
d = Numero de dias.
r = Numero de réplicas.

4. Tabla de Anadeva.

Fv GL sC cm Featc. Feritica
Analfista | a-1 SCanatista | SCanasta / (8-1) | CMapatista / CMoia | Fo.05, a1y
Dia -1 SChia SCpys / (d-1) CMpia / CMgger | Foos 1)
Error (r-T)ad | SCgpyor SCepyer / (r-1)ad
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SENSITIVIDAD.

. Analisis de Variancia para determinar el cuadrado Medio.

Modelo Matemadtico:
Yy=p+ G+ Eﬂ

1. Tabular fos Resuftados como se indica en la siguiente tabla:

Respuestas de cada nivel de concentracion
Cy C; Cs Cqy Cs Cg
Y11 Y1 Ya1 Yai Y51 Y1
Yiz Yoo Y3z Yz Ys2 Y62
Y13 Yoz Yas Y3 Y52 Y3
Donde:

Primer Subindice:  Nivel de Concentracion.
Segundo Subindice: Réplica.

2. Realizar las siguientes sumatorias:
yﬁ =(Yy) + (V12)2 + (Yt + (Y21)2 b+ (V)

V2 = (Yey ¥ Yio* Yz ® Yor + o +Yg)

Vi = (Vi + Yoo+ Y P4 (Yag + Yap + Yag )24 (Yar & Yao + Yo )+ (Yar + Yo + Yo )+

(Yo Yoo Ysa )2+ (Yor + Yoz + Yes )2

3. Caicular las siguientes sumas de cuadrados:

2 2
. ¥

cr

S CCancenfracion -

2
.2 !
SChpen =Y it mj’i‘f
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4. Con los datos anteriores construir la siguiente tabla:

Fv GL SC CM
Concentracion Cc-1 SCeancentracion SCeoncentracn / (C-1)
Error (r-1)C SCeror SCepor / (I-1)C

. Prueba de DMS.

1. Calcular los promedios de las respuestas de cada nivel de concentracion.

2. Ordenar los promedios en forma creciente como se muestra en la sigufente fabla:

Medias x X, ¥s I, Xs ¥y
X * =% Xy ¥ X -3 s~ ¥ ETEEY
% % B-¥ Xk -5 -4 T - %
7 - % -7 ¥ % By- % T T, | Fe - ¥
¥4 X% - ¥3-x XXy X5 -y ¥e — Xy
X X — X5 X - 35 Xy X X4 — X4 X5 - X Xo ~ X5
Xg X X Xy — X XX Xy —Xg X5 — Xg Xy — X

3. Restar las medias como se observa en la tabla anterior.

4. Determinar el valor de DMS, mediante la sigufente formula:

20M ..
DMS =tyosm.01,,., 1‘"—%21

5. El valor de DMS se compara con la diferencia de las medias (positivas) y el criterio que

se toma es el siguente:

Si DMS< a la diferencia de las medias = Existe diferencia significativa entre eflas.
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