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INTRODUCCION.

E! desarrollo de nuevos productos requiere de resultados analiticos, siguificativos
y seguros, que sean generados a través de diferentes andlisis farmacéuticos, siendo uno
de dstos el andlisis de pureza del nuevo componente propuesio como Sfarmacéutico.
De aki que el interés primordial de Ia realizacion de éste preyecto es determinar lu
pureza de la Sulfametazing sédica, la cual serd uiilizada en la fubricacion de una forma
farmacéutica para combatir la coccidiosis en cabras. Dicha cuantificacion debe ser
mediante una téenica analitica que sea altamente sensitiva , selectiva y que permita el
wso de métodos analiticos gue puedan ser apropiades pare la determinacion de
microcantidades. :
Una variedad de métodos pueden ser usados para determinar fa pureza ( Cromatografia
tiquida, espectroscopia UV, fluorescencia, Cromatografia de gases, espectrometria de
masas, Infrarojo, etc.). De estos métodos, la Cromatografia de liguidos de alta resolucion
(CLAR) ha revolucionado el campo de Ia separacién y cuantificacidn, en cortos periodos
de tiempo de andlisis, ofreciendo eficiencia, confiabilidad, selectividad y sensitividad en
la separacidn de los componentes.
La CLAR es una herramienta invaluable en el desarrollo de metodologias para evaluar
medicamentos. Ha llegado a ser Ia técnica de eleccidn para Ia determinacion de potencia,
uniformidad de dosis y pureza de un producto 6 farmace y acepladn a un detector UV
con arreglo de diodos (DAD) ofrece una visidn muis amplia de ln degradacidn de
productos, identidad e impurezas del firmaco.

Dada ia imporfancia que tienen los métodos analiticos en la Industria farmmacéutica, en
éste proyecto se pretende adaptar las condiciones de operacién de una técnica por
CLAR, reportada por Goeth T., para determinar la pureza de In Sulfametazina sodica y
posteriormente validar el método.

Para validar el método analitico es necesario generar la docnmentacion que permita
obtener resultados analiticos confiables, a partir de caracteristicas de eficiencia del
mélodo, que serdn evaluados por medio de pruebas estadisticas.

Para determinar o pureza de la sulfwnetazing sédica por CLAR , y validar el método
analitico, el trabajo experimental se dividid en fres partes:

I Optimizacion de condiciones cromuatogrdficas.

i Determinacion de pureza de la sulfametazina sédice.

Il Validacion def métede analitico.

vi



DETERMINACION DE PUREZA DE LA SULFAMETAZINA POR CLAR.

DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (CLAR), PARA
DETERMINAR LA PUREZA DE LA SULFAMETAZINA SODICA.

OBJETIVCS.

GENERAL:

Desarrollar y validar un método por cromatografia liquida de alta resolucion
(CLAR) para determinar la pureza de la suifametazina sodica.

PARTICULARES:

Seleccionar y optimizar las condiciones de analisis cromatografico para 1a
sulfametazina.

Determinar la pureza de ia suffametazina sddica.

Validar el método cromatografico.

vii
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DETERMINACION DE PUREZA BE LA SULFAMETAZINA POR CLAR

1. SULFAMETAZINA

— . - Florey Klaus, 1978, pp. 401419
1.1. Caracteristicas ﬁsmo-qum:ucas‘ orey Riaus e ),

La sulfametazina también es conocida como sulfadimerazina, sulfadimidina, sulfamidina o
sulfadimetilpirimidina, su férmula molecular es CppH4N4O;S y presentz un peso
molecular de 278.33 g/mol. (figura 1).

GH:‘]
502NH 4 \
EH}

Figura 1. Férmula estructural de la sulfametazina

Es un polvo blanco cristaline de sabor amargo ¢ inodoro, que tiende a obscurecerce por
exposicion a la luz.

En la figura 2 se presenta el espectro de absorcion de la sulfametazina en el intervalo de
longitud de onda de 220 a 340 nm. En medio acuoso (pl= 6.6 en agua) pnesenta un
maximo a 240 nm con un coeficiente de absortividad molar de 670 [g/100 mi} " om "' En
medio alcalino (0.01 N NaOH) presenta dos pxcos a 243 y 257 nm, con coeficientes de
absortividad de 765 y 776 [g/100 ml] respectwamente Disuelta en medio dcido
(0.01 N HCI) se observan dos picos, a 241 y 279 nm, con coeficientes. de absortividad de
561 y 266 [¢/100 ml] " cm~ ! respectivamente.
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P OZPUWRONVNT >

243 257
I""sl"\
/ sWNaDH O.0TN
{ “

HCI 0.01N

.l P

T T

220 240 260 280 300 320 340 D

Figura 2. Espectro de absorcion de la sulfametazina,

La sulfametazina presenta fluorescencia en solucidn acuosa a cualquier pH. Ademés
presenta fosforescencia a 410 nm. Es muy escasamente soluble en agua y en 0.1 N NaOH;
insoluble en benceno; soluble en: 0.1 N HCI , 1 en 20 de etanol, 1 en 3 de acetona, 1 en 600
de cloroformo y | en 2500 de éter (Moffat. AG.1988:, pp. 984-903) ¢t ble en dcido mineral
diluido y soluciones acuosas alcalinas (hidréxidos y carbonatos).

Su punto de fusion se encuentra entre 197-200 .

El comportamiento de la sulfametazina s el de un anfolito y presenta dos constantes de
disociacion:

E:H3

o N .
e W N Na
k‘z '@' PN pKa, = 7.4 +(0.2)

&)

EH3

DHEI

N + -
H}“O 50oNH ~ A\ Cl pKa, = 2.65 £ (0.2)
N,

THy
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i.1.1. Sulfametazina sddica.

También Hamada sulfametazina soluble, presenta un peso molecular de 300.2 g/mol y su
formula molecutar es: CjoH4NMNa0,S .

Es un polve de color blanco, altamente higroscapico, que tiende a descomponperse por
exposicion a la luz, en contacto con el aire absorbe didxide de carbono disminuyendo su
solubilidad en agua.

Su solubilidad es 1 en 2.5 de agua y 1 en 60 de etanol {Moffat A.C., 1986, pp. 964-955)

1.2. Sintesis de la suifametazina base.

La sulfametazina es preparada por reaccion de cloruro acetil-sulfanilico con 2-amino -4,6-
dimetilpirimidina suspendida en pirimidina hiimeda o en acetona/ pirimidina, seguida por
una hidrélisis alcalina de fa 2(N-4-, acetilsulfani lamida)-4,6- dimetilpirimidina, ¢l resultado
es una sal neutralizada con didxido de azufre (SO;).

La 2-amino -4,6- dimetilpirimidina es preparada por condensacion de cantidades
equimolares de sulfanilguanidina y acetilcetona. Esta es precipitada en presencia de agua
en la forma de cristales de color amarilio pélido. { Figura 3).

ﬁﬂ Co - CH,

HoN o l -2 G o

NH +  CHy —e—fp HN 505NH A\
Hy z!o - cify -

Sulfanilguanidina Acetilcetona Sulfametazina

CH;

Figura 3. Sintesis de Ia Sulfametazina.

1.3. Métodes de andlisis.

Existen diferentes métodos de anslisis para la sulfametazina, entre ellos se encuentran:
anélisis volumétricos, colorimétricos y cromatograficos en ensayos mictobiologicos y en
fluidos biologicos.

En cuanto a los métodos de analiticos para la sulfametazina, por cromatografia liquida de
alta resolucién (CLAR), se han reportado diferentes condiciones de andlisis, las cuales se
mencionan en la tabla I. i
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DETERMINACION DE PUREZA DE LA SULFAMETAZINA POR CLAR,

2.0 DESCRIPCION DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO .

2.1 Introduccién.

En esta seccién se nombran los diversos principios implicados en la conformacion de lo que
puede Hamarse un Cromatdgrafo de liguidos de alta resolucién (CLARY). El notorio avance
que la cromatografia liquida moderna ha experimentado en los filtimos afios, ha permitido
acceder a un nivel instrumental de alta precisién compuesto por bombas para fmpulsar el
eluyente (fase mévil), un dispositivo para Ia inyeccion que permite la aplicacién de la
muesira, una columna para llevar a cabo la separacién y un detector para determinar la
separacién, ademds de otros accesorios para simplificar, amplificar o aumentar la eficiencia
de los componentes fundamentales @/ ©- 1992, pr-10) P} gistema de cromatografia de
liquidos se considera como un conjunto de partes o modulos cuya instalacion sigue el orden
presentado en la figura 4.

RESERVORIOS
{1}

-

SISTEMA COLECTOR
DE DATOS
)

DETECTOR (5}

COLUMNA (4)

5 BOMBA (2) INYECTOR (3)

Figura 4. Cromatografo de liquidos de alta resolucion (CLAR).
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2.2 Rescrvorio de la fase mavil.

El reservorio tiene la misién de contener los disolventes que se emplean como fase movil
(Quattrocchi. 0., 1992, pp. 11} pyoe \1hicarse a algunos centimetros sobre el nivel de la bomba
para que la fuerza de gravedad dirija el solvente hacia esta, manteniendo llenas las
conexiones.

Puede emplearse como reservorio de fase movil cualquier frasco de laboratorio de buena
calidad (de vidrio o polimero resistentg), con una tapa adecuada para prevenir el ingreso de
particulas ambientales al sistema.

Al extremo del tubo de salida del solvente se conecta un filtro de acero (buzo) con 2 o 10
um de porosidad que impide el ingreso de particulas a la bomba. La capacidad del frasco
depende, logicamente, del consumo esperado. Los sistemas que necesitan procesos de
desgasificacién continua estén provistos de una tapa especialmente disefiada para tal fin, en
ta cual podemos encontrar un orificio para la entrada de un gas inerte (cominmente helio de
alta pureza) para desgasificacin, otro para la salida del solvente y una valvula que permita
una presién positiva del gas sobre el solvente.

Caracteristicas de un reservorio:

¢ Capacidad minima de 500 ml

o Resistencia a los disolventes empleados.

+ Boca delgada.

+ No contamine la fase mévil

» Capacidad de ser tapado convenientemente.

2.3, Bomba.

La funci6n de fas bombas en CLAR es impulsar la fase mévil proveniente del reservorio del

solvente al inyector y, desde ahi, hacia la columna. Su caudal de trabajo puede ser muy

variable, segtin la escala de trabajo escogida. Bésicamente existen dos tipos de bomba: Las

de presion constante y las de flujo constante.

Las de presioén constante , se basan en el empuje constante gue ¢jerce un gas sobre la fase

mévil haciéndola pasar por la columna, por lo que el flujo de la fase mévil depende de la

resistencia que a su paso opone la columna. La desventaja que presentan dichas bombas en

CLAR, es la variacion en la velocidad de ﬂl.llijo ya que puede modificarse la retencién del

- : ( Lindsay Sandie, 1992-, pp.17-26)

soluto y obtenerse datos imprecisos.

Las de flujo constante, varfa la presion para alcanzar un flujo determinado (éstas son las
N {Osuna Arcc. M . 1997, pp. 15}

mas empleadas).

La resistencia del flujo en el sistema puede cambiar con el tiempo debido a dafics en la

columna, pequefios cambios en la temperatura y/o fugas de solvente en el sistema.
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Requerimientos de una bomba cromatografica:

e El modulo debe estar hecho de materiales resistentes tanto al ataque quimico como al
desgaste mecanico.

+ Los componentes en contacto con el solvente son de acero inoxidable, zafiro, rubi o
teflon.
Debe ser capaz de resistir altas presiones de salida.
Disponibilidad y facilidad de un cambio de velocidad de flujo.
Facilidad de cambiar de un solvente a otro.

e En el caso de bombas cuaternarias, facilidad en realizar cambios en el modo de
operacion (isocrético, gradiente o flujo programado).

» Debe estar libre de pulsaciones o contar con un atenuador de pulsos.

« Debe ser capaz de bombear Ia cantidad de flujo adecuada por andlisis.

« Debe surtir fase movil en forma reproducible.

¢ Deseable que el volumen muerto sea pequefio y consfante, por si se desea hacer mezcla
de disolventes.

s Exactitud en el ﬂujo. { Manuat de operacion multisolvent delivery system, 1997, pp. 321-326)

2.4. Inyector.

Modulo del sistema cromatografico que tiene la funcion de introducir la muestra en
solucién a través del sistema, sin interrumpir el flujo del sotvente.

Existen cuatro tipos de inyeccion basicamente: En setup de alta presién, parando el flujo,
por “loop” y por “jeringa laop™.

La inyeccidn por jeringa-"loop” o vélvulas inyectoras es la que ha alcanzado mayor
popularidad debido a su versatilidad, fécil operacién y durabilidad. Estas valvulas de
diseiian para resistir presiones altas y se fabrican solo de material inerte como acero
inoxidable y de teflon.

Los inyeciores automdticos utilizan “loop-microjeringas” que se pueden programar desde
0.5 hasta 500 pl de muestra, (050 Aree. 1997.p0- 1)

Caracteristicas:

Introducir cualquier muesira, tan pequefia como sea posible, a la columna.
Reproducible.

Capacidad de operar a alta presion.

No contribuir a ensanchamientos de bandas.

[nerte al ataque quimico.

Debe ser preciso en cuanto a la cantidad de muestra introducida en el sistema.
No debe provocar difuciones importantes en la solucion inyectada, A" R 1996)

a & & & & 2 0@
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En la figura 5 se muestra ¢l diagrama de un inyector de muestra por “loop”, donde la
muestra, con ayuda de una microjeringa es cargada, (posicion load) en el interior del puerto
de 1a microjeringa (4), llenando el contenedor de la muestra {(“loop™) de acuerdo al volumen
determinado, que se encuentra conectade entre los puertos 1 y 4. El exceso de volumen de
la muestra se desecha por la salida 6. Al realizar Ia inyeccion de la muestra (gosicién
inyect), el contenido en el loop fluye hacia la columna por el puerto 3. (Linsay Sandie, 1992. pp- 37)

INYECT

Figura 5. Inyector “Loop”.

2.5, Columnas.

Las caracteristicas mas importantes de las columnas para CLAR se integran de dos
elementos importantes que son: el material de empaque (naturaleza y tamafic de la
particula) y el contenedor (altura, didmelro y material), que junto con las propiedades de
ambas se determina el desempefio de la misma. Cada uno de los anteriores elementos
agrupan caracteristicas que modulan a los pardmetros cromatograficos que describen una

separacién (Figura 6).

MATERIAL DE CONTENEDGR
EMPAQUE

|
[ | | l— | |

PROCESO DE || NATURALEZA DEL| | TAMARNO DE fALTURA l [DIAMETRO—I [ MATERIALJ
EMPAQUE EMPAQUE LA
PARTICULA

Figura 6. Componentes de una columna.
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Los aspectos de interés que deben tomarse en cuenta para el buen desempefio de la columna
son:
s Material de construccion del empague.

- Polimeros inorganicos (Silica y alimina).

- Polimeros organicos (Estireno-divinilbenceno y polimetacrilato).

+ Forma, tamaiio y distribucion de particula.
- Forma: Esférica o irregular.
Las particulas esféricas son mas eficientes que las particulas irregulares, permiten mayor
sensibilidad en el andlisis y poseen mayor resistencia al paso del liguido generando
mayor presion.
- Tamaiio de particula: 3-10 um para columnas analiticas y 10-40 um para columnas
preparativas.
- Distribuci6n:
Mientras mas estrecha sea la distribucién del tamafio de particula, mas eficiente sera el
material y de igual forma generard mayor presion.

» Fases enlazadas (procedimienfos quimicos).
La particula de fase ligada esta compuesta por un material base(silicagel, alimina,
divinilbenceno, etc.), al cual se une quimicamente un compuesto que tiene un grupo
funcicnal determinado, por medio de un enlace covalente de tipe siloxano. Ver tabla I1.
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FASE GRUPO FUNCIONAL ESTRUCTURA DEL GRUPO APLICACIONES
ESTACIONARIA UNIDO COVALENTEMENTE
Aminas, fenoles,
Amino -NH, vitaminas
hidrosolubles
m Ciano -CN Catecolaminas,
2 ' esferdides, aceites
- g esenciales
Glicidoxietilmetoxi_ ?i - 0 - CH, - CH (OH) - CH, OH Analgésicos,
silano B ftalatos,
(Diol) S" - O - CH, - CH (OH) - CH, OH aromaticos
$1-0 - CH, - CH (OH) - CH, Ot polinucleares
. Azucares,
Dimetilsilano 8i-0-(CHy), esferdides,
< (Cy) nitroderivados
2 o .
% g Cctilsilano Si- Q- {CHy); - CH; Nitroderivados,
= ) (Cs) aminoacidos
Octadecilsilano Si-O-(CHyy - CHs Pr'ote'inas,
(ODS-C3) péptidos,
tensoactivos
acuosos

TABLA II. Fases enlazadas mds comunes.

La silica gel puede definirse como un 6xido de silicio hidratado (SO, H;0), en el cual sus
atomos metalicos internos estan ligados enire si por dtomos de oxigeno (puentes siloxano
$i-0-8i) y los superficiales a grupos hidroxilo (constituyendo los grupos silanos Si-OH).
Estos silanoles pueden ser de tipo libre, vecinales o geminales. La silica es fuertemente
higroscopica, la presencia de agua es debida a la hiimedad adsorbida por los grupos activos
o como agente de constitucion (formando parte del material). El agua fijada For puentes de
hidrogeno es fa responsable de su bloqueo y pérdida de actividad Qe O 1592-bp. 96-101)
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La retencién del analito depende de la concentracidn de grupos silanol por unidad de
area superficia} del material de relleno, cantidad variable segiin el tipo de silice empleado,
del método de obtencion del material, de las condiciones de elaboracién y de las
condiciones de almacenamiento.

Diferentes clases de fases enfazadas pueden ser hechas dependiendoe de la naturaleza del
grupo funcional y existen diferentes métodos para su preparacién, siendo el més utilizado el
método de silanizacion (Figura 7).

La silanizacién se lleva a cabo por reaccion de los grupos silanoles con un agente

silatinante (cominmente clorosilano), en presencia de una amina para eliminar el HCI

liberado y catalizar la reaccion.

Para eliminar o reducir el efecto de los grupos silancles superficiales muchas veces se

realiza una segunda silanizacién con moléculas mas grandes de agente silatinante, este

proceso es conocido como “end capping” o “capping off”, Sin embarge pueden quedar

grupos silanoles sin reaccionar que pueden generar la asimetria de los picos.

Cada molécula de agente silatinante (HCI) puede reaccionar Unicamente con un grupo
{Linsay Sandie, 1997, pp.2

silanol.

La eleccién que el analista debe hacer entre los tipos de fase ligada, depende del tipo de

muestra. En general, a mayor carga carbonada o a mayor lipofilicidad del sustituyente,

corresponde mayor retencion.

(IJH --0H
| TH
a . HIDROXILO 3
POROS 5i—0—5i aH 1
(AN LIBRE 5i-0- 5i- [£Hz],CHa
—_— ;0 :,) Q- 5\[ a t
CH
/ Slwg / ch n Clﬂz ?
) J— CI-§i-CH; ]-4 CH
a 5 CH:3 S5i -Cubi-CHy
4} 1
WA GRUPO
o’ o /' siLAaNOL tH,
MOLECULAS /5\
DE SILICAGEL UNION O ‘,0 oM 5i~0H
‘h
SILANO  f p?
\ Ton
oH

Figura 7. Estructura de la superficie de la fase enlazada ODS (C3).
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» Carga de carbono.
A mayor carga carbonada (gramos de carbono/100 gramos de cantidad de empaque} o a
mayor lipofilicidad del sustituyente , corresponde mayor retencion.

* Dimensiones.
- Columnas de longitudes superiores, incrementa la eficiencia a costa de un incremento
en ¢l tiempo de analisis y de la presidn del sistema.
- Columnas de didmetro pequeiic requieren menor cantidad de masa para obtener
respuestas de alta sensibilidad.

+ Eficiencia.
Deben obtenerse picos agudos lo cual garantiza una adecuada resolucidn, el pardmetro
para evaluar la eficiencia, es nimero de platos tebricos. (Arreilin R . 1996)

2.6. Detector.

Modulo del sistema cromatografico que tiene la funcion de generar una respuesta en
presencia de la muestra.

Caracteristicas:

« No contribuir al ensanchamiento de bandas extracolumnares.
» No destruir la muestra.

e Poscer una buena relacién sefial/ruido.

* Generar informacidn cualitativa.

Tener respuesta rapida.

Alta sensibilidad y especificidad para la deteccién de solutos.
Amplio intervale de linealidad.

No ser afectado por cambios de temperatura o flujo.

Ala reproducibilidad.

Los detectores en cromatografia de liquidos se clasifican en dos categorfas: Detectores
universales y en detectores selectivos.

Los detectores universales son aquellos que miden una propiedad general, determinan
propiedades fisicas de la fase mévil més las del soluto (por ejemplo: ¢l detector de indice
de refraccidn).

Y los detectores selectivos son los que consideran una propiedad de soluto(por ejemplo:
absorcion UV.)

El detector a utilizar depende de la muestra, la sensibilidad, selectividad y versatilidad
requerida para el anélisis.
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2.6.1. Detector con Arreglo de diodos (DAD).

Uno de los avances mds importantes en sistemas de cuantificacion es el acoplamiento del
detector de arreglo de diodos (DAD) a la cromatografia de liquidos de alta resolucién, lo
cual hace que ademds de ser una técnica cuantitativa sea cualitativa y resolutiva a la
identidad y pureza de compuestos, 1" Sandie. [992.pp- 50

En la figura 8 se muestra un diagrama simplificado de fa Gptica para un arreglo de diodos,
donde la luz policromatica de una limpara de deuterio y es enfocada a través de un sistema
de lentes acromadticos hasta llegar a la celda de flujo. La luz existente en la celda de flujo es
dispersada por una rejilla de difraccion hacia el arreglo de diodos, el cual consiste de 512
diodos. Al empezar cada rastreo el capacitor es asociado con el diodo, el cual descarga una
fotacorriente y el diodo es iluminado. La intensidad de luz captada por el diodo es
proporcional a la cantidad de corriente necesaria para recargar el capacitor y la lectura del
diodo sea leida por la computadora, "8 9- 1997-pp 125

SISTEMA OBTURADOR

DE LENTES

ARREGLO DE

LAMPARA
DE

TERIO
DEU REJILLA

HOLOGRAFICA

CELDA DE
FLUJO

Figura 8. Esquema de un DAD UV/Visible.
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Ventajas de un espectro UV-Visible con arregio de diodos:

*

Se obtiencn espectros de barrido electronico.

Alta sensitividad y especificidad a minimas concentraciones de analito ¢ impurezas.
Resoluci6n espectral de 1.2 nm por diodo (512 diodos).

Respuesta a concentraciones minimas de analito e impurezas.

Disposicién de barridos espectrales de la sustancia al mismo tiempo que eluyen de la

columna.
Genera el perfil del soluto durante su elucion proporcionando informacion en tres

dimensiones (X-tiempo, Y-absorbancia ¥ Z-longitud de onda).

Los barridos espectrales comprenden el rango de fongitud de onda de 190-800 nm y
requieren de 0.5 segundos para ser procesados ¥ almacenados.

Proporciona informacién tanto espectral como cromatografica que permite definir la
identidad y pureza de los compuestos.™ anual PDA. 1997) '

2.7. Administrador de sistema.

Bl resultade del ensayo eromatografico es, por un lado, la obtencién de fracciones de los
componentes de la muestra y, per otro, la de un grafico o cromatograma de cuya
interpretacién puede extraerse conclusiones cualitativas y cuantitativas . Esle registro y la
eventual manipulacién se obtiene a partir de un module capaz de recibir la sefial
proveniente del detector por medio de un sisterna de toma y procesamiento de datos para
generar un perfil cromatografico.

£1 sisternas de coleccién de datos, se encuentra constituido por:

e Registrador. Que convierte la sefal en un grafico del tipo X-Y.

¢ Integrador. Permite no solo obtener un registro grifico (cromatograma) sino también su

tratamiento matemético para el calculo de conceniraciones.

Computadora, Permite con el software apropiade fanto el registro grifico del
cromatograma come los cdlculos apropiados, {a manipulacién de datos, almacenamiento
de ensayos, generacién de reportes e incluso el manejo global de varios cromatdgratos.
Como todas las computadoras necesitan sefiales digitalizadas, se necesita una interfase
analégica digital que convierta la sefial entregada por el detector, {Quatroschi. 0. 1992 pp 3336}
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3. CRITERIOS PARA LA SELECCION DE CONDICIONES DE OPERACION EN

CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION.

Un paso previo a la validacion de métodos analiticos consiste en la seleccién y
optimizacién de condiciones de operacién, a dicha etapa de seleccion de condiciones de
operacion se le denomina proceso de adecuabilidad del sistema (System Suitability). El
proceso de adecuabilidad permite al usuario seleccionar las condiciones de operacion para
demostrar que el sistema sea capaz de llevar a cabo el proposito propuesto.

El proceso de adecuabilidad del sistema fue propuesto por algunos quimicos analistas a la
mitad de los afios setentas (King et al., 1974). Posteriormente en la USP fueron descritos
varios pardmetros para determinar la adecuabilidad de un método cromatogréfico (United
States Pharmacopoeia, 1990). Este criterio incluye: reproducibilidad para replicas de
inyecciones, factor de coleo de picos (asimetria), resolucién (Rs), nimero de platos tedricos
(N} , factor de capacidad (K") y factor de selectividad (at). (Adamovics. J., 1990, pp 13-19)

Para optimizar un método es necesario conocer métodos ya existentes para el andlisis de la
muestra en cuestion, y asi elegir las condiciones adecuadas de trabajo, tomando en cuenta,
ademds, el material y equipo disponibles, la utilidad analitica que se pretende dar al
método, el intervalo de concentraciones a utilizar , la sensibilidad y selectividad del
método.

L.a optimizaci6n de un método analitico por CLAR se ve reflejada en la reselucion, la forma
de los picos y separacién de los componentes asi como en la disminucion del tiempo y
costo de andlisis.

3.1. Resolucion (Rs).

El objetivo primordial de fa cromatografia es la separacién de los componentes de una
mezcla y el grado de separacién se mide por un pardmetro, la resolucion (Rs). Para mejorar
la Rs, los picos deberdn alejarse tanto como sea posible y sus anchos de base debern ser
pequedios. Un valor de Rs = 1.5 nos indica que hay separacién hasta la linea base de los dos
picos , mientras que una Rs = 1.0 significa que la separacién es aproximadamente del
90%, y una Rs menor a | indica una pobre separacién.
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Los parametros relacionados con la Rs son: el factor de selectividad (), el factor de
eficiencia (dependiente de N y AEPT) y el factor de capacidad (K ). Por consiguiente al
nodificar cada uno de estos factores se modificard también la Rs. La ecuacién que la define

es la siguiente:
EK—]. k’
=025 {2 | = | N2
Rs 025( - )[fﬂ’()

La influencia de cada uno de los tres factores ,a, K’ o N, en la Rs es independiente el uno
del otro. Si se asume como una constante la selectividad y el nimero de platos tedricos,
entonces Ia Rs es proporcional al factor K/ 1 + K*) (la variacién es mostrada en la figura 9
(i3). El valor limite para K*/( 1 + K’} es de 1. Si se incrementa K, la Rs entre los picos
incrementa significativamente al inicio, pero casi se hace constante el efecto a altos valores
de K’. El valor aceptable para K’ se encuentra en ¢l rango de 1-10 , a valores mayores de
K’ se alarga el tiempo de andlisis reflejado en el ensanchamiento de picos con reduccidn de
la sensibilidad (mayor tiempo de retencién, igual érea, menor altura), y dificultad de
cuantificacion,

Manteniendo constante el factor de capacidad y el nimero de platos tedricos , el valor
limite.en términos de (o - 1)/ « es igual a 1, el términe se incrementa moderadamente
cuando se incrementa o (ver figura 9 (ii) por lo que al aumentar o se incrementa la Rs.

f.a variacién en términos de N, es en fimcién de su raiz cuadrada, en la figura 9 (iii) se
observa que dicha funcion se incrementa répidamente desde cero, lo que nos indica que al
aumentar el N aumenta la Rs.

160

) S I I |
[ 2 7 4 3 o 1000

(i) (iii )

Figura 9. Efectos de K*, « y N, en la Rs.
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3.2. Factor de capacidad (K").

El factor de K’ para los compuestos retenidos tiene un valor diferente de cero, es el

parametro mas sencillo de modificar se varia simplemente ajustando la fuerza de elucién de

ta fase movil. Es convenientemente recordar las siguientes reglas, validas para

cromatografia en fase reversa:

* A mayor proporcion de agua mayor K’ , o sea mayor retencion.

¢ A mayor proporcién de modificador (MeOH, CH;CN, THF} menor K’, es decir menor
retencion.

s Cambios en el pH de la fase mévil no modifican la retencion de compuestos neutros.

« Cambios en el pH de la fase mévil producen enormes modificaciones en la retencién de
solutos disociables.

La Rs aumenta al aumentar K’, sin embargo Ia Rs no varia linealmente con K’ sino con

K'/(14+K’), de tal modo que un aumento en la retencién produce importantes

modificaciones en la Rs.

Los intervalos de K apropiados: 2<K’ < 6 para sistemas simples, con 2-3 picos, 2< K’ <10

para muestras con mayor niimero de picos, y 0.5<K’ <20 para muestras muy complejas.

3.3. Factor de eficiencia (N).

Lz eficiencia aumenta al aumentar el niimero de platos tedricos.
N puede aumentar de varias formas:

Disminuyendo la velocidad de flujo.

Empleando columnas mas largas y de menor didmetro.
Usando particulas de empaque de menor diametro.
Empleando mas columnas (acopladas).

Aumentando la temperatura.

Empleando columnas nuevas o regeneradas.
Optimizando el equipo (menor longitud de tuberias).

e & B B

(Quattrocchi, O | 1992. pp. 281)

3.4. Factor de selectividad (o).

La selectividad de un sistema depende de la naturaleza de cada uno de sus componentes, la
fase mévil, fa columna y la muestra, de su afinidad mutua y del modo en que interaccionan
entre si.

Dicho de otro modo, la variacién de la reselucién deberd ser provista por una modificacion
mas o menos profunda en unos de los componentes fundamentales del sistema
cromatografico, columna o fase mévil, y el resultado del cambio puede ser completamente
improvisto: la Rs puede ser mejor, pero también peor.
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No existe separacién cuando el valor de o es igual a la unidad, es decir, mientras mayor sea
« a la unidad, serd mayor la selectividad y por lo tanto habrd mayor separacién de los
componentes,

Habiwalmente las modificaciones de o se consiguen cambiando la polaridad de los
solventes de eleccién para la fase movil. Asi el cambio de MeOH por el CH;CN o THF
(constante dicléctrica = 32,7, 37.5 y 7.6 respectivamente) puede causar en grandes
diferencias en la separacién. Fundamentalmente en este punto la CLAR se diferencia de la
CG. En la CG un cambio de ¢ implica necesariamente un cambio de columna, mientras que
en CLAR solo recién después de agotar toda gama previsible de solventes, pH y pH
aparentes, se recurre al cambio de columna, La variacién incorporada puede ser aleatoria,
recurriendo a ensayos prueba-error, (memores 4et cuso)

3.5. Factor de coleo (Asimetria) .

Uno de los problemas frecuentemente encontrados en cromatografia es el coleo o asimetria
de los picos, que puede ser anterior o posterior al miximeo del tiempo de retencién (As<1 o
As > 1, respectivamente).
La asimetria de los picos es muy comin en cromatografia, un comportamiento gaussiano es
realmente infrecuente pero la magnitud de la desviacién de ese ideal es la que determina
que pueda o no tolerarse.
El efecto derivado por el factor de coleo se reduce a:
» Separaciones pobres.
+ Baja precision.
» Baja reproducibilidad entre ensayos.
El ensanchamiento de la base de los picos es consecuencia de separaciones deficientes, y
esto dificulta la integracién de los picos por indefinicidn de los limites del mismo
provocande una baja precisién en la cuantificacién. En general no debe aceptarse un
método que presente picos con asimetrfa superior a 1.5 tomado al 10% de altura o 2.0
tomado al 5% de altura.
La solucién del coleo de los picos depende de la(as) causa(s) que lo origina(n), entre éstas
se encuentran:
« Efectos secundarios de retencién, por los silanoles residuales de la columna.
« Sobresaturacién de la columna por inyectar una masa considerable de muestra.

Solvente inapropiado. Falta de capacidad reguladora o fuerza i6nica de la fase movil.

solvente de disolucién de la muestra inadecuado.
e Columna deficiente. Disolucion parcial de la columna o precolumna, formacién de
canales intracolumnares, taponamiento parcial de filtros.
Columna dafiada o contaminada.
Amortiguador no adecuado.
Efectos extracolumnares.
Contaminacién por metales pesados.

(Quattrocchi, O . 1992, pp 297}
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4- METODOS DE ANALISIS CUANTITATIVO EN CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS
DE ALTA4 RESOLUCION (CLAR).

Después de la obtencién del 4rea de cada uno de los picos, la siguiente etapa consiste en

establecer la cantidad o concentracion de los componentes de la muestra que corresponden
. (Yost, W., 1981, 222-246).

a estos picos

La concentracion del analito en la muestra se puede calcular por diferentes métodos los

cuales son :.

* Normalizacion o estandarizacion interna.

* Estandar interno.

* Estandar externo,

* Estandar agregado.

La seleccién del método mas adecuado depende del tipe de la muestra, del nivel de

precision requerido y de la existencia o no de sustancias de referencia.

4.1. Normalizacién interna.

La normalizacién interna consiste en referir €l contenido del analito al total de 4reas en el
cromatograma, sin incluir el pico de la fase mévil, y se expresa como (figura 10):

%A= {Z—XX-} floe] Donde.

A =Porcentaje de! componente en mezcla

X = Areade la muestra

¥X = Sumatoria de todas las 4reas de los
componentes en el cromatograma.

Figura 10. Ecuacién para determinar la concentracién de analito en la muestra por el
método de normalizacién interna.

Ventajas.

» No requiere de un estindar de referencia y es muy preciso.

Desventajas.

» La separacion de los componentes debe ser en el mismo sistema cromatografico elegido.

e Todas las sustancias deben tener el mismo valor de absortividad a la longitud de onda
elegida.
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4.2. Estandar inferno.

Dicha técnica consiste en agregar cantidades exactamente medidas de una sustancia
denominada estindar interno tanto a la muestra como al estandar de referencia, preparado a
la misma concentracién que la muestra. Se calcula de la siguiente forma (figura 11):

Rs

%A= [R’"CS] [p] [100]  Donde.

% A = Porcentaje del analito en la muestra
Rm = Relacion de azea del analito a estandar
interno en la muestra.
Rs = Relacién de 4rea del estandar a estdndar
interno en la muestra referencia.
Cs = Concentracién del estandar.
D = Factor de dilucion.

Figura 11. Ecuacion para determinar la concentracion de anatito en la muestra por el
método de estandar interno.

Ei estandar interno debe cumplir con ciertos requisitos:

« Debe ser estable (a las condiciones de andlisis), de alta pureza, inerte y disponible
facilmente.

Debe tener propiedades fisicoquimicas similares al analito.

No debe reaccionar con los componentes de la muestra.

Debe dar una respuesta en el detector similar a los anatitos.

Debe eluir cerca de los analitos.

Debe resolverse completamente de los componentes de la muestra.

No lo debe de contener la muestra, M4 € 1985 pp-472)

® & * 5 5

Ventajas.

» Permite corregir las variaciones por volumen de inyeccién.

» Comrige la recuperacion en extracciones liquido-liquido, perdidas por derrames.
incompletas recuperaciones de la fase orgdnica en extracciones, corrige por solubilidad
parcial de la fase orgénica en la fase acuosa, evaporaciones del disolvente.

» Cotreccion recuperaciones en extracciones por Soxhelt, perdida por derrames,
evaporacién de disolventes volatiles.
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e Desempefio de la columna, monitor de la forma de los picos, “areas y tiempos de
retencion en andlisis rutinatios.

« En control de calidad, disminuye los errores relacionados con el procedimiento.

» Corrige variaciones instrumentales, @™ *- 1997 pp 37)

Desventajas.
e Separacién mas compleja a medida que aumente el nimero de picos en el cromatograma.

4.3. Estindar externo.

Dicha técnica consiste en la preparacion de un esténdar de concentracion semejante al
analito en la muestra, realizado bajo Ias mismas condiciones de operacién del ensayo
cromatografico.

Se cafcula de la siguiente forma (figura 12):

%A= [A’”CS] [p] [i00 Donde.
As
% A = Porcentaje del analito en la muestra.
Am = Area de la muestra.
As = Area del estindar.
Cs = Concentracién del estandar.

D = Factor de dilucién.

Figura i2. Ecuacién para determinar {a concentracion de analito en la muestra por el
método de estandar externo.

Desventajas.

* La precision y exactitud de los datos dependerd tanto de ia calidad del estindar, de la
preparacién de la muestra asi como de Ja inyeccion.
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4.4. Estandar Agregado.

Esta técnica consiste en inyectar dos muestras para realizar un analisis, una de elfas es la
muestra tal cual y la otra es la muestra 2 1a que se le agrega una cantidad conocida de
estandar de referencia, siendo esta tiltima utilizada como estandar. Se calcula de la siguiente
forma (figura 13):

%A= [—@’ﬁ—] [DP] 100 Donde:
Ams— Am
% A = Porcentaje del analito en la muestra.
Am = Area del analito en la muestra.
Ams = Area de lamuestraa la que se le
agrega estandar.
Cs = Concentracion del estindar.
D = Factor de dilucién.

Figura 13. Ecuacién para determinar la concentracion de analito en la muestra por el
método de estandar agregado.
Ventajas:
e Método de eleccién para matrices de muestra compleja.
Desventajas:

e La precisién dependeré de la calidad del estandar de referencia.
« Sensible a errores de inyeccién y preparacion de la muestra, (Quaticeceh 0. 1992.pp. 264
¢
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5.- REQUISITOS PARA DESARROLLOY VALIDACION DE METODOS ANALITICOS EN
CLAR.

Con el fin de garantizar, dentro del interés de la salud pibiica, que los medicamentos que
se distribuyen tengan la calidad requerida para el uso destinade, estos deben ser aprobados
bajo ciertas normas regulatorias y para elio se requiere de documentacién a partir de
métodos analiticos validados que evalien su identidad, calidad, pureza, potencia y
estabilidad, para evidenciar la seguridad y eficiencia del producto.

La relevancia del control regulatorio en los Gltimos afios dentro del desarrollo de métodos
analiticos ha forzado a la Industifa farmacéutica a obtener productos de alta calidad que
adopten nuevas tecnologias y estindares de eficiencia, para minimizar el costo y el tiempo
de ensayo y obtener resultados confiables.

El desarrollo de un método analitico hace referencia a obtener procedimientos capaces de
catificar o cuantificar una sustancia mediante un sisterna de control de calidad que evaluar
la calidad de un producto.

Dado que el desarrollo de métodos analiticos es costoso ¢ insume mucho tiempo, es
preferible emplear caminos sistemdticos (figura 14), efectuando los ensayos en una
direccion segura o al menos con buenas posibilidadse de éxito, evitando ensayos
innecesarios y documentando los resultados, no sdlo para el desarrollo mismo sino para
futuras revisiones.

OBIETIVOS J

-

REUNIR _
INFORMACION
CARACTERISTICAS —L— METODOS
FISICOQUIMICAS DE DEFINIR E;SISTEMA CROMATOGRAFICOS
LA MUESTRA PRELIMINAR - EXISTENTES
! |
+— 3 )
PREPARACION DE LA CONDICIONES
MUESTRA CROMATOGRAFICAS

L —
r—— NO (
METODO PRELIMINAR METODO
l ALTERNATIVO
51

OPTIMIZACION l

+
VALIDACION

Figura 14. Pasos a seguir en el desarrollo de métodos analiticos por CLAR.
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Una parte integral del desarrollo de métodos analiticos es su validacidn, la cual nos permite
generar la documentacion regulatoria necesaria que aprueba la calidad de los productos.

En la USP XXII la validacién de un método analitico es definida como el proceso por el
cual queda establecido, mediante estudios de Iaboratorio, que las caracteristicas funcionales

del método cumplen con los requisitos para las aplicaciones analiticas deseadagRiey € 1994

pp 313315).

Las caracteristicas de eficiencia de un método analitico son expresadas en téminos de
variables analiticas y las que son tipicamente consideradas en la validacidn de métodos
analiticos, son: precisién (repetibilidad y reproducibilidad), exactitud, lineatidad,
s;:[ectividad, robustez, limite de deteccién y limite de cuantificacion. (USP XX, y Paul L 1991, pp.
132)

El procedimiento de ensayos y pruebas compendiales varian en el tipo de método analitico
empteado y et tipo de informacion requerida para ser validado, de ahi que dependiendo de
12 finalidad del método la USP XXII clasifica los métodos analiticos en tres categorias, las
cuales son :

Categoria I: Métodos analiticos para cuantificar la pureza de principios activos y productos
farmacéuticos.

Categoria II: Métodos analiticos para deteccion de impurezas o deteccién de productos de
degradacion en formas farmacéuticas, incluyendo ensayos cuantitativos y pruebas de limite.

Categoria I1l: Métodos analiticos para la deteccion de caracteristicas funcionales.
En la tabla IIT se listan las variables analiticas que son normalmente requeridas para la
validacién de métodos analiticos en cada una de las categorias antes mencionadas:

VAR].#'.BLE CATEGORIA ] CATEGORIA [E CATEGORIA [T
ANALITICA CUANTITATIVO PRUEBAS LIMITE
Precision Si Si No Si
Exactitud Si Si + +
Limite de{No No Si +
deteccion

Limite de|No Si No +
cuantificacion

Linealidad St Si No +
Robustez Si Si Si Si
Selectividad | Si Si Si +

+ Puede ser requerido dependiendo de la naturaleza de la prueba.

TABLA IIL. Variables analiticas tipicas en validacién de métodos analiticos.
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6. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPO.

Q MATERIAL:

Material de vidrio de uso comiin en ef laboratorio.

Membranas para solventes orgdnicos tipo HVLP de 0.45 pm (Millipore).

Membranas para filtrar muestras preparadas para andlisis, tipo HV de 13mm de diametro
con 0.45 pum de tamafio de poro (Millipore).

Papel aluminio.

O REACTIVOS:

Sulfametazina estandar (Helm de México, No. de lote: 0.0001).

Sulfametazina sédica (Intemacional Quimica Carter, No. de lote: 9506061.319).
Sulfatiazol estandar (Helm de México, Mo. de lote: 12519).

Sulfametoxazol estandar (Donado por Industria Manufactureta Bruluart).
Trimetroprim estandar (Donado por Industria Manufacturera Bruluart).
Acetonitrilo (CH;CN) grade HPLC {(Merck, Omnisolv 99.99%).

Fosfato de potasio monobasico (KH,PO, 0.05 M) reactivo analitico (Productos quimicos
Monterrey).

Acido acético glacial (CH;COOH glacial-99.8%) (Mezck).

Agua grado HPLC .

Hetio 99.995% de pureza (Aga).

Q EQUIPO:

Balanza analitica Ohaus, modelo AP250D-0 (Equipar, No. de serie: 1115481240).
Bomba cuaternaria Waters 616 (No. de serie: MX6CM8678M).

Controlader de la bomba Waters 6008 (No. de serie: SXSKM0096M).
Automuestreador Waters 717 Plus (No. de serie: MX6DM1948M).

Columna Nova Pak Cyg ® de 3.9 x 150 mm (Waters, No. de parte: WAT036975).
Columna Simmetry Cyy ® de 3.9 x 150 mm {Waters, No. de parte: WATQ54205).
Detector UV Waters 996 PDA (No. de serie: MX5NM6889M).

Bomba de vacio CENCO (No. de serie: 9128).

Equipo de filtracion para fases moviles (Millipore).

Purificador de agua, Milli Q (Millipore, No. de serie: F 6MN12661L).
Termo-balanza {Mettler Toledo, Modelo: HR73}.

Termo-higrometro electronico (Boeckel, No. de serie: BOE-330).

Sistema de agua de alta pureza Milli Q Plus (Millipore, No. de serie FOMN12661L).

28



DETERMINACION DE PUREZA DE LA SULFAMETAZINA POR CLAR.

7. DESARROLLO DEL METODO PARA SELECCIONAR
CONDICIONES CROMATOGRAFICAS.

7.1. BSTRATEGIA SEGUIDA EN EL DESARROLLO DEL METODO.

[
OBIJETIVOS I

I REUNIR INFORMACION

ADAPTACION DE UN
METOBO
CROMATOGRAFICO
PREPARACION
SELECCION DE DE LA ]
SED. INTERNO MUESTRA
> IFASE MOVIL
o SELECCION DE Y
CONDICIONES
ESTACIONARIA ., [V5tocioap
. DE FLUIO
Rs P RESOLUCION ™y, ----- ’ Rs
INADECUADA DE PICOS ADECUADA
OPTIMIZAR COSTOS Y )
TIEMPOS DE ANALISIS

!

I DETERMINACION DE PUREZA I

DE LA SULFAMETAZINA

!

| VALIDACION DEL

METODO

Figura 15. Metodologia empleada para el desarrolio del método analitico, para determinara la pureza de
la sulfametazina sédica por CLAR.
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72 SELECCION DEL ESTANDAR INTERNO.

El estindar interno es utilizado como parte integral del método analitico para la
cuantificacién de la SMZ. Su uso presenta la ventaja de minimizar errores aleatorios y
proporcionar precision en los resultados.

La eleccion del estindar intemo se hizd de entre varias sustancias disponibles en el
laboratorio, cuyas propiedades fisicoguimicas son similares a las de la SMZ (ver figura 16).

A
B 1z 2851
s
O Lo
H 5 o]
A Y B
i e
N N
C  ta0
SULFATIAZOL bl
A T T 1 T
(STZ) 22000 200 26000 20000
nimn
A =
B
5 0407 9
CH, 0
R o
H\ | \.# B
A
!H £0, KH ﬁu G
H c
I 0144
SULFAMI'SZTOXAZOL A 200 2408 2090 wa
(8XZ)
.\ 2051
5w \
0%
H,C0 s AN
R
H,m@-cﬂl{/ '\>'Nl'lz n
= Q ol
chﬂ NHZ c —
TRIMETROPRIM I o : : : —
(TMP) A 20 2600 %000 76000
[111¢]

Figura 16. Sustancias propuestas a ser utilizadas como posible estindar interno.
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72.1. RESULTADOS Y DISCUSION.

Cada una de las sustancias propuestas para ser utilizadas como estindares internos (STZ,
SXZ y TMP) se sometieron a un analisis cromatografico (ver figuras 17, 18 y 19), con el
cual se decidio que el STZ era la sustancia adecuada para ser usada como estindar interno.
Las caracteristicas por las cuales se eligi6 fueron: la resolucion y simetria del pico, y su
tiempo de retencidn corto muy cercano al de la SMZ, sin provocar interferencia en la
cuantificacion.

Cabe mencionar que para dicho andlisis cromatdgrafico se utilizé una columna C,g Nova-
Pack y como fase movil KHPO, (0.05 M) y CH,CN en una proporcion 80:20
(Parasrampuria, J. 1986. 2511-2519), con estas condiciones se pretendia trabajar todo el
desarrollo del método, pero se presentaron problemas por el uso del buffer de fosfatos -
tiempo excesivo de lavado del sistema por la acumulacién de sales-, por lo consiguiente se
cambi6 de columna (Simmetry C,g) y de fase mévil.
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DETERMINACION DE PUREZA DE LA SULFAMETAZINA POR CLAR

7.3.0PTIMIZACION DE LA FASE MOVIL.

La fase mévil en CLAR juega un papel importante en los procesos de separacion. Esta
influye en los tiempos de retencién del soluto sobre la columna y por lo tanto en la
separacion de los compuestos y la selectividad.

En CLAR, en fase inversa, la fase movil generalmente esta constituida de agua o una
solucion amortiguadora con uno o dos solventes orgdnicos los mas utilizado son: el
acetonitrilo (CH,CN), metanol (MeOH), 2Z-propancl y tetrahidrofurano (THF), Ia
proporcién de estos depende de la polaridad del compuesto.

Se adapté una técnica cromatografica reportada por Goeth T. (1978. 404-4006), para la
cuantificacién de la SMZ, en la cual la fase movil utilizada es una mezcla de &cido acético
diluido (CH;COOH) y acetonitrilo (CH,CN). El CH,CO OH tiene la funcién de mantener el
pH de la fase mévil y evitar la asimetria de los picos.

Para la optimizacion de ta fase movil, se ufilizaron diferentes proporciones de CH;COOH
(a diferentes concentraciones: 2.5%, 1.5%, 1%, 0.5% y 0.25% viv) y CH;CN, tal como se
muestra en la tabla IV.

TIEMPO DE
CONCENTRACION | PROPORCION DE FASE | RETENCION
CROMATOGRAMA | DECH;COOH MOVIL DE LA SMZ
(% VIV) (%) (MIN)
CH,COOH CH;CN

4 2.5 35 45 6.5

5 is 75 25 6.4

3 15 80 20 4.0

7 15 85 15 5.8

3 1.5 50 10 938

9 1.0 30 20 40

10 1.0 35 {5 59

T 10 90 10 103

12 0.5 30 20 42

13 0.5 35 15 6.3

14 0.5 90 10 11.7

TABLA IV. Resumen de las fases moviles probadas para determinar la adecoada para el
desarrolio del analisis.

En las figuras de la 26 a la 31 se observa en los cromatogramas, que presentan buena
resolucidn (picos siméiricos) los picos de interés, por lo que pueden ser utilizadas
cualquiera de fas proporciones de fase mévil, pero, tomando en cuenta el costo y el tiempo
de andlisis, se selecciond la proporcion 80:20 de CH;COOH (0.25%) y CH,CN , con dicha
fase mévil se obtiene un tiempo de retencién de 4.3 para la SMZ y de 2.9 para el STZ, con
una aceptable resolucién y separacion de los componentes, ademas con dicha concentracién
de CH,COOH se evita el desgaste de la columna y de las tuberias del sistema
cromatografico.
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DETERMENACION DE PUREZA DE LA SULFAMETAZINA POR CLAR.

S.DETERMINACION DE PUREZA DE LA SULFAMETAZINA
SODICA.

8.1. ESTRATEGIA, RESULTADOS ¥ DISCUSION.

Para que la SMZ pueda ser utilizada como principio activo en una forma farmacéutica, es
necesario que se encuentre libre de sustancias dafiinas que puedan intervenir en la eficacia
del medicamento.

Por lo cual se determind cuantitativamente su pureza en base himeda y en base seca,
mediante una curva adicién pairon, la cual para mayor confiabilidad en los resultados se
realizéd por sextuplicado (ver anexo 1). En cada uno de los ensayos adicién patron se toman
volimenes iguales de la solucién de SMZ sédica, pero todas salvo una fueron tratadas por
separado con cantidades conocidas y diferenies de SMZ base (més el estindar interno en
concentracién constante), y todas fueron llevadas al mismo volumen de aforo. A partir del
analisis de regresién se determiné la cantidad de SMZ sédica, mediante la razdén enire el
cociente de la ordenada al origen y la pendiente de la recta.

Los resultados obtenidos de dichos ensayos adiciones patrén se muestran en Ia tabla V,
como se notar4 tales resultados han sido reportados como porcentaje de recobro.

La pureza determinada en base hitmeda no es un dato muy confiable, por lo que se tuvo que
secar la SMZ, bajo condiciones farmacopéicas (USP XXIIL. 1995.1458 ), ¥ se determind su
pureza en base seca.
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DETERMINACION DE PUREZA DE LA SULFAMETAZINA POR CLAR.

BASE HUMEDA BASE SECA
Conc. de| No. |[R=(Asmz/Astz) | R/Csmz Pureza [R={Asmz/Astz)| R/Csmz Pureza
SMZ | En- *Cstz base (%) *Cstz base {%)
base |sayo
{ug/ml)
[ 151151203 158.9703437
30 1 184.9508143 | 6.165027 197.7005915 |6.57949253
60 221.9932317 | 3.699887 231.2447913 |3.84792318
90 354.1370485 | 2.823745 | 101.0438 | 267.0483736 |2.96246421 102.7108
0 148.3046317 161.9207935
30 2 185.6885011 | 6.189617 198.1857421 |6.59563838
60 221.439547 | 3.690659 2343396225 | 3.8994213
920 2511211072 | 2.790235 | 100.7822 | 269.4578024 |2.08919287]101.8095
¢ 146.3513647 . 160.0303823
30 3 186.4639402 | 6.215465 198.1655089 |6.59496502
60 222.7389319 | 3.712316 232.6646886 |3.87155033
90 3540654301 | 2.822949 | 95.5481 | 267.0481129 |2.962461321102.4437
0 147.1150934 160.5769845
30 4 186.3393378 | 6.211313 192.1395827 |6.62738228
60 2226359364 | 3.710599 2341972057 |3.89705148
90 256.026513 7844730 | 94.6549 | 266.309386 }2.95981303]104.0910
[1] 147.5191707 161.8054669
30 5 186.7114468 | 6.223715 200.2369234 | 6.66390187
60 221.3720589 | 3.689534 232.4529176 |3.86802645
90 3564501841 | 2.849446 | 95.1954 | 2682098386 |2.97534876]105.0784
0 144.6911141 161.2537014
30 6 183.2255982 6.10752 200.842818 |[6.68406609
60 2157885203 | 3.596475 234.045185 |3.89452185
90 349.7973543 | 2.775525 | 97.1743 | 267.3306669 [2.96559579105.8036
97.3998 % e pureza 103.6562 % de pureza
IPROMEDIO = en base hilmeda en base scca

TABLA V. Resnltados obtenidos para estimar la pureza de Ia SMZ s6dica.
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DETERMINACION DE PUREZA DE LA SULFAMETAZINA POR CLAR.

A continuacion se reporta en la siguiente tabla, los estadisticos correspondientes para cada
uno de los ensayos adicién patrén:

BASE HUMEDA BASE SECA
r4 Z

Ensayo| m b r CV. (%) m b r C.V. (%)
o 5]
1 1.1533|151.1581|0.9993] 0.4322 | 1.1907 }160.0743]0.9992| 0.4471

2 1.14731150.0084]|0.8973| 0.4409 | 1.1940 [162.1613|0.9999( 0.4411

3 1.1981 |148.4923/0.0970| 0.4372 | 1.1833 [161.1443|0.9993| 0.4470

4 |1.2101|148.5746]0.9987| 0.4335 | 1.1773 [162.1176]0.0986| 0.4490

5 112048 [148.7952(0.9992| 0.4359 | 1.1696 |162.0619]|0.9989; 0.4529

6 1.1596 |146.1934{0.9987] 0.4411 | 1.1696 {163.1531(0.9981] 0.4545

TABLA VI. Estadisticos reportados para cada uno de los ensayos adicion patron, en base
himeda y en base seca,

Como se puede observar dichos ensayos adicion patron (fanto en base hiimeda como en
base seca) siguen una tendencia lineal y es minima la dispersion de los datos.

También se realizo un analisis de pureza cualitativo, haciénde uso de las ventajas que
presenta el trabajar con un detector de arreglo de diodos (DAD) vinculado 2 un software
(Millennium 2001, versién 2.1). Como se observa en la figura 33, se realizaron 4 cortes en
el pico correspondiente, tanto al estindar de referencia como a la muestra de SMZ, y en
dichos cortes aparece el mismo espectro para ambos, siendo su maximo de absorbancia a
266.2 nm, lo cual indica la identidad y pureza de la SMZ.

Para mayor apreciacitn , en la figura 16 se muesira el comportamiento, tanto del estindar
interno como el de 1a SMZ, en NaOH 0.01 N.
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DETERMINACION DE PUREZA DE LA SULFAMETAZINA POR CLAR

285.1(5T)
2,00 -
A
B
o 1501 266.2 (SMZ)
R 4
B
A
N 1.00
C
1
A 0504
R
0.00 nm

I 4 4
250,00 300,00 356.00 400.00 45'2:.00

Figura 32. Comportamiento del estandar interno y la SMZ en NaOH 0.01 N, en el intervalo
de longitud de onda de 250-450 nm.

En la figura 34 se muestra un gréfico en tercera dimensién (3D), el cual nos permite
visualizar, desde diferentes angulos, la pureza de la SMZ, proporcionando informacién del
tiempo de retencién (gje x), absorbancia (eje y) y longitud de onda (cje z).
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DETERMINACION DE PUREZA DE LA SULFAMETAZINA POR CLAR
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Figura 33. Analisis cualitativo de pureza de la SMZ (A= SMZ muestra y B= SMZ estandar)
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DETERMINACION DE PUREZA DE LA SULEAMETAZIN A POR CLAR

500.00

L] 13
080 200 4,00
TIEMPO DE RETENCION (MIN)

Figura 34. Grafico en 3D para ia SMZ y el STZ.
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DETERMINACION DE PUREZA DE LA SULFAMETAZINA POR CLAR

9. VALIDACION DEL METODO ANALITICO.

9.1.CRITERIOS DE ACEPTACION PARA LA VALIDACION DEL METODO
ANALITICO

CARACTERISTICA CRITERIOS DE ACEPTACION
A MEDIR

Pendiente (m) = 1
Linealidad del Ordenada al origen (b} =0

sistema Coeficiente determinacion () > 0.98
Coeficiente correlacion () > 0.99
CV<15%

Precision del CV<15%

sistema
Pendiente (m) = 1
Ordenada at origen (b) =0
Linealidad det Coeficiente determinacion (r2) >0.98
método Coeficiente correlacion (r)> 0.99
CV<15%
Precision CV<15%

a) Repetibifidad |t car < t crvica (0=0.05)
CV<15%

b) Reproducibilidad | < f cyca (x=0.05)
CV<15%

Exactitud tow < Yotica (0=0.05)

TABLA Vi . Criterios de aceptacion establecidos por el colegio de Q.F.B.(s), para
validacion de métodos analiticos,
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DETERMINACION DE PUREZA DE LA SULFAMETAZINA POR CLAR.

La linealidad del sistema se determind mediante fa construccién de una curva de
calibracién {concentracion vs respuesta) utilizando cinco diferentes niveles de
concentraciones de SMZ base { al 50, 75, 100, 125 y 150%) , preparadas por
dilucién a partir de la misma solucidn patron, haciendo el analisis por triplicado
para cada concentracion y se realizo la curva estandar en dos dias diferentes.

Los resultados puntuales obtenidos de las curvas estandares para determinar la
linealidad y precision del sistema, se muestran en la tabla VIIL.

Los parametros estadisticos estimados para dichas curvas estandares, son los
siguientes:

| PARAMETRO ESTADISTICO CURVA1 | CURVA2 | GLOBAL
ICoeﬁciente de correlacion (r) 0.9998 0.9997 0.9997
[Coeficiente de determinacién (r°) 0.9996 0.9993 0.9994
{intercepto (b) 1.2850 2.4140 1.8495
{Pendiente (m) 1.2002 1.1961 1.1981
|Error estandar de regresién (S ) 1.3204 1.7233 1.5125
iC. V(%) 0.6274 0.8692 0.8564

TABLA IX. Parametros estadisticos estimados para la linealidad del sistema.

Se puede observar a partir del andlisis estadistico de regresion, que exisie una
relacién lineal altamente significativa entre los niveles de concentracion de SMZ
base y su respectiva respuesta (para cada una de las curvas), explicada por la
siguiente ecuacion:

CURVA ECUACION
1 (dsmz | Astz)Cstz = 1.2002[Csmz]- 12850
2 (dsmz | Astz)Cstz = 11961[Csmz]-24140
Global (Asmz | Astz)Cstz = 11981[Csmz]- 18495

TABLA X. Ecuacion de regresion que explica la relacién lineal existente entre los
niveles de concentracion de SMZ base vy su respectiva respuesta, para cada una
de las curvas realizadas.

Aunado a esto se observa en la figura 35, la relacién lineal que existe entre la

concenfracion y la respuesta evaluada, en el intervalo de concentraciones de 80 -
240 pg/ml.
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- (Asmﬂ;stz)-'_Cat: T
g

o 50 100 150 200 250 300

Csmz Base (mcg/mi)

Figura 35. Representacion grafica que muestra ia relacion lineai entre la
concentracion de la SMZ base y su respectiva respuesta ((Asmz/Astz)*Cstz).

También se establecid una hipotesis para determinar, mediante un analisis de
variancia, si la relacion existente entre las variables {concentracion y respuesta)
es lineal. Se determindé gque existe evidencia estadistica, con un 95 % de
confianza, de que hay relacién fineal entre la concentracion de ja SMZ base y su
respectiva respuesta, asi como también se demuestra que la pendiente es
diferente de cero.

Prueba de hipdtesis:
Ho: No existe relacion lineal entre la concentracién de SMZ base
y surespectiva respuesta.
H,: Existe relacion lineal entre la concentracién de SMZ base y
su respectiva respuesta.
Criterio de aceptacién: Si f cal > f critica se rechaza Ho, y por lo tanto
existe relacion lineal entre la concentracion de SMZ base y su respectiva
respuesta.

49
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Fuente de Grados de Suma de Promedio de Feal Feritico
variacion libertad | cuadrados | los cuadrados (o =0.05)
Desviacion de 5 137854.0913} 27570.8183 | 12278.6782 2.6207
medias debida a
la regresion
Desviacion 24 53.8901 2.2454
debida a la
media .
Desviacion fotal 29 137907.9814

TABLA XI. Analisis de variancia para evaluar la relacion existente entre la
concentracion de SMZ base y su respectiva respuesta.

Para determinar si existe una respuesta cero cuando la SMZ no se encuentra
presente en la muestra, se establecié una hipotesis para ser evaluada por medio
de la prueba de t de student, como se puede observar en dicha pruebha global se
comprobé que en un 95% de los casos el intercepto no es igual & cero.

Prueba de hipétesis:

Ho : Existe una respuesta cero cuando la SMZ no se

encuentra presente en la muestra.

H, : No existe una respuesta cero cuando la SMZ

se encuenira presente en la muestra.

Criterio de aceptacién: Sit cal <t critica, no se rechaza

Ho, y por lo tanto el intercepto es igual a cero.

Intervalo de
confianza
Intercepto | Error t critica Inferior | Superior
(%) estandar |t calculadal (=005, g1=33}| 95% 95%
Sy
Curva | 1.2850 1.0132 1.2682 2.0361 -0.8630| 3.4329
Curva 2 2.4140 1.3224 1.8254 2.0301 -0.3895] 5.2174
Global 1.8495 0.8207 2.2535 2.0301 0.1816 ] 3.5174

TABLA XlII. Prueba del intercepto.

Sin embargo se estimd que para cada una de las curvas (1 y 2), et intercepto
puede considerarse igual a cero, por lo que al trabajar de manera global en ambas
curvas existen errores indeterminados del sistema, debido a causas comunes de
variacion (temperatura, humedad, variaciones de voltaje de los equipos, &tc.).
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La precisién del sistema se determind analizando seis muestras preparadas por
dilucion a pattir de @ misma solucién patréon, de una concentracion
comrespondiente al nivel de concentracion del 100% (160 pa/mi).

A partir de los datos que se muestran en la tabla Vill, se evailud la precision del
sistema al nivel de concentracion del 100%, y se obtuvo un CV. menor al
especificado para mefodos cromatograficos (tabla XM}, por lo que se demostrd
que ef sistema es preciso, ya que es minima la dispersidn que existe entre el
conjunto de datos.

Media= 1.2143
Desv. std. = 0.0036
CV.(al nivel de concentracion del 100%) = 0.3001 %
TABLA XIil. Parametros estadisticos {globales) determinados para evaluar la
precision del sistema.
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LINEALIDAD DEL METODO

La linealidad del método se determind a partir de cinco niveles de cencentracion
de SMZ sddica (equivalente a base), en el intervalo al 86, 90, 100, 110y 120 %
del nivel de concentracion, cada una preparada de forma independiente, y se
realizé el anélisis por triplicado para cada nivel de concentracion.

Para determinar !a linealidad del método se utilizaron los datos de la tabla XIV.

Nivelde |C smz Base|Cantidad adicionada Cantidad determinada| Porcentaje
concentracién| (pg/ml) de smz base (ug) de smz base{pg) recuperado
(%)
3231727473 316068.4651 97.8017
80 % 128 322987.3993 314097.1940 97.2475
323293.2234 310893.3730 96.1645
2425741758 234978.8753 96.8689
90 % 144 242481.5018 237034.9785 97.7538
242500.0366 235475.5716 97.1033
202057.1062 197161.3057 97.5770
100 % 160 202075.6410 196639.4568 97.3098
202047.8388 196108.0751 97.0602
177906.2637 175375.3438 98.5774
110 % 176 177822.8571 173580.4754 97.6143
177776.5201 173282.3940 97.4720
1617253846 156504.3251 96.7717
120% 192 161725.3846 158838.4279 98.2149
161632.7106 157130.6315 97.2146

TABLA X1V, Resultados para determinar la linealidad del método.

y se evalué mediante los siguientes parametros estadisticos de regresion:

Coeficiente de correlacion (1) = 0.9997
Coeficiente de determinacion ) =0.9995
Intercepto (b) = 1.8590
Pendiente (m) = 0.5649
Error estandar de regresion (S ) = 1.3699
CV = 0.6068 %

Tabla XV. Parametros estadisticos estimados para evaluar la linealidad del

método.
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Los resultados cbtenidos para la linealidad de! método fueron sometidos a un
andlisis de regresion. Dicho analisis demostré que existe una relacién lineal
altamente significativa entre la cantidad adicionada vy la cantidad determinada de
SMZ, la cual es explicada por ia siguiente ecuacion:

Cantidad adicionada SMZ = 09649[Cantidad ~ determinada SMZ]~ 18589

Como se observa en la figura 36, la relacion existente entre la cantidad adicionada
y la cantidad determinada, es fineal en el intervalo de cantidades de 150 al 324
mg.

400000 _
350000

250000
200000 |
150000 |
100000

Cantidad determinada de SMZ ba
(mcg)

[s] 100000 ZUOIOOD 300000 400000
Cantidad adicionada de SVZ base (mcg)

L

Figura36. Representacién gréfica que muestra la relacion lineal entre la cantidad
adicionada de SMZ y la cantidad determinada de SMZ en pg.

También se establecid una hipdtesis para determinar, mediante un andlisis de
variancia {tabla XV1), si la relacion existente entre las vatiables (concentracién y
respuesta) es lineal. Se determiné que en un 95 % de los casos, existe relacion
lineal entre la caniidad adicionada y fa cantidad determinada , asi como también
se demuestra que la pendiente es diferente de cero.
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Prueba de hipétesis:

Ho : No existe relacion lineal entre la cantidad

adicionada y la cantidad determinada.

H, : Existe relacion lineal entre lu cantidad
. adicionada y la cantidad determinada.
Criterio de aceptacién: Sifcal> feritica se rechaza Ho, y
por lo tanto existe relacién lineal entre la cantidad adicionaday
la cantidad determinada.

Fuente de Grados de Suma de Promedio de los| Feal | Fcritica
varigcion libertad cuadrados cuadrados (o =0.05)
Desviacion de 2 47693399021.00] 23846699510.00( 3051.1983] 3.8853
nredias debida a
la regresion
Desviacion 12 93786232.1400 78155193450
debida a la media
Desviacién total 14 47787185253.00

TABLA XVI. Analisis de variancia para determinar la relacion existente entre la
cantidad adicionada de SMZ y cantidad determinada de SMZ

Para determinar si la cantidad determinada de SMZ es igual a cero cuando no se
encuentra presente la canfidad adicionada de SMZ, se establecid una hipdtesis
para ser evaluada por medio de la t de student y se comprobé que en un 95% de
los casos el intercepto pasa por cero.

Prueba de hipétesis:
Ho : Si la cantidad determinada es igual a cero no se
encuentra presente la SMZ en la muesira.
H, - Si la cantidad determinada no es igual a cero
se encucnira presente la SMZ en la muesira,
Criterio de aceptacién: Si t cal <t critica no se rechaza Ho,
y por lo tanto el intercepto pasa por ¢l origen.

Intervalo de
confianza
Error t critica Inferior | Superior
Coeficientes| estdndar |t calculada| (¢=0.05, gl=i4) | 95% 95%
(59
[ Intercepto () | 1.8590 1.4032 | 1.3248 2.1448 -1.1725] 4.8905

Tabla XVII. Prueba del intercepto.
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DETERMINACION DE PUREZA DE LA SULFAMETAZINA POR CLAR

Los datos para determinar la exactitud y precision del métedo, se muestran en la
tabla XVIIL

La precision y exactitud del método se determind analizando seis muestras
independientes, para tres niveles de concentracion correspondientes al 97.5, 100
y 102.5%, realizadas por un analista, en un mismo dia y bajo las mismas
condiciones de andlisis. Se registro y se calculd la respuesta obtenida en
porcentaje de recobro.

Los datos obtenidos para dicho analisis se evaluaron a partir del C. V. y la prueba
de t de student.

Se puede observar que el CV (Tabla XIX) determinado, es menor al estimado para
métodes cromatograficos (1.5%), por lo que se afirma que la dispersion de datos
es minima y por lo tanto el método es preciso.

Media = 99.8765
Desv. std. = 0.7255
CV.= 0.7264 %
Tabla XiX: Parametros estadisticos determinados para evaluar la precision del
método.

Mediante la prueba de t de student se determind la exactitud del método a tres
niveles de concentracion (97.5, 100 y 102.5%), y se demostrd con un 85% de
confianza que el método es exacto.

Prueba de hipbtesis :

Ho : El método es exacto.

H, : El método no es exaclo.
Criterio de aceptacion: Si t cal <t critica no se rechaza Ho,
y por lo tanto el método €5 exacto.

Cantidad adicionada | Cantidad determinada
de smz base (ng} de smz base(Lg)
Media 207071.7052 206725.9399
Variancia 1613301990 1563112744
No. de Observaciones 36 36
Grados de libertad /¢
t calculada 0.036809853] -~
t critica (0=0.05, 2.1.=69) 1.994435479; -

Tabla XX. Prueba de t student para determinar la exactitud del método.
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REPETIBILIDAD ENTRE DiAS.

La repetibilidad se determind dos dias diferentes por un analista, mediante el
analisis de seis muestras independientes, para los niveles de concentracion al
97.5, 100 y 102.5% bajo las mismas condiciones de analisis.

tos datos utilizados para determinar la precision entre dias son reportados en la
tabla XVIiL.

Los parametros estadistico que se evaluaron para determinar si existia diferencia
entre los porcentajes recuperades obtenidos en diferentes dias, fue la prueba de t
de student (ver anexo 3) y el CV., los resultados se muestran en la tabla XX!.

Prueba de hipétesis:

Ho : No existe efecto del dia en el andlisis.

H, : St existe efecto del dia en el andlisis.
Criterio de aceptacién: Si t cal <t critica no se rechaza Ho,
y por lo tanto el método es repetible entre dias.

Concentracién]|  Nivel de t critica
de SMZ base | concentracién | Media | Desv. | C.V | tecal |(a=0.05,g1=18)
(npg/ml) stand. | (%)
i56 97.5% 99 4044 | 0.7051 0.7093} 0.2848 2.1009
160 100 % 100.3312] 0.6830 [0.6807|-0.0833
164 102.5 % 99.8907 | 0.4926 |0.4932] 0.1137
Tabla XX!. Parametros estadisticos estimados para evaluar la repetibilidad del
método.

Con los resultados generados en la tabla XXI, se determina con un 95% de
confianza, gue no existe diferencia estadistica significativa del método
desarrollado entre diferentes dias, en ninguna de las concentraciones evaluadas.
También se evalu6 la precision entre dias mediante un analisis de variancia (ver
tabla XXII}, cuyos resultados se discuten mas adelante.
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REPRODUCIBILIDAD ENTRE ANALISTAS.

La reproducibilidad se determind en dos dias diferentes y por dos diferentes
anatistas, medianté el andlisis de seis muestras independientes en los niveles de
concentracién det 97.5, 100 y 102.5 %, bajo las mismas condiciones de analisis.

En Ia tabla XXIl se muestran los datos correspondientes a la reproducibilidad
{también ver anexo 2), que se evaluaron mediante un analisis de variancia y el
Cv.

Concentracién ANALISTA | ANALISTA 2
de SMZ base Nivel de Porcentaje recuperado | Porcentaje recuperado
(pg/ml) concentracion (%} (%)
DIA 1 DIA2 DIA 1 DIAZ

99.0088 98.5233 100.8935 | 100.3241
1003179 | 100.0459 | 102.1474 | 101.0174
100.2784 | 100.2583 | 101.6317 | 101.7621
156 97.5% 99.3853 98.2324 102.0360 | 100.7009
98.9877 99.4963 102.2477 | 100.2154
98.9162 99.4569 101.4689 | 100.3566
1004524 | 100.2063 | 101.8739 | 101.4029
100.1346 | 100.8705 | 102.6297 | 101.4625
101.7504 | 101.2020 | 103.2693 | 101.2070
160 100 % 1002987 | 100.5204 | 101.1372 | 101.8471
99.7066 99.8689 1029178 | 100.7075
99.5238 99.4908 101.0178 | 101.0795
100.9698 | 99.9026 102.3551 | 101.1555
99.6755 100.2398 | 101.9402 | 101.0117
99.7167 99.8753 1027001 | 101.2111
164 102.5% 99,5309 | 100.2530 | 101.0400 | 100.6347
100.2487 | 99.0851 101.5456 | 100.5269
99.3747 99.8428 101.8022 | 99.8785
TABLA XXIL Resuliados para determinar la reproducibilidad del método.
Csmz Base = concentracién de SMZ base.

Para determinar si existia diferencia significativa entre los resultados de los
porcentajes recuperados, obtenidos por dos analistas, se evalué mediante un
analisis de variancia anidado o jerarquico (anexo 3), para cada nivel de
concentracién, tomando en cuenta que ¢l dia esta anidado en el anaiista (tabla
XXIl). También se determind la media, la desviacidn estandar y el CV (tabla
XXIV)
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Prueba de hipitesis para reproducibilidad entre analistas:
Ho :No existe efecto del analista en el andlisis.

H, : Existe efecto del analista en el andlisis.

Criterio de aceptacion: Si fcal < f critica no se rechaza Ho, y
por lo tanto el método es reproducible entre diferentes analistas.

Para el nivel de conceniracion al 97.5 % :

Fuente de Grados de Suma de | Cuadrados Feal Fcritica
variacién libertad cuadrados medios (o =003}
Analista 1 19.97305068[19.97305068| 12.8304 | 18.5128
Dia 2 3.113399446]1.556699723| 3.6912 3.4928
Error 20 £.43466314 {0.421733157
Para el nivel de concentracion al 100 % :.
Fuente de Grados de Suma de Cuadrados Feal F critica
variacién libertad cuadrados medios (o =0.05)
Analista 1 11.38106261(11.38106261| 10.3088 | 18.5128
Dia 2 2.208020266(1.104010133| 2.1390 3.4930
Error 20 10.32274849|0.516137424
Para el nivel de concentracién al 102.5 % :
Fuente de 1 Grados de Suma de Cuadrados Feal Feritica
variacion libertad | ecuadrados medios (oo =0.05)
Analista 1 12.16444047 | 12.16444047 | 6.0062 | 18.5128
Dia 2 4.050657911 | 2.025328955 | 7.1666 3.4930
Error 20 5.652113901 | 0.282605695

Tabla XXIil. Analisis de variancia para determinar la reproducibilidad del método a

diferentes concentraciones.
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Nivel de concentracién Media Desv. stand. CV. (%)
95.7 % 100.3081 1.1707 1.1671
100 % 101.0142 1.0552 1.0449
102.5 % 100.5958 0.9751 0.9693

Tabla XXIV. Parametros estadisticos determinados para evaluar la
reproducibilidad del métedo.

Como se puede observar, en el analisis de vasiancia realizado para cada una de
las concentraciones, Ja f cal < f critica, por lo que no se rechaza Ho y se afirma
con un 95% de confianza que no existe diferencia significativa entre analistas,
para ninguno de los tres niveles de concentracion evaluados.

También mediante este analisis de variancia se puede evaluar mas esfrictamente
la repetibilidad entre dias, como se puede observar existe una diferencia
significativa (f cal > f critica) del método efectuado en diferentes dia. Sin embargo
de forma practica se puede asegurar que el método es repetible y reproducible a
los niveles de concentracién de 97.5, 100 y 102.5%, ya que los CV. son muy
pequefios.

Posiblemente estas variaciones son debidas a la temperatura de trabajo a la cual
se efectio el ensayo, lo cual afecta el coeficiente de particion del soluto en la
columna asi como la viscocidad de la fase mévil. También puede ser a causa de
la aita higroscopicidad de la SMZ.
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DETERMRNACION DE PUREZA DE LA SULFAMETAZINA POR CLAR.

CONCLUSIONES

La CLAR es una técnica que ofrece eficiencia, confiabilidad, selectividad y
sensitividad para evaluar la pureza de la sulfametazina sadica.

El meétodo analitico fue desarrollado y optimizado bajo las siguientes
condiciones cromatograficas:

Fase mévil: Acido acético (0.25%) y acetonitrilo (80:20)

Columna: Simmetry Cqg

Caudal: 1 ml/min

Longitud de onda: 262.6 nm

Volumen de inyeccion: 20 pit

_ Se determind la pureza de la sulfametazina sodica , en base humeda
{97.3098%) y en base seca (103.6562%).

_El método analitico fue validado y se determiné que es lineal, preciso, exacto,
repetible y reproducible, bajo las condiciones de trabajo establecidas durante el

analisis.

. Este estudio nos permitié evidenciar que la sulfametazina es altamente
higroscopica, y por lo tanto se recomienda determinar la himedad de la
muestra antes de ser analizada para hacer las correcciones necesarias en los
calculos de pureza correspondientes.
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DETERMRNACION DE PUREZA DE LA SULFAMETAZINA POR CLAR.

2.

3.

ANEXO 1

PREPARACION DE LA MUESTRA Y DEL ESTANDAR INTERNO

. Pesar exactamente alrededor de 200 mg de sulfametazina base (SMZ) y vertirlos en un

matraz volumétrico de 100 ml, adicionar 1 mt de hidréxido de sédio 1.0 N y llevar al
aforo con hidroxido de sédio 0.01 N (Solucién A).

_ Pesar exactamente alrededor de 200 mg de sulfatiazol base {STZ, sustancia de referencia

internd) y vertirlos en un matraz volumétrico de 100 mli, adicionar 1 ml de Hidrdxido de
sodio 1.0 N y Hevar al aforo con hidréxido de sodio 0.01 N (Solucién B).

. Tomar 4 ml de ia solucién A y 4 mi de la solucién B, vertirlos en un matraz volumétrico

de 50 ml y llevar at aforo con hidréxido de sédio 0.01N.

. Filtrar en un vial, 1 mi de la solucién anterior utilizande una membrana tipo HV de

13 mm de didmetro con 0.45 pm de tamaiio de poro, adaptada a una jeringa de vidrio de
10 ml.

. Inyectar 20 pl de la muestra , bajo las siguientes condiciones cromatograficas:
Columna: Columna Nova Pack Cyg ® de 3.9 x 150 mm.
Columna Simmetry Cyg © de 3.9 x t50 mm.
Fase mévil: K,HPO, (0.5 M) + CH,CN  (80:20)
CH;CO0H (0.25%) + CH;CN  (80:20)
Velocidad de flujo: 1 ml/min
Longitud de onda: 266.2 nm

, PREPAB.ACI(’)N DE LA FASE MOVIL
ACIDO ACETICO (0.25%) + ACETONITRILO
PROPORCION B0:20 RESPECTIVAMENTE

. Tomar con una pipeta graduada 1.25 mt de dcido acétice glacial, y vertirlos en un matraz

aforado de 500 mi, Hevar al aforo con agua desionizada (Sofucién de CH;COOH al
0.25%).

Filtrar por separado los componentes de la fase mévil (CH,COOH al 0.25% y CH,CN)
utilizando membranas del tipo HVLP de 0.45ptm.

Desgasificar con helio los componentes de fa fase mévil, por 10 minutos.
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PREPARACION DE LA CURVA ADICION PATRON.

ENSAYO
ADICION PATRON

!

MUESTRA
(SMZ SODICA)

{SMZ BASE) (STZ BASE)

STOCK STOCK STOCK
{3500 pg/mi) {1500 pgfmi) (2000 pg/mi)

7

ESTANDAR DE REFERENCIA ESTANDAR INTERNO I

140 pg/ml 160 pg/ml

Filtrar en un viat, 1 ml de la solucion anterior utilizand

una membrana tipo HV de 13 mm de didmetro con 0.4
pm de tamaiio de poro

Inyectar 20 pl de la muestra , bajo las siguientes condiciones

cromatograficas:
Columna: Columna Simmetry C;g © de 3.9 x 150 mm.
Fase mévil: CH;COOH (0.25%) + CH;CN  (80:20)

Velocidad de flujo: 1 mi/min
Longitud de onda:  266.2 nm
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- DETERMINACION DE PUREZA DE LA SULFAMETAZINA POR CLAR.

Nivel de ANALISTA 1 ANALISTA 2
concentracion Temperatura (° C) Temperatura (° C)
DIA 1 DiA 2 DiA 1 DiA 2
23 26 28 26
23 26 I8 26
- 975% 23 26 28 25
24 26 28 25
24 26 28 25
24 26 28 25
24 26 28 25
24 26 28 25
100 % 24 26 28 25
’ 24 26 28 25
24 26 28 25
24 26 28 25
24 26 28 25
24 26 28 25
24 26 28 25
102.5% 24 26 28 25
23 26 28 25
23 26 28 25

TABLA XXVIII : Temperaturas registradas en los cuatro diferentes dias, durante la
reproducibilidad del método.
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DETERMINACION DE PUREZA DE LA SULFAMETAZINA POR CLAR

ANEXO 3

FORMULARIO

- Validacién de métodos analiticos.

Para determinar los parametros estadisticos de regresion se utilizaron las siguientes
ecuaciones:

3 [(xi- X)xi- 1]

i

r= 73
{[Z(Xi~ 2)2]{2(;’5" ?)2}}
2
S[ex- Dti- 7]
= : i3
e lron]
S [xi-XxYi- 1)
m=—
g
Z (xi-X) r = Coeficiente de regresién
‘ r2 = Coeficiente de correlacion
m = Pendiente.

b=FV-mX b = Interseccion
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Para evaluar que [a recta pase por el origen y que cualquier desviacién pueda adjudicarse al
error aleatorio se establece una de hipotesis para el intercepto estimado su valor con las
siguientes ecuactones:

12
S (ri-ri?
s _

s = n-2 Sy = Error tipico de la regresion.
8, = Error tipico del intercepto.
Z X2 2 L.C (b) = intervalo de confianza del intercepto.
; b = Intercepto.
Sp =Sy > (Xi— XY t .y = t calculada.
LC=b% .y (n=-2,009S5,
b
{ gat = S_b

Se realiza un analisis de variancia para estudiar las variaciones en la recta, y s construye la
sigutente tabla:

Fuente de gl Suma de |Cuadrados F cal F critica
variacidn cuadrados medios a=0.05
Desviacién | r-1 q q /(1) | CM/CM, | -
de medias
debideoala
regresion
Desviacion | n-t q, qy / (n-r) CM, / CM, PR
debidaala
media
Desviacién | n-1 q
total

71
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BPonde:
_ Desviaciones totales al cuadrado.

gq=u—§
rooni 2

u= Z Z Xik Suma de cuadrados de todos los valores.
i=1 k=1

g= g2 In Suma de los valores del i-ésimo grupo

g=8 +8 +&3t..-Hg, Suma de todos los valores.
g2 2 g2

q = St 82, L& g Desviaciones de los puntos con respecto a
h n tn la recta,

=94 Desviaciones de cada punto con respecto a

su propia media,

El analisis que s realiza para conocer ta exactitud del método, es mediante la comparacién
de datos con un valor estandar, v se realiza calculando el promedio aritmético y la
desviacién estandar mediante las siguientes ecuaciones:

X -100
4 cal = S /(n)yz
JZ 72 ‘(Z 3-{-)2
S:
n-—1
_— S
I.C=X Xt pticg ——
critica J;

Para evaluar la precision se determina el C.V., mediante la siguiente formula:

CV.= [—%} [100]
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Para determinar si existe diferencia entre los resultados obtenidos en diferentes dias, se
utilizaron las siguientes ecuaciones:

S=\[(n-—l)S%+(n;——l)S%

(n|+ n:)— 2

/ - (x.-—-xz)
T s AT )+ (7 n)

t aritica=o. =005,gl=n—1

Donde:
n, = Total de datos del dia 1.
n; = Total de datos del dia 2.
ny= Namero total de datos.
X, = Valor promedio del dia 1.
X, = Valor promedio del dia 2.
S, = Desviacion estandar del dia 1.
S, = Desviacion estindar del dia 2,

La tabla de andlisis de variancia para determinar la reproducibilidad entre analistas, se
construyo de la siguiente manera:

Analisis de variancia anidade o jerarquico

Fuentede| gl Sumade | Cuadrados [F(Calculada)|F(Critica)
variacion cuadrados medios o= 0.05
Analista gla 8C, SC,/gl ,=CM,| CM/CMp | -
Dia glp SCp [SCp/glp=CMp| CMpy/CMg | —-
Error gle SCg [SCg/gl g=CMg
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=pu+ 4 .+ D pont E [ ()

Donde:

1t = Promedio de la respuesta
A= Efecto del analista
D= Efecto del dia

E =Ermor

Determinacion de los grados de libertad:

a = Total de analistas

A, =2 a-1
Dien™ (b-1)a b = Total de dias
r = Niimero de repeticiones
Efem= (r=1ab P
nT =(n-1) n; = Nimero total de ensayos

Determinacion de la suma de cuadrados:

)13 s
$C, =12 - — Suma de cuadrados del analista
br abr

SO = Z[};]2 '"[Yi]_l Suma de cuadrados de los dfas
F b

D

i 2
)
SC = [ijk ]2 _ [ .,] Suma de cuadrados del error
r
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- Adecuabilidad del sistema.

Los pardmeiros utilizados como prueba de adecuabilidad del sistema, conocidos también
como System Suitability, Son:

Resolucion (Rs).

La eficiencia de la columna para separar dos compuestos, esta definida por la resolucidn
(Rs), que €s 1a relacion entre fa distancia de los maximos de dos picos y el valor medio de la
anchura en la base def pico, que se obtiene mediante la siguiente ecuacion:

Tre - Tra
Rs = ~————
2 (WB +WA)

Donde: Tg, = Tiempo de retencién del soluto A
Tgp = Tiempo de retencion del solute B
w, = Ancho de la base del pico A
wy, = Ancho de Ia base del pico B

Factor de capacidad (K")

Este valor nos indica el tiempo de retencién del soluto en la columna. Por lo tanto el
cociente entre el tiempo de retencién comegido (Tp") ¥ el tiempo en que el soluto
permanece en f.m nos da el valor llamado factor de capacidad, K':

Tr" Tr-Tu
K. =——_ =__—
Tu T

Donde: Ty’ = Tiempo de retencién corregido
Tg = Tiempo de retencion del seluto en la f.e
Ty, = Tiempo que permanece el soluto en la f.m (liempo muerto)}

Con el factor de capacidad se puede calcular el Ty de un soluto, para ello es importante
conocer ¢l Ty, con ayuda de un compuesto que 110 se retenga en lafe.
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Factor de separacién ().

En cromatografia sc analizan muestras con muchos componentes e independientemente del
niimero de componentes, el problema puede implicar la separacion de dos picos adyacentes,
de aqui que el factor de separacién nos indique la selectividad en la separacion de dos
compuestos en un sistema cromatografico:

K& Trg' Trs-Tm
a=__=___=

Ke'  Ten' Tra-Tu

Donde: K, = Factor de capacidad del pico A
Kg = Factor de capacidad del pico B
Tra” = Tiempo de retencién corregido para el pico A
Trg’ = Tiempo de retencién corregido para el pico B

Factor de coleo o asimetria (As) del pico.

Un pico cromatografico ideal presenta una distribucién normal, pero debida a causas como :
columna dafiada, columna contaminada, sobrecarga de muestra, disolvente inapropiado para
la muestra, efectos extracolumnares, amortiguador no adecuado, contaminacién por metales
pesados y efectos quimicos o secundarios de retencion; ocasionan que el pico sea
asimétrico, lo cual de acuerdo a la magnitud del coleo, puede provocar considerables
errores en la cuantificacion.

Las f6rmulas empleadas para calcular la As de un pico, son:

AS o = BIA

Donde : A y B son {as medidas entre la linca que une al maximo del pico con ialinea base y
fos extremos anterior y posterior del pico, tomados al 10 % de laaltura, y, A" y B” son los
mismos parametros pero al 5% de dicha altura.
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Plato tedrico (N) y altura equivalente del plato tedrico (AEPT).

Un plato tedrico se puede definir como la regién en la que la concentracién del solufo se
encuentra en equilibrio entre las dos fases (estacionaria y mévil), cuya expresién
matemdtica es:

N=16{Tg/W)?

Donde: Ty = Tiempo de retencion
W = Anchura del pico sobre la linea base.
N = Plato tedrico

La altura equivalente a un plato teérico (AEPT) es la relacion existente entre la longitud de
la columna y el niimero de platos tedricos:

AEPT =L/N

Donde : L = longitud de la columna
N = Nimero de platos tedricos.

El N nos ayuda ha determinar la eficiencia de la columna por lo que a mayor nimero de
platos tedricos mayor eficiencia de la columna.
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ANEXO 4
GLOSARIOQ DE TERMINOS.

Cromatografia: Método de separacién fisica o quimica de una mezcla de solutos,
usando un disolvente como fase mévil y un medio separador (fase estacionaria}.
Eiuorescencia: Luminiscencia presentada por ciertas sustancias después de haber
sido iluminadas por rayos visibles o UV, cuya luminiscencia persiste después de
haber cesado Ia radiacién excitanie.

Fosforescencia: Luminiscencia presentada por ciertas sustancias después de haber
sido iluminadas por rayos visibles o UV. ’

Resolucién (Rs): Es una medida de la eficiencia que tiene la columna para separar
dos compuestos.

Factor de capacidad (K'): El nimero de voldmenes muertos en que tarda en ser
eluida una muestra.

Factor de separacién o de selectividad (x}: Es el nimero que describe que
también se separan dos compuestos en un sistema cromatografico.

Factor de coleo o asimetria (As): Es una expresion que nos indica la simetria de un
pico.

Plato teérico (N}: La region en la que la concentracion del soluto se encuentra en
equilibrio entre las dos fases (estacionaria y movil}.

Altura equivalente del plato teérico (AEPT): Es la relacion existente enfre la
longitud de 1a columna y el nGmero de platos teoricos.

Tiempo de retencion: Tiempo durante el cual el soluto permanece en laf.e.
Lineatidad: La lineafidad de un sistema o método analitico es su habilidad para
asegurar que los resultados analiticos, los cuales pueden ser obtenidos directamente
o mediante una transformacién matematica, son directamente proporcionales a la
concentracion de la sustancia dentro de un intervale determinade. Es decir, mide el
grado en que fa respuesta del método se aproxima a una funcién lineal det tipo

y = mx + b al trabajar con diferentes concentraciones.

Exactitud: Es la precisién de un método analitico expresada como la concordancia
obtenida entre determinaciones independientes entre un  valor obtenido
experimentalmente y el valor de referencia, bajo las mismas condiciones (analista,
equipo, tiempo, etc.).

Precision: Es el grado de concordancia enfre resultados individuales cuando el
método se aplica repetidamente a una muestra homogénea.

Reproducibilidad: Es la precisién de un método analitico expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizadas en diferentes
laboratorios, bajo condiciones diferentes (analista, fiempo, equipo).
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Repetibilidad: Es la precision de un método analitico expresada como la
concordancia obtenida entre deferminaciones independientes realizada bajo las
mismas condiciones de analisis (analista, tiempo, laboratorio, efc. ).

Especificidad o selectividad: Habilidad de un método para cuantificar exactamente
y de manera exclusiva los principios activos en presencia de los componentes de [a
muestra (impurezas, componentes endégenos de fa matriz bioldgica, metabolitos,
excipientes), el método debe separary cuantificar solo los compuestos de interés.
Sensibilidad: Concentracidon minima necesaria para producir una respuesta.

Limite de deteccién: Es la concentracion minima de analito que puede ser detectada
con precision pero no necesariamente con exactitud, bajo condiciones normales de
operacién. Se expresa normalmente como la concentracion del analito en la muestra.
Limite de cuantificacién: Es fa concentracion minima de analito en una muestra que
puede ser determinada con aceptable precision y exactitud en matriz de muestras,
tales como impurezas en el caso de materias primas (principios activos), o productos
de degradacion en productos farmaceuticos finales. Bajo condiciones normales de
operacion.

Tolerancia del sistema: Es una medida de la capacidad del procedimiento analitico
para no ser afectado en sus resultados por pequenas variacicnes en los parametros
del método y da una buena indicacion de su confiabilidad durante el trabajo rutinario
del taboratorio.

Robustez (Ruggedness}): es sdlo parte integral del amortiguamiento contra excesos
tipicos, esto es, contra diferentes técnicas, equipo y condiciones.

Cromatograma: Representacion grafica de la concentracidon de un soluto en funcién
de su tiempo de elucion en la columna cromatografica.

Estandar de referencia: Son productos de uniformidad conocida, destinados para
utilizarse en comprobaciones analiticas fisicas, quimicas o microbiologicas, cuya
avaluacién se basa en la comparacion de sus propiedades con respecto a Ia
sustancia que esta en examen. Su finalidad es disminuir errores en el laboraterio.
Estandar interno: Compuesto quimico puro presente en o adicionado en cantidad
conocida a muestras, gue sirve como referencia de medicién.

Sistema isocratico: Modo cromatogréfico donde la bomba mantiene constante la
composicién de fase mévil durante el analisis.

Sistema gradiente: Modo cromatografico donde la bomba permite variar la
composicion de fase movil durante el analisis.

Fase normal: Proceso cromatografico que se caracteriza por la naturaleza polar del
lecho estacionario (fase estacionaria) y la naturalezagpolar de la fase movil.

Fase reversa: Proceso cromatografico que se caracteriza por la naturalezagpolar del
lecho estacionario {fase estacicnaria) y la naturaleza polar de la fase movil.
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DETERMINACION DE PUREZA DE LA SULFAMETAZINA POR CLAR.

Unién covalente: Enlace quimico ordinario entre atomos, cada uno de los cuales
cede un electrén al par compartido.

Diodos: Dispositivos fotosensibles que fransforma la informacion luminosa
{absorbancia a cada una de las longitudes de onda del intervalo) en una sefial
eléctrica, cada uno de elios proporciona una sefal.

Acromdtico: Sin color

Constante dieléctrica: indice de capacidad de una material para almacenar energia
de un campo electrostatico en presencia de un campo eléctrico.

Polaridad: Caracteristica fisicoguimica del solvente empleado como fase mavil, dada
por la concentracion de moléculas disociadas en iones con carga eléctrica y 1a
electronegatividad de los mismos.

Analito: Compuesto quimico a ser caracterizado y cuantificado en una muestra.

t calculada: Valor calculado estadisticamente para comparacion entre medias.

t eritica: Valor determinado estadisticamente para comparacion entre medias.

F calculada: Valor calculado estadisticamente para comparacion entre variancias.

F critica: Valor calculado estadisticamente para comparacion entre variancias.
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