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1.2

OBJETIVOS...

l. OBJETIVOS GENERALES:

Desarrollar un método analitico, por cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucion, para cuantificar pefloxacino en una forma farmacéutica

inyectable.

Validar el método analitico, de Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucién, desarrollado para determinar Pefloxacino en una forma

farmacéutica inyectable.



OBJETIVOS...

Il. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1 Desarroliar el método analitico para cuantificar pefloxacino en la muestra

inyectable.

2.1.1 Establecer una secuencia basada en el método cientifico para
desarrollar un método analitico por Cromatografia de Liquidos

de Alta Resolucion, para cuantificar Pefloxacino.

242 Facilitar el desarrollo de una metodologia analitica, obteniendo

resultados rapidos y precisos.

22 validar y determinar las siguientes caracteristicas:
» Linealidad del Sistema.
> Linealidad del Método.
> Precision del Sistema.
> Precision del Método:

. Repetibilidad.
. Reproducibilidad entre dias.
. Reproducibilidad entre analistas.
»  Exactitud del Método.
Especificidad.

Y

» Estabilidad de 1a muestra analitica.






INTRODUCCION...

1. INTRODUCCION®*29

141 DESARROLLO DE METODOS.

El desarrollo de un método analitico consiste en determinar, de acuerdo a
las propiedades fisicas y quimicas del analito, las condiciones adecuadas para

analizar cualitativa y/o cuantitativamente una muestra.

El analisis cualitativo se refiere a la identificacion de un compuesto , segun
la respuesta obtenida mediante 1a aplicacion de un método y puede recurrirse a
otro alterno para corroborar dicha identificacion (Espectrometria de masas,
Caiorimetria, infrarojo, Resonancia Magnética Nuclear, Analisis elemental,
Reacciones de color = grupos funcionales, Ultravioleta, polarografia,

Espectrofotometria).

El analisis cuantitativo, que se refiere a ja determinacién de la cantidad de

analito presente en una muestra, €s de gran utilidad y de mayor aplicacién.

La Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) es de gran
importancia y su uso para analisis cuantitativo ha ido en aumento. En el desarrollo
de métodos de este tipo es importante evaluar los siguientes parametros:
resolucion, velocidad, presion, simetria de picos, liempo de separacion, gasto de

solventes y alcance del método.

El aumento en la resolucion de un sistema cromatografico esta en funcion
de la eficiencia de la columna; esto es el numero de platos tedricos o la

selectividad de la fase.
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La mejora en la velocidad se logra empleando tamafio de particulas muy

pequefos y columnas cortas a una velocidad de flujo de la fase movil alta.

E| alcance de un método cromatografico es 1a capacidad del sistema para
separar mezclas de un intervalo de polaridad amplio y la carga esta relacionada
con el diametro de una columna (presion) y marca la diferencia entre una columna

preparativa o analitica.
Cuando se presenta un problema analitico en el que se involucra la
separacion de los componentes de una mezcla o bien a! iniciarse el desarrollo de

una metodologia, surge una pregunta muy frecuente: Por donde empiezo?

Es necesario entonces considerar la secuencia gque se sigue para

desarrollar un método por CLAR, la cual esta dada por etapas:

1. Informacion sobre la muestra:

Efectuar una revision bibliografica acerca de la composicién de la muestra

y sus propiedades, tales como:

. Numero de compuestos presentes.

. Estructuras quimicas (grupos funcionales presentes).

. Pesos moleculares de los componentes o del analito.

. Valores de pKa de los compuestos.

. Espectros de UV de los componentes.

. Naturaleza de la matriz de la muestra: excipientes, solventes,

lubricantes, grasas, efc.
. Intervalo de concentracion de los compuestos de interés en la
muestra.

. Solubilidad de la muestra o de los componentes.
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Definir el objetivo del método.

Establecer claramente para que se necesita el método.

Esto evitara el trabajo improductivo, asi como el consumo de recursos y

tiempo, para definir los objetivos, son Utiles las siguientes cuestiones:

« ;El objetivo primario es el analisis o el recobro de fracciones de la
muestra?

» ;Es necesario separar todos los componentes?

« ;Qué precision se requiere si es un analisis cuantitativo?

« ;Para que tipo de muestra se va a desarrollar el método?

» ¢Elmétodo va a ser utilizado para un numero grande de muestras o solo
para unas cuantas?

» ;Con qué recursos cuenta el laboratorio para desarrollar el método?

Naturaleza de la muestra, necesidad de pretratamiento.

Definir la forma de la muestra:

Solucion lista para inyectar.

Solucion que requiere dilucidn, amortiguamiento u otro “aditivo™.

Selidos solubles en [a fase mavil.

Soluciones que contienen contaminantes o alguna interferencia, que deban
eliminarse.

Analito en una matriz insoluble.

Determinar el pretratarmiento a realizar.
La mayoria de las muestras a tratar por CLAR, requieren de pesarse y
diluirse volumétricamente antes de inyectarse, para lo cual debe tenerse el

cuidado de aproximar el diluyente final a la fase movil.

Algunas otras que contienen impurezas o contaminantes deben tratarse
previamente, con una extraccién, uso de cartuchos, filtracion,

centrifugacién, etc.



INTRODUCCION...

4, Seleccion del detector.

Elegir el detector adecuado para el tipo de muestra que se vaya a analizar.
Lo ideal es que el detector sea especifico Unicamente para la sustancia de
interés y que no responda a ningln otro componente, esto es una alta
sensibifidad y un minimo limite de deteccion. Por lo que de acuerdo a las
caracteristicas de la muestra, propiedades del analito y finalidad del
método, puede elegirse cualesquiera de los métodos de deteccion
existentes:

« Ultravioleta/Visible.

» Indice de refraccion.

¢ Fluorescencia,

» Electroguimico.

s Derivatizacion pre- o post- columna.

5. Seleccién del método de CLAR.

Evaluar las mejores condiciones de separacion.
Para realizar la eleccidn de las condiciones iniciales, deben contemplarse

las siguientes caracteristicas de cada variable:

Columna: Longitud, Tamafio de particula, tipo de empaque.

Fase movil: Proporcion de solventes, buffer-concentracion, pH, aditivos
(reactivos, par ionico, aminas, etc), velocidad de flujo,
modificadores.

Muestra: Tamario, volumen y masa, segun la longitud de la columna y
tamanio de particula.

Temperatura. Si se requiere de ella se hace uso del termostato integrado al

equipo.

Establecer las condiciones cromatograficas (corrida preliminar).



INTRODUCCION...

Obtener un cromatograma utilizando las condiciones tedricas, que
propercione una idea de la resolucion de la muestra en esta primera

corrida, para evaluar dicho cromatograma es imporiante determinar:

. Resolucidn.
. Tiempo de separacion.
. Cuantificacion (C.V.).
. Presion.
. Aftura de pico.
. Consumo de soivente.
6. Optimizacion de las condiciones de separacion.

Si el cromatograma obtenido de una corrida preliminar no se ajusta a las

especificaciones de ta tabla 1, realizar los ajustes necesarios.

Resolucion El analisis cuantitativo preciso y robusto,

requiere Rs > 1.5

Tiempo de separacion < 5. 10 minutos para métodos

empleados de rutina.

Cuantificacion < 2% para ensayos, 5% para trazas.

es deseable, <200 es

Picos estrechos, para tener una relacién

sefal/ruido adecuada.

Consumo de solvente Consumo minimo de fase movil (vel

flujo baja).

Tabla 1. Especificaciones de un sistema cromatografico para el desarrollo de

© un método.
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Verificacién de los problemas.

Evaluar mediante la obtencién de otros cromatogramas, Ssi existen
problemas en la metodalogia, ¢ si el cromatograma obtenido presenta picos

mas anchos con respecto al inicial, o si suscita coleo de picos.

Determinar la robustez del método empleando otra columna con las mismas

caracteristicas.

Evaluar si la fase moévil pudiera afectar la columna, provocando una

disminucién en la vida media de ésta.

Estudiar las variables (temperatura, composicion de la fase movil,

resolucion, tiempos de retencion, etc.) y su efecto sobre la separacion.

Es importante anticiparse a los problemas antes de liberar el método, por io
que debe verificarse la tolerancia de dicho método, para que pueda resistir
los cambios inherentes al cambio de columna, de solventes y aln de

analistas.
Término del método.

Determinar si el procedimiento final satisface los objetivos establecidos al
inicio del desarrollo del métedo.

Mostrar las evidencias del comportamiento del método.

Validar el método desarrallado utilizando muestras que cubran el intervalo
de concentracién del analito.

Presentar en forma escrita el método desarrollado, para ser utilizado por

otros analistas.



INTRODUCCION...

1.2 CROMATOGRAFIA.
Segtn la IUPAC la cromatografia se define como "un meétodo usado

primariamente para la separacion de los componentes de una muestra en la cual

los componentes se distribuyen en dos fases, una de las cuales es estacionaria,

mientras que la otra se mueve™. La fase estacionaria puede ser un sélido, un

liquido retenido sobre un solido o un gel. La fase estacionaria puede estar

extendida como una capa o distribuida y la fase moévil puede ser liquida o

gaseosa. Pero esta definicion es muy general y presenta algunas restricciones,

otra definicion que es también muy general pero que deja abierta la mente a |

diversos cambios que sobre esta se vienen dando es la de Guiddings : Un método |

de migracién en zonas.

Otra definicion es, que es un método fisico de separacion y cuantificacion,
en el cua! los componentes a separar se distribuyen entre dos fases, una de ellas
es un lecho estacionario, mientras que la otra se mueve por percolacion a traves
de este lecho, la separacion se da como resultado de repetidas adsorciones y
desorciones de fos componentes a lo largo del lecho estacionario alcanzandose la
separacién gracias a las diferencias en los coeficientes d distribucion de los

distintos componentes de la muestra.

La cromatografia se clasifica en diversas modalidades en funcion de

algunos parametros como son:

Naturaleza de la fase movil :

Cromatografia gaseosa

Cromatografia liquida
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Naturaleza de 1a fase estacionaria :

Fase Fase Tipo de
estacionaria movil Cromatografia

Liquida Sélido-Liquido

Liquida Liquido-Liquido

Solida Gas Sélido-Gas

Fenémeno que ocurre dentro de la columna :

Fase Normal

Fase reversa

Intercambio iGnico

Exclusiéon molecular
(Permeacion por geles y filtracion por geles).

Cantidad de muestra aplicada :

Tipo de Cromatografia

Semipreparativa Microgramos - gramos

Cantidad de muestra
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Por otra parte la cromatografia liquida se clasifica de la siguiente forma:

Cromatografia liquido - sélido (Adsorcion).
Cromatografia Liquide — liquido (Particion).
Cromatografia de Fase ligada

Cromatografia de Intercambio ibnico

Y Vv Vv Vv V¥

Cromatografia de exclusion por tamafio.

Por cromatografia pueden realizarse separaciones de componentes
presentes en muestras complejas que por cualquier otro método seria imposible
realizar y se ha hecho indispensable a tal grade que forma parte de los andlisis de

rutina en la industria y la investigacion.

CLAR MODERNA VS. TRADICIONAL,

MODERNA TRADICIONAL

fColumnas pueden utilizarse repetidas||{Columna se desecha una vez que ha
} sido utilizada.
; Consume mucho tiempo

iiDeteccion y cuantificacion automatizada || Deteccion y cuantificacion manual

I Ala reproducibilidad de los resuitados

Consume poco tiempo

Baja reproducibilidad de resultados

Tabla 2. Comparacion de la cromatografia moderna y tradicional.

La cromatografia de liquidos en sus inicios consistia en tubos abiertos, que
se rellenaban de diversos materiales y la fase movil discurria por gravedad a lo
largo de la columna, usando el relleno una sola vez y se desechaba. Los
componentes separados debian extraerse por fracciones de la columna y
analizarse por separado, el resultado finalmente eran separaciones demasiado

lentas, poco reproducibles y con mucho error.
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Actualmente, esta basada en el desarrollo de diversas accesorios como son
equipo, columnas y empaques, gue permiten que una misma columna pueda ser
utilizada un gran nimero de veces y que sea mas rapida; se ha logrado tambien la
automatizacién de la deteccion y de la cuantificacion, ademas, la reproducibilidad
es alta y la deteccion es inmediata, excepto en algunos casos en los cuales se
requiere algun tratamiento a la sustancia de interés, como puede ser una

prederivatizacion o bién una postderivatizacion.

La derivatizacion se refiere a la reaccién quimica que se produce entre la
sustancia de interés y un reactivo determinado, ya sea dentro o fuera del equipo

cromatografico.

Si se efectia antes de inyectar la muestra en el cromatografo, la
derivatizacién se denomina pre-columna y los derivados ya formados se separan
en la columna, también puede realizarse después de inyectar la muestra en donde
se denomina post-columna, que se realiza separando et analito en la columna y
luego mezciando el eluyente de la columna con un reactivo en la misma linea del
cromatografo antes de efectuarse la deteccién, para elegir que tipo de
derivatizacién utilizar debe considerarse la velocidad de la reaccidn y

compatibilidad de los reactivos con la fase movil empleada.

1.3 EQUIPO CROMATOGRAFICO

Los equipo de CLAR pueden clasificarse en integrados y modulares. En
los equipos modulares cada una de sus partes estan reunidas en un solo gabinete,
mientras que en los segundos los modulos son instrumentos individuales que
permiten visualizar cada uno de los componentes, de esta manera se puede

controlar mejor el equipo.
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Un equipo cromatografico esta constituido por :

* Reservorios de fase movil * Degasificador (opcional)

* Bomba * Automuestreador o Inyector
- Termostato para la Columna * Detector

* Integrador & computadora personal

Aunque no todos los equipos cromatograficos deben tener estos
componentes uno de tipo modular si, como lo muestra la Figura 1, a la cual se

hace referencia para explicar cada uno de sus modulos:

Figura 1. Equipo cromatografico Hewlett Packard Asterix 1100.
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Reservorios de 1a fase movil

Es el recipiente que contiene la fase movil, que se ubica en un sitio externo,
algunos centimetros sobre el nivel de la bomba, para que la fuerza de
gravedad dirja el solvente hacia ésta, manteniendo asi llenas las
conexiones. Puede emplearse como reservorio de fase mévil un frasco de
vidrio o polimero resistente y que sea inerte, con una tapa adecuada para

impedir que las particulas ambientales interfieran en el sistema.

Degasificador :
Es el modulo en el cual se detectan y eliminan fas posibles burbujas de aire
que pudiera haber en las tuberias, para impedir que estas pasen a la

bomba y asi evitar problemas de estabilizacion del sistema.

Bomba :

Es la encargada de impulsar la fase movil proveniente def reservorio hasta
el inyector y desde alli hasta la columna, el ritmo de trabajo es variable y
esta en funcién del flujp que se haya elegido para trabajar, generalmente
las bombas empleadas son de piston, aunque también las hay de flujo
continuo. La bomba puede ser de tipo binaria, ternaria y cuaternaria,
ademas realiza mezclas de solventes, lo cual hace que la fase movil sea

enviada con mayor exactitud.

Inyector automatico :

Es el dispositivo que permite introducir la muestra en solucion sin
interrumpir el flujo del solvente a través de! sistema, su mecanismo esta
basado en una valvula que orienta el caudal hacia la columna, esta
constituido por un cuerpo fijo, un rotor con sello que gira, la valvula de
inyeccidn y un mecanismo que permite el llenado de la valvula y un porta

muestras.
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Porta columna (Con termostato).

Es el modulo en el cual se adapta la columna, esta considerado como un
modulo ya que posee un mecanismo que permite controlar la temperatura
de trabajo, de esta forma se garantiza que el solvente que este pasando lo
haga a una temperatura determinada. Es de gran importancia este modulo
cuando se tienen muestras que son retenidas por la fase estacionaria por
mucho tiempo, un incrementa en la temperatura disminuye este tiempo,

haciendo mas corto el tiempo de salida de la muestra de la columna,

Detector :
Es la parte del equipo cromatografico que permite “ver” y ubicar en tiempo y
espacio la posicién de cada componente en una muestra a la salida de la

columna cromatografica.

Los detectores pueden ser generales, los cuales miden el cambio de alguna
propiedad fisica de la fase movil que contiene el analito en comparacion
con la misma fase mévil pura, y selectivos , los cuales son sensibles a
alguna propiedad del soluto, por ejemplo un detector de UV, que producira
una sefial proporcional a la absorbancia del soluto a una longitud de onda

determinada.

El detector de UV es el mas empleado en CLAR, posee una buena
sensibilidad y un rango lineal que permite detectar los analitos hasta en
nanogramos, son poco sensibles a los cambios de temperatura y de flujo de
trabajo, opera en el rango de 190-350 nm, en aigunos equipos puede
extenderse hasta 350-700 (visible), existen de dos tipos : de longitud de
onda fija y longitud de onda variable.
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Entre los ultimos adelantos en detectores se encuentra el de ordenamiento
de fotodiodos, (Figura 2) en los cuales se emplea un sistema oplico
invertido, en el cual la celda se ilumina con luz “blanca” (no monocromada)
y la luz emergente de la celda llega a la red de difraccion y alii es
dispersada hacia el elemento fotosensible, en lugar de una fotocélula se
emplea un conjunto de ellas o fotodiodos montados en un chip de silicio, asi
es posible medir no solo la fuz transmitida a una longitud de onda, sino todo

el espectro de absorcion en tiempo real.

Figura No. 2 : Sistema de deteccion con arreglo de diodos.

Y por Gltimo para poder controlar y procesar toda la informacion es

necesario la presencia de una computadora con un software adecuado.
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14 CROMATOGRAFIA EN FASE REVERSAP.

Un factor de separacion clave en la cromatografia liquida es la silicagel, que
es un material fuertemente higroscopico, pero dadas sus caracteristicas acarrea
muchos problemas , si se emplea como tal (taponamiento de los poros, control de
la polaridad de la fase mévil), por lo que es necesario emplear otro tipo de material
en el cual la reactividad de los grupos activos en términos cromatograficos no sea
tan intensa y el contenido de agua no sea tan controlable, esto se logrd
empleando la silica gel unida a una grupo funcional por union covalente de tipo

siloxano.

Las uniones del grupo funcional a la silica gel pueden ser de 4 tipos:
1. Tipo éster
2 Tipo amino
3. Tipo Carbono
4

Tipo siloxano
Y con ello se lograron grandes ventajas como son.

» Compuestos iénicos, no idnicos y ionizables, pueden ser separados en
la misma columna y con la misma fase movil.

La fuerza de atraccion superficial no polar-soluto es débil.

La adsrocién es reversible

La fase movil predominantes es agua.

€1 modificador organico es metanol (disminuye costos)

v VvV V VYV VY

El orden de elucién es predecible, de acuerdo a la hidrofobicidad del
analito.
» Se requiere poco tiempo para equilibrar el sistema.
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La fase movil arrastra las moléculas a través del lecho de la fase
estacionaria. Durante su recorrido las moléculas de la muestra son retenidas por la
fase estacionaria en funcion de la interaccion entre los componentes de la muestra

y la fase estacionaria y movil, esta interaccion es selectiva.

El mecanismo de separacion puede ser descrito de la siguiente forma:

Figura 3. Mecanismo de separacién en una columna cromatografica

. Aplicacion de la muestra (Previo acondicionamiento de la columna vy
tratamiento de la muestra).

1. Paso de la fase movil (solventes) a través de la columna arrastrando la
muestra (se inicia la separacién de los componentes).

. Migracion y separacion de los componentes que se incrementa conforme la
fase mévil ha recorrido una mayor distancia.

IV. Los componentes se han separado completamente en forma de bandas a lo

largo de la columna. (Figura 3)
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Cuando la muestra y la fase movil son forzados a atravesar la fase
estacionaria, se propician diversos tipos de interaccion entre cada uno de estos
componentes, tales como interacciones hidrofébicas, dipolares, electrostaticas y
puentes de hidrégeno, son las responsables de la mayor 0 menor afinidad de cada
uno de los componentes por la fase movil o estacionaria. Asi el componente mas
afin a la fase estacionaria se retiene mas y tarda mas en eluir y el componente
mas afin a la fase movil, se retiene menos y tarda menos en eluir, por lo que se
establece un equilibrio que involucra la fraccion de cada especie disuelta por cada
fase en equilibrio. (Ver figura 4), a este fendmeno se le denomina migracion

diferencial (paso Ii1).

Por ejemplo para A, By C:

An T2 Ae Brn &> Be Cm = Ce

Donde se representa "m" como la fraccion disuelta en la fase movil y con "e"
disuelta en la fase estacionaria. Las caracteristicas quimicas de las especies A,B
y C pueden ser de acuerdo a las molecutas de solvente y a los grupos funcionales
de la fase estacionaria, diferentes como para ser atraidas con distintas fuerzas por

esta ultima.

Figura 4. Migracidn diferencial en cromatografia liguido-séiido.
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De acuerdo a la figura 4, las moléculas de C viajan a mayor velocidad que

las de B y esta a mayor velocidad de las de A.

Para que A eluya de la columna es necesario que un determinado volumen
de fase movil (eluyente) llamado volumen de elucion, atraviese la columna. Por lo
que el volumen de elucién es diferente y creciente para C.B y A, pero si se trabaja
a un volumen constante el volumen de elucion de cada especie serd proporcional

a un tiempo conocido como tiempo de retencion.

1.5 CARACTERISTICAS DE LOS PICOS CROMATOGRAFICOS

El pico cromatografico tiene la forma de una curva de distribucion normal, la
cual se caracteriza por su desviacidn estandar (s), por lo que Ja anchura del pico

puede expresarse como un miltiplo de la desviacion estandar.

Si se trazan una tangentes a cada lado dei pico y se extienden hasta tocar
la linea base es posible obtener la anchura del pico, esta anchura puede medirse

también al 50% de la altura total (Ver figura 5).

Algunas oftras caracteristicas que pueden evaluarse en un pico
cromatografico y que son indicadoras a su vez de las caracteristicas de la
columna y del método anlitico son:

Factor de capacidad {K)

Es el cociente entre el nimero de moles de soluto en la fase estacionaria y
el numero de moles del soluto en la fase movil y estd relacionado con el

coeficiente de distribucion entre ambas fases.

K = No. de moles del soluto en la fase estacionaria

No. de moles del soluto en la fase movil
20
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Puede demostrarse que K es proporcional al tiempo de retencion del soluto

y se calcula para el pico enésimo como:

K=(Tn-To}
To
Donde: Tn = Tiempo de retencion del enésimo pico.

To = Tiempo de la primera respuesta evidente del cromatograma.

Factor de separacion (o ),

Es el cociente entre los factores de capacidad de un par de picos, si no

existe separacion,  es igual a la unidad y su valor aumenta cuando aumenta la

separacion se calcula como:

o = {K2/K1)

Resolucién (Rs).

Es la expresion cuantitativa de la calidad de la separacién, esta expresion

se calcula para un par de picos adyacentes como:

R= __ (T,-Ty
112 (W2 - W)

Donde :
T,y Tz son los tiempos de retencion de los picos 1y 2
W, y W2 son los anchos de los picos medidos desde su base.

21
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Platos teoricos (N)

El concepto de plato tedrico fue desarroliado en 1941 por Martin y Syngle,
para la cromatografia de particion liquido - liquido, para explicar el fendbmeno
separativo, compararon el método con un proceso de distribucion en
contracorriente, donde la extraccion de las fases se repite varias veces en forma
encadenada. Sin embargo la diferencia fundamental reside en que en la
cromatografia el proceso s continuo, pero la columna podia dividirse en cortes o
rodajas imaginarias donde se conseguia un equilibrio transitoric, antes que la fase
mavil avance hacia el siguiente, cada corte se llama plato y su espesor es Ia altura

equivalente del plato tedrico.

La eficiencia de una columna cromatografica y por tanto su poder
separativo se mide en funcion de su niimero de platos tedricos y puede calcularse

en funcion del ancho del pico, de la siguiente manera:

N= 16 ( TnW 1an)’

Donde: Th = Tiempo de retencion del pico enésimo

W 1an = Ancho del pico medido sobre la linea base.

Asimetria de picos (As).

La Asimetria (Tailing) es una de las formas mas comunes de alejamiento de
la curva Gaussiana y su medicion es importante puesto que puede llevar, de
acuerdo a su magnitud, a errores considerables de cuantificacion e incluso ocultar
picos adyacentes. Si bien no existe un criterio Unico para el calculo de

asimetria, las férmulas empleadas con mayor frecuencia son:

As (10%) = b/a’ As (5%) =b/a
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Donde a, b, son las medidas entre Ia linea que une al maximo del pico con la linea

base y los extremos anterior y posterior del pico, tomados al 5% de su altura.

T, -~ 1_“-
by
Ty
by
Simetria = a/b
b} 5% hib] 5%
Ty
e
W, W,
Tiempo
Figura 5. Caracteristicas de los picos cromatograficos.

1.6 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Una parte integral del desarrollo de un método analitico es la validacion de!

mismo, es decir el método debe probarse para determinar su efectividad.
La validacion de un método analiticos se define, como un conjunto de
evidencias que establecen la capacidad del método analitico y la medida en que

&ste satisface los requisitos para las aplicaciones analiticas que se deseen.
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E! proceso de validacion de un metodo en particular estd basado en
principios cientificos adecuados y ha sido optimizado para propésitos practicos de
medicién.  Para una evaluacion de las caracteristicas analiticas de un método,
prevalece ante todo la experiencia y el criterio de la persona que lleva a cabo la

validacion.

La capacidad de un método analitico queda expresada en términos de

parametras analiticos, tales como:

Linealidad: La linealidad de un sistema o método analitico, se define como el
aseguramiento de que los resultados analiticos (que pueden ser
obtenidos directamente o por medio de una transformacion
matematica) son proporcionales a la concentracion del active dentro

de un intervalo determinado.

Exactitud:  Es la concordancia entre un valor obtenido experimentalmente y el
valor de referencia (estandar). Se expresa como el porcentaje de
recobro obtenido del andlisis de muestras a las que se les ha

adicionado cantidades conocidas del activo.

Precision del sistema: Es el grado de concordancia entre respuestas analiticas
individuales, expresandose en términos de desviacion estandar o

del coeficiente de variacion.

Precisién del método: Es el grado de reproducibilidad o repetibilidad de!

método analitico bajo las condiciones normales de operacion.

a) Repetibilidad: Es la precision de un método analitico expresada
como la concordancia obtenida entre las determinaciones
independientes realizadas bajo las mismas condiciones (analista,

tiempo, aparato, laboratorio, etc.)
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bjReproducibilidad: Es la precision de un método analitico
expresada como la concordancia entre determinacicnes
independientes realizadas bajo condiciones diferentes {diferentes

dias, diferentes analistas).

Especificidad: Es la habilidad de un método analitico para obtener una

Tolerancia:

respuesta debida Unicamente a la sustancia de interés y no a otros

componentes de la muestra.

Es el grado de reproducibilidad de los resultados analiticos
obtenidos por el andlisis de la misma muestra bajo modificaciones
de las condiciones normales de operacion, tales como: diferente
temperatura, lotes de reactivos, columna, condiciones ambientales,

equipo analitico, etc.).

Estabilidad de la muestra analitica: Es la propiedad de una muestra preparada

para su cuantificacion, de conservar su integridad fisicoquimica y la
concentracién de la sustancia de interés, después de almacenarse

durante un tiempo determinado bajo condiciones especificas.

Son varias las razones por las cuales en la industria Farmacéutica debe

validarse un método analitico:

« Es una parte integral del sisterna control de calidad.

+ Desarrollo de nuevos productos

« Métodos analiticos nuevos

« Instrumentos y reactivos analiticos nuevos

e« Cambios en la formulacion

+ Cambios en el proceso

« (Cambios en equipos analiticos.
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La validacion de métodos analiticos puede abordarse de diferentes

maneras:

Prospectiva:

Introspectiva:

Retrospectiva:

Establecer la evidencia documentada de que un método analitico
realiza aquello para lo que fue disefado, basandose en un

protacolo previamente preparado.

Conocida como validacién en fase de desarrollo, es el
establecimiento de la evidencia documentada de que un método
analitico realiza aquello para lo que fue disefiado basandose en

informacion generada durante la ejecucion real del proceso.
Es el establecimiento de la evidencia documentada de gue un

método realiza aquello para lo que fue disefiado basandose en la

revision y el analisis de informacion historica.
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2. GENERALIDADES
21 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS®?),

NOMENCLATURA

Nombre comun - Mesilato de pefloxacino dihidratado

Formula molecular . C1gH24FN306S.2H0

Nombre Quimico - Acido 1-etil-6-flucro-1,4 - dihidro -7-{4-metil-1-
piperazinil)- 4-oxo-3-quinolina carboxilico.

PESO MOLECULAR

Mesilato pefloxacino dihidratado: 46549 g/mol

Mesilato de Pefloxacino 429 46 g/mol

Pefloxacino : 333.36 g/mol

ESTRUCTURA

ASPECTO

Polvo cristalino de color blanco o ligeramente crema, inodoro.
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TEMPERATURA DE FUSION

Los cristales de pefloxacino funden entre 227y 285°C.

SOLUBILIDAD

Muy soluble en agua y en medios acidos, soluble en solucion de hidréxido de
sodio, medianamente soluble en metanol, etanol e isopropanol, poco soluble en

cloroformo.

CONSTANTE DE DISOCIACION?

En un sistema acuoso mediante titulacion potenciométrica, fos valores de pKa

determinados sonde 7.1y 7.7, para pefloxacino a 25°C.

ESPECTRO DE ULTRAVIOLETA®?

E! pefloxacino se caracteriza por un maximo caracteristico a 278 nm.
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22 FARMACOLOGIA®* !0

ANTECEDENTES.

Pefioxacino es una quinolona de sintesis, fluorada y heterociclica.

Las quinolonas constituyen un importante grupo de quimioantibidticos en
plena expansién en cuanto a investigacion se refiere y en el area comercial, cuyas

caracteristicas farmacologicas y terapéuticas son de gran interés infectologico.

E! origen de este grupo se remonta al afio 1862 cuando Lescher sintetiza el
acido nalidixico durante ensayos efectuados con clorquina, para el hallazgo de

nuevos agentes antimalaricos.

Ese primer farmaco se empled como antibacteriano de las vias urinarias,
pero su interés medico decayd progresivamente cuando se comprobd la
resistencia adquirida por los microorganismos en el tratamiento de las infecciones

urinarias.

Los derivados obtenidos sintéticamente -acido oxolinico (1967), cinoxacin
y acido piromidico (1970), rosoxacin (1973)- siguieron la misma curva
descendente del interés terapéutico hasta que se obtuvo el acido pipemidico
{1974) cuya destacada actividad contra Pseudomonas marcé una nueva etapa en

{a investigacion del grupo.
En los inicios de los afios 70's pudo agregarse un atomo de fidor a estos

compuestos lo cual les otorgd gran eficacia terapéutica con capacidad de accion

sistémica, ejemplo de etlo son: Norfloxacina (1978) y a la enoxacina {1979).
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En la década de 1980 se produjo un notable avance mediante fa obtencian
de nuevos farmacos: ofloxacina (1981), ciprofloxacina, pefloxacino y fleroxacina
(1983) y lomefloxacina (1985) todos actualmente disponibles comercialmente para

el tratamiento de diferentes procesos infecciosos.

Esa década (80's) también fue idonea para la obtencién de otros farmacos
en plena investigacion experimental y ciinica, los cuales tienen un mayor espectro
de actividad bactericida rapida y notable, susceptibles a la resistencia mediada por

plasmidos.

El estudio de este grupo de antibacterianos es mejor comprendido si se
divide en tres subgrupos:

EN DESARROLLO

ACIDO NALIDIXICO NORFLOXACINA ROSOXACINA

ACIDO OXOLINICO ENOXACINA AMIFLOXACINA
CINOXACINA CIPROFLOXACINA FLUMEQUINA

ACIDO PIPEMIDICO OFLOXACINA DIFLOXACINA

PEFLOXACINA IRLOXACINA
FLEROXACINA PIROXACINA
LOMEFLOXACINA TOSUFLOXACINA
TEMAFLOXACINA
SPARFLOXACINA

Tabla 3. Quimioantibidticos. Subgrupos de las guinolonas.
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FARMACOLOGIA CLINICA.

Pefloxacino es uno de las mas recientes quinolonas fluoradas que son muy
activas sobre bacilos aerobicos G{-) y cocos, su gran actividad antibacterial

intrinseca es debida a la actividad inhibitoria en la sintesis del DNA.

Pefloxacino es administrado como un mesilato para e! tratamiento de

infecciones sistémicas o del tracto urinario.

A diferencia de la resistencia de algunas bacterias a los antibidticos, que es
trasmitida por plasmidos, 1a resistencia a las fluorquinolonas es debida a mutacion

cromosomal.

El inyectable de Pefloxacino es utilizado y puede ser administrado por
perfusion con grandes ventajas, tales como una accién terapéutica y una

absorcion en diferentes tejidos y/u organos rapida.

Las quinolonas inhiben la actividad de una enzima bacteriana esencial para
la replicacién del DNA, por lo tanto interfieren en su sintesis.  Esta enzima
topoisomerasa es Util para superenrollar las cadenas de DNA , paso necesario
para acomodar el nucleo dentro de la celula bacteriana mediante la reduccion de
su tamafo. La inhibicion de esta enzima provoca la muerte de la bacteria, por lo

que el mecanismo de accion de las quinolonas es de tipo bactericida.

El espectro bacteriano es inicialmente confinado a las enterobacterias,
posteriormente se fue ampliando a las Pseudomonas, cocos Gram positivos,

Micoplasmas y Clamidias. Los anaerobios son poco 0 nada sensibles.

La actividad antibacteriana de las quinolonas es muy amplia y abarca
numerosos microorganismos,  Como  caracteristica importante no  son

susceptibles a la resistencia mediada por plasmidos.
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ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA.

Pefloxacino presenta actividad sobre:

Plasmodium falciparum

Plasmodium yoelii

Haemophilus influenzae
Neisseria gonorrhoeae

Pseudomona aeruginosa

Klebsiella _pneumoniae
Staphilococcls s.p.
Shigella s.p.
Salmonella s.D.

De los cuales P. aeruginosa puede desarrollar resistencia a pefloxacino
siguiendo e! mecanismo de reducir la permeabilidad de la membrana exierma,
alterando la DNA girasa o una combinacion de ambos procesos.  Sin embargo los
mecanismos de resistencia, a nivel molecular ne han sido completamente

elucidados ya que la membrana externa presenta cambios muy complejos.

MODO DE ACCION Y ESPECTRO ANTIBACTERIANO

Es inhibidor de la enzima DNA-girasa y actila de modo bactericida contra

una amplia franja de microorganismos.

Las enterobacterias presentan una sensibilidad desde 0.02 a 2 mcg/mi .
Haemophilus influenza presenta una CMI (Concentracion minima inhibitoria) muy
bajo, de 0.008 a 0.06 mcg/mi, Neisseria qonorrheae, un CMI de 0.016 a 0.12

mcg/ml
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La actividad contra Pseudomonas es solo discreta con un CMI de 1 a 8
mecgfmi. Tiene poca actividad contra estreptococos, incluso neumococos Yy
enterococo, cuyo CMI varia desde 4 a 32 meg/ml. El estafilococo, en sus dos
variantes, esta en la franja de las bacterias sensibles, como también Shigella y

Salmonella.

Pefioxacino es activo contra Legionella, pero micoplasma y clamidia son

inconstantemente sensibles a éste.

33  FARMACOCINETICA® 15163027

ABSORCION, DIFUSION Y EXCRECION

La dosis de 400 mg por via oral es absorbida en 20 minutos
aproximadamente, con un porcentaje del 90%, alcanzando un nivel en el suero
sanguineo suficiente para destruir la mayoria de enterobacterias, ya que la

concentracién sanguinea se estima de 3.8 a 5.6 mcg/mi.

La union con las proteinas es del 20 al 30% con una vida media de 75a10

horas, lo cual !a distingue de otras quinolonas.

Si se repiten las dosis aumenta la concentracion. Tiene capacidad de
difusion en LCR (Liquido Cefaloraquideo) con nivel terapéutico Util contra bacilos

gramnegativos y estafilococos durante 12 horas, si se emplea por via intravenosa.
Las experiencias efectuadas en cirugia 6sea demuestran que una dosis de

400 mg IV cada 12 horas provee un nivel de pefloxacino adecuado para eliminar la

mayoria de las bacterias causantes de osteomielitis.
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La penetracion en los tejidos organicos ha sido demastrada en trabajos
especializados. Se han comprobado niveles altos en tejido prostatico, amigdalas,
bronquios y valvulas cardiacas. Presenta una excelente penetracion hacia varios

tejidos y fluidos lo cual permite su uso en un amplio orden de infecciones.

Pefloxacino es biotransformado extensivamente para formar el preducto

activo N-demetilpefloxacin (Norfloxacin) y el producto inactivo N-éxido.

La eliminacién o tiempo de vida media (tip) de pefloxacino seguida de una
administracion de dosis Unica, se alcanza a las 8 o 13 horas, aumentando de 14 a

15 horas después de una dosis muitiple.

Una administracion de 800 mg de pefloxacino una vez en un dia en vez de

400 mg puede ser clinicamente efectiva y es adecuada para un tratamiento.

La eliminacién se realiza principalmente por via renal como farmaco
inmodificado o de sus productos de biotransformacion, comprobado hasta 80

horas después de su administracion.

La insuficiencia renal no modifica sustancialmente la concentracion sérica,
pero si lo hace la insuficiencia hepatica, segun lo ha demostrado en cirréticos y
alcoholicos, porque aumenta la vida media de eliminacién. El pefloxacino es poco

dializable.
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24 INDICACIONES TERAPEUTICAS® %

Considerando su actividad antibacteriana y en sus carcateristicas
farmacocinéticas, esta indicado su uso en el adulto, en infecciones severas
producidas por bacilos gramnegativos y estafilococos, fundamentalmente en las

siguientes manifestaciones:

Septicemia y endocarditis, infecciones meningeas o del S.N.C., infecciones
de las vias respiratorias, otorrinolaringologicas, infecciones renales y urinarias,
infecciones de! tracto ginecologico, infecciones abdominales y hepatobiliares,

infecciones osteoarticulares, infecciones cutaneas y heridas quirdrgicas.

2.5 CONTRAINDICACIONES®*"

Contraindicado en:

% Alergias a los medicamentos del grupo de las quinolonas.
<  Embarazo y lactancia.

&  Menores de 18 afnos.

&  Deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

2.6 PRECAUCIONES®*”

Puede originarse teniditis, que puede provocar la ruptura del tendon,
entonces podria requerirse la interrupcion del tratamiento inmediatamente y dar el
auxilio apropiado al paciente.

En el caso de presentarse dolor del tendon de Aquiles (a nivel del tobillo),

debe suspenderse el tratamiento.
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2.7 REACCIONES SECUNDARIAS®

@ Trastornos digestivos: Gastralgias, nausea, vémito.

< Manifestaciones alérgicas cutaneas y de fotosensibilidad.

> Dolores musculares ylo articulares.

< Trombocitopenias, que aparecen con la prescripcion de posologias
fuertes (1660mg/dia).

< Alteracion de las transaminasas.

g Trastornos neurolégicos: Cefaleas, trastomos de la vigilancia.

2.8 INTERACCIONES FARMACOLOGICAS!"?"

En la administracion simultanea de pefloxacino y teofilina se ha observado
una prolongacion de la vida media de la teofilina en el suero, ocasionando niveles
elevados de este farmaco en plasma lo cua! incrementa el riesgo de reacciones

adversas.
2.9 POSOLOGIA®*®

Adulto con funcion hepatica normal 800 mg/dia (2 ampolletas de 400 mg)
Adulto con insuficiencia hepatica severa 0 de disminucion del flujo sanguineo
hepatico, la posologia diaria debe ser adaptada por disminucion del ritmo de las

administraciones.

Para la forma inyectable Intravenosa (Peflacina), se recomienda perfundir 8 ma/kg
en una hora;

Dos veces al dia si no existe ictericia.

Cada 36 horas en caso de ascitis.

Cada dos dias si existe ictericia y ascitis.

En caso de insuficiencia renal, no se requiere reducir la posologia.
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210  ADMINISTRACION Y DOSIS®Y

La dosis oral de 400 mg dos veces por dia es suficiente para el tratamiento
de la mayor parte de las infecciones por microorganismos sensibles a estos

farmacos.
La aplicacion intravenosa de 400 mg se realiza en infecciones graves como
tratamiento inicial, se aplica diluido en 250 ml de solucion glucosada durante 1

hora, resguardandola de la luz. La insuficiencia hepatica exige una restriccion de

la dosis o alargamiento de fos intervalos.

No emplear solucién clorada ya que el pefloxacino se precipita en presencia

de iones cloro.

2.11 PREPARADOS FARMACEUTICOS®

PRESENTACION

Caja con 8 comprimidos de 400

FORMULACION

Me

400 mg de pefloxacino.

silato de pefloxacino dihidratado equivalente a

mg (Peflacina) o
EXCIPIENtE C.0.P. oo 1 iableta

Mesilato de pefloxacino dihidratado equivalente a

Caja con una ampolieta de 5 mi. )

] 400 mg de pefloxacino.
con 400 mg (Peflacina). .
Vehiculo C.DP. e 5ml

Tabla 4. Preparados farmacéuticos de Pefloxacino.

El farmaco presenia fotosensibilidad, por lo que no debe exponerse a la luz
solar. No es conveniente su aplicacién en pediatria, durante el embarazo o la

lactancia.
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DESARROLLO DEL METODO...

Se realizd una revisién bibliografica acerca de Pefloxacino encontrando

algunas

propiedades y caracteristicas que se enuncian en el apartado de

Generalidades (Pag. 27) y algunas condiciones cromatograficas para su

cuantificacion que se resumen en la siguiente tabla:

Proveedor
Journal

Cromatography
(15)

{Quimica
Alkano)
()

C-18, 4 mm x 25} Fase Normal

Condicién

Columna C-18, 4.6 mm x 10

cm, 5 um

Antimicrobial
agents and
Chemotherapy
(16)

C-18, 46 mm x 10

cm, 2 pm

Solucién 0.1% de

Trietilamina,

CCly : 40 mi
Metanol:40 ml
Tolueno:20 ml

Acido fosférico
0.025M
Ajustar a pH =
3.0+0.1con

Fase mévil

Ajustara un
pH=3.3 con acido
fosférico (50%)
Acetonitrilo (50%)

Dietilamina :
Trietilamina 14 ml
(TEA) 87 %

Acetonitrilo 13%

Agua: 8 mi

150 ml Acetonitrilo,

2 g de Acetato de

sodio trihidratado,

2 g de acido citrico
monohidratado

1 ml de Trietilamina,
850 ml de agua.

AjustarpH =48+

0.2

Long. Onda 277435 nm

330-440

T. Ambiente T. Ambiente

Temperatura

T. Ambiente

2 mlfmin

Vel. Flujo 1.5 mi/min

2 mi/min

Tiempo de ret.|} 6.4 —10.8 min 1.59 min

4.8 min

Vol. inyeccidn 10l 25 pt

Tabla 5.
acuerdo a la revision bibliografica.

25

Condiciones cromatograficas apara cuantificar Pefloxacino, de
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También es imporiante conocer la muestra que se va a analizar, en este

caso se trata de una forma farmacéutica inyectable, cuya formula es:

Cada ampolleta contiene:
Mesilato de pefloxacino dihidratado, equivalente al................ 400 mg
de pefloxacino.

WERICUID €D P ettt 5mi
Se realizaron algunos ensayos de solubilidad de Pefloxacino, ya que

conociendo esta propiedad puede modificarse el disolvente a utilizar, para mejorar

la respuesta en la metodologia a desarrollar, de donde se obtuvieron los

CANTIDAD
(ml}

siguientes resultados:

DISOLVENTE

AGUA
METANOL 15 NO SE DISUELVE
ACIDO CLORHIDRICO 0.1N 15 SE DISUELVE

HIDROXIDO DE SODIO 0.1N
CLOROFORMO
ISOPROPANOL

NO SE DISUELVE
NO SE DISUELVE
SE DISUELVE
LIGERAMENTE
SE DISUELVE
LIGERAMENTE
SE DISUELVE
LIGERAMENTE

ETANCL

HEXANO

Tabla 6. Ensayo de solubilidad del mesilato de Pefloxacino en diferentes

solventes.
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DESARROLLO DEL METODO...

1. Seleccién de la columna cromatogréafica:

Para determinar que tipo de columna seria utilizada, se consideraron algunas
caracteristicas del Pefloxacino, tales como: Peso molecular, solubilidad, pKa, ya
que de esto depende que se obtenga un pico simétrico y bien definido.
Posteriormente se tomo como referencia la guia para seleccién de columna gue se
muestra en la figura 6 y también se consideraron las sugerencias que se tienen de

la bibliografia segun la tabla 3.

Cabe mencionar que Pefloxacino Inyectable no es un producto que tenga
metodologia farmacopeica, sin embargo, de acuerdo al grupo al que pertenece
{Quinolonas), puede compararse con el Ciprofloxacino, el cual tiene una
metodologia farmacopeica y se consideré como una opcion.

Se realizaron las cofridas preliminares en una columna nueva con las siguientes

caracteristicas:

Symmetry Waters, tipo C-18, fase reversa de 5 ym, con dimensiones de 15 ¢m x
3.9mmD.L

La cual posee caracteristicas de empaque adecuadas, tales como particulas
esféricas, que disminuyen la resistencia mecéanica, lo cual evita la saturacion de

las columnas, mejora la resolucion y simetria de picos.
2. Seleccion de la fase mavil:

La seleccion de la fase mévil esta en funcién de:

« Tipo de columna que se utilice.

« Las caracteristicas de la muestra.

+ Propiedades quimicas de la sustancia a cuantificar.
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Para lo cual se considera el siguiente cuadro que muestra fos diferentes solventes
que pueden ser utilizados de acuerdo al tipo de material de relleno que contenga

la columna:

Material de . . Naturaleza || Activacion de B
Tipo de analitos Solvente de elucion
relleno la columna

Sustancias no polares, Metanol/Acetanitrilo, o

sustancias ionizables Metanol mezclas de estos con
Cs/Crs Acuosa
en su forma no Agua agua o buffer a un pH

ionizada. adecuado.

- Solucién en
Silice
) ) solventes nojl  Clorofarmo Solventes polares.
Diot Sustancias polares

polares. Hexano Metanol
-CN

Aceites

. Soluciones Buffer de alta fuerza
Aniones L
o . acuosas de Metanol ionica y pH adecuado,
Anidnico Carboxilatos )
baja fuerza Buffer solo o en mezclas con
Sulfonatos L .
iGnica Metanol/Acetonitrilo.

Soluciones Buffer de alta fuerza
o Cationes acuosas de Metanol ionica y pH adecuado,
Catidnico ) )
Aminas baja fuerza Buffer solo o en mezclas con

ionica Metanol/Acetonitrilo,

Tabla 7. Adsorbentes mas comunes y sistemas de preparacion.
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3. Seleccion del detector (Equipo cromatografico):

En términos generales el detector a elegir depende de las propiedades de
respuesta del analito, en este caso y de acuerdo a la biblicgrafia se observa que
Pefloxacino presenta un maximo en el espectro de Ultravicleta a 278 nm, por lo
que el detector empleado, es el propio del cromatografo previamente electo para
esta metodologia. La razén por la que se eligié este equipo es por que cuenta
con sistema de deteccion ultravioleta / visible con arreglo de diodos, el cual es
ideal para el desarrollo de un método, ya que se pueden obtener barridos
espectrales de la (s) sustancia (s) que eluye (n) de la columna, ademas tiene la
ventaja de medir la sefial no sélo en una longitud de onda discreta, sino en el
espectro de absorcion completo en tiempo real, de tal forma que a las
dimensiones habituales de tiempo y absorbancia, se agrega una tercera la longitud
de onda, permitiendo apreciar detalles que escapan a los deteclores

convencicnales,

Con el detector de arreglo de diodos y el software propio del equipo es posible
obtener informacion adicional para el desarrollo de un método, asi como para el

estudio de pureza de los picos de interés, como:

s Isogramas.
Es un grafico que representa lineas de iscabsorcién en un diagrama
bidimensional {(Longitud de onda y tiempo). (Ver Anexo |, figura 13).

« Topogramas.
Es un gréafico tipico de un detector con arreglo de diodos, en el que se muestra
en forma tridimensional los parametros de tiempo, longitud de onda y
absorbancia, (Figura 7) proporciona una imagen visual muy elegante y sélo
mediante el software adecuado se puede tener informacion adicional, ya que
éste permite girar el grafico, y ubicarse dentro del grafico interceptando las

tres variables.

43



DESARROLLO DEL METODO...

* Andlisis de pureza de los picos de absorcion.
El software tiene la capacidad de determinar el umbral de pureza (Ver anexo |,
figura 14) considerando el ruido del equipo, solvente, error fotométrico y
concentracion de fa muestra que contribuyen a las diferencias espectrales
(linea punteada), ast como el conjunto de espectros observados en un rango
de iongitud de onda y la homogeneidad espectral que no debe exceder los
limites establecidos por la linea punteada, determinando asi un factor de
pureza, que no debe exceder el limite de 1000, para que sea considerado

COmMo un pico puro.
4, Preparacion de la muestra:

Inicialmente se considera fa concentracién en la que se encuentra el
Pefloxacino en la muestra inyectable es de 80 mg/ml, dicha concentracion es muy
alta para una determinacién cromatografica donde pueden determinarse mcg de

muestra inyectada, razon por la que se hace necesaria una dilucién de la muestra,

Es importante que la muestra se encuentre preferentemente disuelta en un
solvente que se asemeje lo mas posible a la fase movil, por lo que el medio de
dilucién que finalmente se emplea es la fase movil como tal.  Obteniendo una

solucian ciara y libre de “particulas” visibles.
5. Ensayos preliminares y optimizacion de las condiciones de separacion :

La finalidad del método por CLAR es cuantificar al activo (Pefloxacino)
presente en el inyectable, por lo que se considera como referencia !a tabla de

condiciones cromatograficas (Tabla 5).

El método a desarrollar tiene la funcionalidad de cuantificar el principio
activo presente en una muestra inyectable, el método debe ser cromatografico

para tener mayor precision en los resultados.

44



DESARROLLO DEL METODO...

Conociendo los componentes que hay en dicha muestra se sabe que
pefloxacino es activo Unico, por lo que no se requiere de una separacion de
componentes sabiendo ademas sus caracteristicas fisicoguimicas y teniendo los

recursos materiales suficientes es posible iniciar con algunos ensayos (Tabla 8).

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS EXPERIMENTALES

SYMMETRY SYMMETRY SYMMETRY  [[SYMMETRY
WATERS C-18 [[WATERS C-18 [|WATERS C-18 JWATERS C-18
39x150mm [|3.9 x 150 mm 3.9 x 150 mm }3.9 x 150 mm
DIAM. 5mem  (DIAM. 5 mem  ||[DIAM. 5 mem |DIAM. 5 mcm
FASE MOVIL (| BUFFER BUFFER BUFFER . BUFFER
FOSFATOS FOSFATOS FOSFATQOS CITRATOS/
{pH=3.085): . : (pH=3.085) : [(ACETATOS
ACN (87:13) : : {pH=4.805):

20 pg/ml 20 pg fml
LONG.ONDA 278 nm 278 nm
MEDIO DE FASE MOVIL [i FASE MOVIL [| FASE MOVIL j FASE MOVIL
DILUCION
FLUJO 1.2 mlfmin 1.5 ml/min 1.5 mi/min 1.5 ml/min
TEMP. (°C) 25°C 25°C 25°C 25°C

Tabla 8. Condiciones cromatogréficas, ensayadas experimentalmente.
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De acuerdo a sus caracteristicas acido-base y e! valor de pKa que posee se
considera adecuado tener la muestra a un pH determinado, para ello se utiliza un
buffer, realizando algunos ensayos se empled inicialimente buffer de fosfatos
pH=4.5, sin embargo se considera que se obtiene una mejor respuesta con un

buffer de acetatos/citratos pH=4.8, ver cromatogramas en Anexo .

Las condiciones cromatograficas se fueron determinando al realizar diferentes
corridas y evaluando algunos parametros mediante el cromatograma obtenido
como son: tiempo de retencién, anchura del pico, simetria, Nimero de platos

tedricos.

CONDICION
I

" J N [ sme |

9,145.3215
10,137.6740
2,859.7007
11,356.2720

Tabla 9. Comparacion de caracteristicas del pico cromatografico.

El detector utilizado fue el propio del cromatografo que es Ultravioleta / Visible, y al
obtener uno de los cromatogramas del estandar de Pefloxacino se determino la

longitud de onda que es 278 nm {Ver espectro de absorcion en Anexo 1}

6. Témnino del método:

Las condiciones cromatograficas que muestran mejores caracteristicas en cuanto
al pico obtenido son las que se marcan en la tabla No.§8  marcadas como IV, por

lo que se efectuaron una serie de inyecciones en las cuales se observa una

repetibilidad de la respuesta analitica con un coeficiente de variacion minimo:
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No.
INYECCION

RESPUESTA
(AREA)

627.14343
628.57874
£28.14661
629.86829
627.35895
630.02893

Tabla10.  Repetibilidad de la respuesta analitica.

Dada la concentracién de la muestra que se inyecta y el volumen de
inyeccion que es de 20 p! la columna no presenta problemas de saturacion al
término de un andlisis que involucra hasta 23 inyecciones, obteniendo al final
tiempos de retencion muy semejantes, asi como picos con las mismas
caracteristicas de simetria. Dentro de las condiciones cromatograficas se
considera el control de la temperatura con la finalidad de evadir las variaciones
ambientales que pudieran presentarse en el lugar de trabajo y con ello disminuir

las variaciones en tiempo de retencion.

Efectuadas 3 valoraciones de algunos lotes de Pefloxacino inyectable se
observa una recuperacion del activo que se encuentra dentro de especificacion
(90.0 ~110.0 %), por lo que se considera que el método desarrollado satisface los
fines para los cuales ha sido desarrollado, pero debe demostrarse que esie
método es confiable y capaz de identificar alguna interferencia o producto de
degradacion que pudiera tenerse en el inyectable, por o que se procede a realizar

la validaciéon del método.
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7. DESCRIPCION DE LA METODOLOGIA A VALIDAR

Preparacion del estandar de referencia:

Pesar, con precisidn una cantidad de estandar de referencia equivalente a
50 mg de Pefloxacine (69.8 mg de mesilalo de pefloxacino dihidratado) y
transferir a un matraz volumétrico de 50 ml; disolver con 25 ml de la fase
movil y agitar mecanicamente durante 5 minutos aproximadamente, Hlevar al
aforo con la misma fase movil. Transferir una alicuota de 1 mi de la solucién
anterior y recibir en un matraz volumétrico de 50 ml, agitar y ilevar al aforo

con la misma fase mévit.  La concentracién final es aprox. 20 meg/ml.

Preparacidon de la muestra:

Vaciar el contenido de no menos de 20 ampolletas en un recipiente vy
homogenizar, Transferir de la solucién anterior una alicuota de 1ml a un
matraz volumétrico de 200 mi, adicionar 100 ml de fase movil y agitar
mecanicamente por espacio de 5 minutos aproximadamente, al termino de
este tiempo llevar al aforo con la fase movil, tomar una alicuota de 5 m! y
transferirla a un matraz volumétrico de 100 mi, agitar y llevar al aforo con la

fase movil. Esta solucion tiene una concentracion de 20 mcg/mi.

Preparacién de la fase moévil.

Pesar 2 g de acido citrico, 2 g de acetato de sodio anhidro y colocar en un
matraz volumétrico de 1000 ml disolver y llevar al aforo con agua
desionizada y mezclar; ajustar el pH con trietilamina hasta 4.8, filtrar a
través de una membrana de 0.45 micras de porosidad y desgasificar a

vacio.

Procedimiento:

Una vez establecidos los parametros de operacion en el equipo, inyectar al
cromatografo por separado volumenes iguales de la preparacién de
referencia y de la preparacion de la muestra. El coeficiente de variacion

para las areas del estandar de referencia no debe ser mayor de 1.0%.
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PLAN DE VALIDACION
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VALIDACION VALIDACION ¢
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SISTEMA | METQDO |
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+ PRECISION : . PRECISION
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1.1

1.2

1.3

21
2.2
23

3.1

3.2

1. EQUIPOS.

Cromatégrafo de Liquidos de Alta Resolucién {Hewlett Packard)
HPLC 1100 HP ASTERIX :

Bomba cuaternaria G13311A US53606781

Automuestreador G1313A DES4901581

Detector con Arreglo de Diodos G1315A DEG1801174
Yermostato para Columna G1316A US554000803

Ordenador PC HP Pentium.

Balanza Analitica Mettler Toledo AG204.

Parrillas de agitacion y calentamiento Pyro-Multi-Magnestir No. 1268
Lab-Line.

2. MATERIAL.

Material de vidrio cominmente utilizado en el Lahoratorio.
Membranas para filtracion Millipore 0.45 pm.

Barras magnéticas.
3. REACTIVOS.

Estandar primario de Mesilato de pefloxacino dihidratado
Proveedor; Madex Pharmaceutical

Lote : ML100472

Pureza : 100.2 %

Materia Prima de Mesilato de pefloxacino dihidratado.
Proveedor : Quimica Alkano

Lote : PF-011-01-86

Ensayo: 99.6 %

VALIDACION DEL METODO...
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VALIDACION DEL METODO...

3.3  Acetato de sodic anhidro.
Proveedor : Baker Analized
Ensayo : 99.5 %

3.4 Acido citrico
Proveedor ; Baker Analized
Ensayo :99.7 %

3.5 Trietilamina.
Proveedor : Merck
Ensayo : 99.0 %

3.6  Acetonitrilo grado HPLC.
Proveedor : OmniSolv
Ensayo : 99.99 %

3.7 Agua desionizada grado HPLC

Proveedor : OmniSolv

4. CALIFICACION DEL CROMATOGRAFO DE LIQUIDOS.

Se realiz6 la calificacion del equipo cromatografico ya que es indispensable
conocer bajo que condiciones se llevara a cabo la validacion det método, y si en
un momento dado pudiera presentarse algun problema en el sistema. Ademas al
evaluar los resultados que de la calificacion se obtuvieron se puede concluir que
los resultados son confiables ya que cada uno de los modulos : Bomba, Inyector y
detector cumplen con los requerimientos y especificaciones que para este equipo
se consideran. La forma en que se califico el equipo y los resultados se muestran

en el Anexo I
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VALIDACION DEL METODRO...

5. CALIFICACION DE LA COLUMNA CROMATOGRAFICA.

Se calificé 1a columna cromatografica, previamente seleccionada, puesto
que es necesario conocer €n gue condiciones se encuentra, ya que en ella se
llevara a cabo e! analisis y de las condiciones en que se encuentra depende la

confiabilidad de los resultados que se obtengan.

Los forma en que se calificé la columna y los resultados de dicha

calificacidn se muestran en el Anexo .

Los resultados muestran que la columna se encuentra en condiciones
optimas y que de ella pueden obtenarse picos con una buena resolucién y

simeétricos, ademas una aita eficiencia.

6. PARAMETROS A EVALUARENLA VALIDACION.

VALIDACION DEL SISTEMA.

6.1. Linealidad del Sistema
Se determina construyendo una curva de calibracién (Concentracion - area)
a partir de una solucion Stock de Pefloxacino estandar, utilizando cuando
menos 5 diluciones por triplicado, incluyendo la concentracion del 100%

(20 meg/ml de pefloxacino).
6.2 Precision del sistema.
Se determina por el andlisis sextuplicado de una misma solucién estandar

de concentracién igual al 100 % (20.0 mcg/ml).

Nota: 69.8149 mg de Mesilato de pefloxacino dihidratado, equivale a 50 mg
de Pefloxacino.
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VALIDACION DEL METODO...

6.3

6.4

6.5

6.6

VALIDACION DEL METODO.

Linealidad del método.

Preparar de manera independiente placebos cargados de principio activo
cuando menos a cinco diferentes concentraciones, incluyendo la
concentracion del 100 % y considerando los mg de activo por ml que
presenta en la formulacién, haciendo los andlisis por triplicado de cada
concentracion y recuperar el activo adicionado, tomando como referencia
una solucion estandar de pefloxacinc a la concentracion del 100 % (20

mcg/ml). Preparar un placebo empleando el proceso de manufactura.

Precision del método (Reproducibilidad at 100 %)
Se determina de una muestra homogenea del producto, inyectable de
Pefloxacino cercana al 100 % (20.0 mcg/mi), analizada por dos analistas,

en dos dias diferentes y por triplicado.

Exactitud y repetibilidad at 100%
Se reatiza con seis placebos cargados de Pefloxacino a una concentracion
cercana al 100 % (20.0 mcg/ml) de manera independiente, por el mismo

analista y en las mismas condiciones de operacion.

Especificidad del método.

Se prepara un placebo y se analiza con el método propuesto y se somete
tanto placebo como muestra a condiciones tales que pueda degradarse el
activo, analizar y determinar la separacion del analito y algin producto de

degradacion con el método.
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VALIDACION DEL METODO...

6.7

Estabilidad de la muestra analitica.

Se determina de una muestra homogénea del producto, Inyectable de
Pefloxacino, con una concentracién cercana al 100 % (20.0 mcg/ml),
analizada por un solo analista, por triplicado, sometiendo alguna variable
dentro del ensayo, en cuanto a temperatura, tiempo, o suspensién del

ensayo en un momento dado del analisis.
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RESULTADOS...

LINEALIDAD DEL SISTEMA.

Se determind construyendo una curva de calibracién (Concentracion - Area)
a partir de una solucion Stock de Pefloxacino inyectable estandar de referencia,
utilizando 5 diluciones, incluyendo el 100% (20.0 mcg/ml de Pefloxacino).

Haciendo el analisis por triplicado para cada dilucion.

Solucion Stock: 50 mg/ 200 ml = 250 meg/mil.
VOLUMEN DE CONCENTRACION
AFORO (meg/ml)

50 10
50 15
50 20
50 25
50 30

Tabla11.  Preparacién de muestras para la determinacién de la linealidad del

ALICUOTA
(mh)

sistema de pefloxacino.

Los resultados que se obtuvieron son los siguientes:
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RESULTADOS...

COMPARACION ENTRE LOS DATOS OBSERVADOS Y CALCULADOS A
PARTIR DE LA LINEA DE MEJOR AJUSTE.

CANTIDAD
ADICIONADA
(mecg/ml)

AREA AREA
OBSERVADA ESTIMADA

DIFERENCIA

Tabla 12. Respuestas analiticas para la determinacion de la linealidad del

sistema de pefloxacino.
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RESULTADOS...

ANALISIS DE VARIANCIA

e ——e—] M — —1
CFUENTEDE || GRADOSDE || SUMADE | MEDIADE ‘ F caLcuLana |
VARIACION [| LIBERTAD ] CUADRADOS {| CUADRADOS !' |

| I
|

764602.13 764602.13

ERROR DE

. 399.12
REGRESION

FALTA DE
AJUSTE

Tabla 13.  Analisis de varianza para la evaluacion de la linealidad del sistema de

pefloxacino.

Suma de Cuadrades total

F 9scrimca(1.13) =467 Fos cmremicay 1,13y = 207

F 95 cririca (3.10)= 3.71 Fso criTiCA (3, 10)= 6.55
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RESULTADOS...

LINEALIDAD DEL SISTEMA
PEFLOXACINO INYECTABLE

g

RESPUESTA {(AREA)

Grafico 1. Linealidad de! sistema para Pefloxacino.

; o 999799

\
0. 999686 ‘

|
mt 0. 99973 | 0 99946 I Cantidad recuperada = 31.8654 (Cantidad adicionada) - 7. 5174
__t_ﬁ_!‘_——#————g

Tabla 14. Modelos matematicos obtenidos de la linealidad de! sistema de

Pefloxacino.
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RESULTADOS...

ANALISIS DE REGRESION

PARAMETRO RESULTADO

Pendiente { m) 31.865402
-7.51735
0.99973
0.99946
0.20595
4.37766
2.16
-16.97310<-7.51735<1.93840
31.40863<31.85349<32.20835
5.44596
0.17092

intercepto (b))

Coef. Correlacion (r)

Coef. Determinacién { r)

Desv. Std. De ia pendiente

Desv. Std. Del intercepto
t (gt =13, 95 %)

intervalo de confianza 95% (b)

Intervalo de confianza 95% (m)

Desv. Std estimado de y dado x

Desv. Std estimado de x dado y

Tabla 15.  Analisis de regresion de la linealidad del sistema de pefloxacino.

PRECISION DEL SISTEMA.

Se determind mediante el analisis sextuplicado de una misma solucion

estandar de pefloxacino a la concentracion del 100% {20.0 mcg/ml).

Obteniendose los siguientes resultados:
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RESULTADOS...

————

No. REPETICION

623.82623
631.01746
631.68579
627.35895
630.02893
631.11511

PROMEDIO
DESV.STD.
CV.%

629.17208
3.03642
0.482606

Tabla 16. Respuestas analiticas para la determinacion de la precision del

sistema.

LINEALIDAD DEL METODO

Se prepard de manera independiente placebos cargados de principio activo
(Pefloxacino} a cinco diferentes concentraciones, incluyendo el 100%,
considerando los mg de activo por ml que presenta la formulacion. Haciendo el
anélisis por sextuplicado para cada concentracion y recuperando el activo
adicionado, tomando como referencia una solucién estandar de Pefloxacino a la

concentracion del 100% (20 mcg/mi).

Se prepararon los siguientes sistemas:
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RESULTADOS...

ACTIVO PORCENTAJE || PLACEBO (1 RESPUESTA
ADICIONADO {mg) (%) (ml) (mcg/ml) (area)

Tabla 17. Preparacién de muestras para la determinacion de la linealidad del

método de pefloxacino inyectable.

Los resultados que se obtuvieron son los siguientes:
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RESULTADOS.

COMPARACION ENTRE LOS DATOS OBSERVADOS Y CALCULADOS A
PARTIR DE LA LINEA DE MEJOR AJUSTE.

CANTIDAD
ADICIONADA

mcg/ml}

CANTIDAD CANTIDAD
DETERMINADA ESTIMADA DIFERENCIA

Tabla 18. Resultados analiticos para la determinacion de la linealidad del

método de pefloxacino inyectable.
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RESULTADOS...

ANAL!S|IS DE VARIANCIA

MEDIA DE F
CUADRADOS CALCULADA

REGRESION 15110.77

ERROR DE
REGRESION

FALTA DE
AJUSTE

ERROR PURO

Tabla 19.  Analisis de varianza para la evaluacién de la linealidad del método de

pefloxacino inyectable.

Suma de Cuadrados total

F g5 criTica(1,13) = 4.67 Faocrimica ( 1, 43) = 9.07

F e5 critica (3, 10}= 3.71 Fes critica (3. 10) = 6.55
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RESULTADQOS...

—— S = T ——— e — T m—

r
LINEALIDAD DEL VETODO
PEFLOXACINO INYECTABLE
0.
5
L &
o
woox.
=2
DD 15
¢ E '
% 5 ,/,/
o L
0= . : : : :
0 5 10 15 20 25 0
CANTADAD ADICIONADA (mg)

Grafico 2. Linealidad del método de Pefloxacino Inyectable.

MODELO DETERMINADO {y=mx + b}

0.999943 | 0.999886 [| Cantidad recuperada = 1.0007 (Cantidad adicionada) + 0.0176
0999989 [ 0.999979 || Cantidad recuperada = 0.9922 (Cantidad adicionada) + 0.0984
0999976 # 0.999952 || Cantidad recuperada = 1.0055 (Cantidad adicionada) - 0.0743
0.999967 || 0.999935 || Cantidad recuperada = 0.9919 (Cantidad adicionada) + 0.1018
0.998454 || 0.996911 }j Cantidad recuperada = 0.9374 {Cantidad adicionada) + 0.7014
0999986 I 0.999971 || Cantidad recuperada = 1.0103 {Cantidad adicionada) - 0.1388
Global 0.99927 ([ 0.99854 || Cantidad recuperada = 0.9895 (Cantidad adicionada) + 0.1200

Tabla 20. Modelos matemdticos obtenidos de la linealidad del método de

Pefloxacino Inyectable.




RESULTADOS...

ANALISIS DE REGRESION

PARAMETRO RESULTADO

Pendiente { m} 0.98949
0.12003
0.99927
0.99854
0.00805
0.13833
0.40692
-0.16686<0.12003<0.40692
0.97280<0.98949<1.00619
0.24044
0.24282

Intercepto (b))

Coef. Correlacién (r)

Coef. Determinacion ( r’)

Desv. Std. De la pendiente

Desv. Std. Del intercepto
t(gl =22, 95 %)

Intervalo de confianza 95% (b)

Intervalo de confianza 95% (m)

Desv. Std estimado de y dado x

Desv. Std estimado de x dado y

Tabla 21.  Analisis de regresion de la linealidad del método de pefloxacino

inyectable.

PRECISION DEL METODO (Reproducibilidad)
Se determiné de una muestra del producto, tomando como minimo 10
ampolletas de Pefloxacino Inyectable Lote:DP06704 — 02 cercana al 100%

(20 mcg/mi), analizada por dos analistas, en dos dias diferentes y por

tripticado.

Se obtuvieron los siguientes resultados:
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RESULTADOS...

ANALISIS ESTADISTICO

SUMA DE
CUADRADOQOS
A1

SUMA DE
CUADRADOS
A2

ANALISTA
1

ANALISTA
2

99.97481
10052932
100.90898
301.4130
99.95556
99.83154
100.37897
300.1659

9994.96064
10106.14016
10182.60610
30283.70689
9991.10198
9966.32839
10075.92357
30033.35394

100.80744
100.81545
100.75266
3023754
10059947
100.45268
99.08812
"300.1401

10162.13189
10163.74488
70151.08641
30476.96318
10120.22968
10080 72734
9818 45523
30020:41225

SUMATORIA
DIA2

SUMATORIA

Tabla22.  Analisis estadistico de la reproducibilidad de! metodo.

ANALISIS DE VARIANCIA

GRADOS
FUENTE DE oF SUMADE || MEDIADE | i
VARIACION CUADRADOS| CUADRADOS || CHCUor || Fommes
LIBERTAD

ANALISTA .

Tabla 23.  Andlisis de varianza para la evalvacion de la reproducibilidad del

método de pefloxacino.
Repetibilidad: = + (MCe)"?

Repetibilidad = 0.49969
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RESULTADOS...

EXACTITUD AL 80%

Se realizd con seis placebos cargados de Pefloxacino a una concentracion
cercana al 80% (16.0 mcg/ml) de manera independiente, por un mismo
analista y bajo las condiciones de operacion establecidas, de donde se

obtuvieron los siguientes resultados:

100.20802
99.97847

100.09236
100.02514
99.45989

100.29814

Tabla 24. Resultados obtenidos de la exactitud del método al 80%.

ANALISIS ESTADISTICO

Concentracion del estandar 20.2 meg/ml
Respuesta dei estandar 624.25946
Promedic de cantidad recuperada 100.01050
Desviacion estandar 0.29437
Coeficiente de Variacion critico (%) 1.500

Coeficiente de Variacién experimental (%) 0.29434

\alor de t con cinco grados de libertad 2.571

Valor de t experimental 0.08615
Intervalo de confianza: 99.70009<100.01034<100.32059

Tabla 25.  Analisis estadistico de la exactitud del método al 80%.
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RESULTADOS...

Al 100%

Se realizé con seis placebos cargados de Pefloxacino a una concentracion

cercana al 100% (20.0 mcg/ml) de manera independiente, por un mismo

analista y bajo las condiciones de operacion establecidas, de donde se

obtuvieron los siguientes resultados:

CONCENTRACION CANTIDAD
{mcg/ml) ADICIONADA (mg)

20.0

CANTIDAD
RECUPERADA (%)

99.94515
99.00936
99.31117
99.47321
99.12033
100.08347

Tabla 26. Resultados obtenidos de la exactitud del método al 100%.

ANALISIS ESTADISTICO

Concentracion del estandar 20.2 mcg/ml
Respuesta del estandar 624.25946
IPromedio de cantidad recuperada 099.64045
Desviacidn estandar 0.39201
Coeficiente de Variacion critico (%) 1.500

Coeficiente de Variacién experimental (%) 0.39342

Valor de t con cinco grados de fibertad 2.571

Valor de t experimental 2.24821
Intervalo de confianza: 99.22028<99.64047<100.05165

Tabla 27.  Analisis estadistico de la exaclitud de} método al 100%.
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RESULTADOS...

i

Al 120%

Se realizd con seis placebos cargados de Pefloxacine a una concentracion

cercana al 120% {(24.0 mcg/ml) de manera independiente, por un mismo

analista y bajo las condiciones de operacion establecidas, de donde se

obtuvieron los siguientes resultados:

CONCENTRACION CANTIDAD
{mca/ml) ADICIONADA {mg)

CANTIDAD
RECUPERADA (%)

100.49612
100.77232
100.20018
100.33341
100.53402
99.54909

Tabla 28. Resultados obtenidos de la exactitud del método al 120%.

ANALISIS ESTADISTICO

Concentracion del estandar 20.2 meg/mi
Respuesta del estandar 624.25946

i Promedio de cantidad recuperada 100.31419

Desviacion estandar 0.42191
1.500

Coeficiente de Variacion experimental (%) 0.42059

Coeficiente de Variacion critico (%)

I\Valor de t con cinco grados de libertad 2.571

Valor de t experimental 1.825

lintervalo de confianza: 99.87161<100.31466<100.75706

Tabla 29.  Andlisis estadistico de la exactitud del método al 120%.
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RESULTADOS...

ESPECIFICIDAD DEL METODO.

Se prepard un placebo de Pefloxacino inyectable de acuerdo a la formutacion
otorgada por el departamento de Desarrollo Farmacéutico, del cual se tomaron
tres muestras y se analizaron con el método propuesto, también se prepardé un
estandar de referencia. El placebo no presentd respuesta alguna en el tiempo

de retencion que presenta el estandar de referencia {Pefloxacino).

Se sometid tanto placebo como muestra a diferentes condiciones, para

propiciar su degradacién, dichas condiciones fueron la siguientes:

A 40 C, durante 2 meses Sin ningiin cambio en el tiempo de retencidn, ni

presencia de algtin otro pico.

naranja, cuando su color normal es ligeramente

Expuesta a luz solar durante 15 dias Cambio en la apariencia del inyectable, se torna color
amarillo , ninguna modificacion en el cromatograma.

cambio en el cromatograma.

Tratada con H,0Q; en bafio Maria durante | Sin ningin cambio en apariencia del inyectable,
hr. presencia de un pico en el cromatograma con tiempo de

retencion diferente al de pefloxacine.

Hidroélisis acida (HC1 0.1N) ISin ningin cambio ni en el inyectable ni en el

Tratada con luz UV, durante 2 hrs. Cambio brusco en el color del inyectable sin ningan
cromatograma.

Hidrdlisis alcalina (NaOH 0.1 N) Sin ningdn cambio en el inyectable, ni en el

cromatograma.

Tabla 30. Condiciones utilizadas para propiciar la degradacion de Pefloxacino.
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RESULTADOS...

TOLERANCIA DEL METODO
Se determiné de una muestra homogénea de producto, Pefloxacino

inyectable solucion oral , cercana al 100%, analizada por un mismo analista, en un

equipo diferente y por triplicado.

El equipo utilizado fue: Cromatografo de liquidos Merck Hitachi

Manual.

RESULTADO

VALORACION 1 100.62756 %

VALORACION 2 100.87259 %
CV. 0.1719746%

Tabla 31. Resultados observados al evaluar la tolerancia del método.

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA

VALORACION | ! 100.6276 1%
VALORACION 2 99.69591 %
CVv. 0.65771 %

Tabla 32. Resultados observados al evaluar la estabilidad de la muestra

analitica.
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ANALISIS DE RESULTADOS...

VII. ANALISIS DE RESULTADOS.

Durante el desarrollo del método se trabajaron diferentes condicicnes
cromatograficas, para poder finalmente establecer las definitivas para cuantificar
pefloxacino en una solucién inyectable, para elio se emplearon las condiciones |,
bajo las cuales se analizaron estandar y muestra, siendo la muestra el inyectable
Peflacina, el cual presenta una mayor respuesta, dicho aumento en la respuesta,
puede deberse a que el estandar no se este solubilizando completamente en el

medio de dilucion.

Ademas, puede notarse en los cromatogramas, que el pico que presenta el
estandar es mayor que el de la muestra, contrario al area que se reporta, la del
estandar es menor que la de la muestra, lo cual indica que el pico es mas ancho
en la muestra, entonces pudiera ser que alguna sustancia se este adicionando al

pico de ésta.

Se modificé la proporcion de volimenes de la fase movil, con la finalidad de
observar una separacién de picos, en caso de que existiera alguna interferencia,

obteniendo una respuesta no favorable, por lo que se descarta.

Otra posible modificacion par mejorar la respuesta seria incrementar el
volumen det medio de dilucion para el estandar, de esta forma se observaria la

respuesta.
Al emplear las condiciones cromatograficas Il, se analizaron estandar y

muestra, siendo la muestra el inyectable Peflacina, realizando la vatoracién en un
buffer de fosfatos a pH=3.04 obteniendo un resultado de 100.9698%.
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ANALISIS DE RESULTADOS...

Ademas, se modifico ligeramente la proporcion de volimenes en la fase
mévil (85 buffer:15 Acetonitrilo), obteniendo una respuesta buena, sin embargo el
tiempo de retencién se ve maodificado, siendo éste menor al inicial, al realizar una

comparacién se considera mejor la proporcion (87:13).

Con la finalidad de observar un pico mas simétrico se modifica la proporcion
de fase movil a 80 : 20 (Buffer : Acetonitrilo), observando un desplazamiento en el
tiempo de retencion hacia el volumen muerto por lo gue estas condiciones (l1l) se

descartan también.

Al emplear las condiciones cromatograficas IV, para determinar pefloxacino
en el estandar y una muestra, empleando para eflo un buffer de Acetatos/Citratos

a pH=4.805 preparado de la siguiente manera:

2g Acido citrico , 2g acefato de sodio, Agua ¢.b.p 1Lt. ajustando el pH con
trietilamina hasta 4.8.

Obteniendo un resultado de 101.7675% y una respuesta muy buena, un
tiempo de retencion adecuado, por lo que estas condiciones también pueden ser

empleadas en la metodologia.

Finalmente las condiciones cromatograficas IV, se consideran las definitivas
puesto que el pico cromatografico obtenido es mas simétrico que los anteriores, el
resultado de valoracion es satisfactorio, por lo que bajo las condiciones de trabajo

establecidas es adecuado validar el método.
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ANALISIS DE RESULTADOS...

En cuanto a la validacién del sistema:

LINEALIDAD DEL SISTEMA

Dado que Fregresin calcutada > Fregresion critica . €XISte UNa relacién altamente
significativa entre la cantidad adicionada y el area.

Dado que Frana de ajuste calculada < Fraita de ajuste critica » NO existe falta de ajuste
a la regresién lineal simple cantidad adicionada -area.

De acuerdo al analisis de regresion, existe una relacion lineal simple entre
el area determinada con la cantidad de farmaco presente, por lo que el

sistema es lineal.

PRECISION DEL SISTEMA
Dado que el coeficiente de variacion (C.V.) calculado es menor al CV.

critico 1.5% entonces el sistema es preciso.

En la validacion del método:

LINEALIDAD DEL METODO

Dado que Fregresion catculada > Fregresion crtica » existe una relacién altamente
significativa entre la cantidad adicionada y la cantidad determinada.

Dado que Fajuste caculada < Fajuste critica . NO existe falta de ajuste a la
regresion lineal simple cantidad adicionada —cantidad determinada.

De acuerdo al andlisis de regresion, existe una relacién lineal entre la
propiedad medida (cantidad de farmace determinado) y el valor real de la
propiedad (cantidad de farmaco adicionado). Por lo que el Método es lineal.
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ANALISIS DE RESULTADOS...

PRECISION DEL METODO (REPRODUCIBILIDAD).

Dado que Fanalista calcutasa €5 < Fanalista critica entonces el Método Analitico
es reproducible por los analistas.

Dado que Fgia caculaca €5 < Faia criica  €Ntonces el Método Analitico ‘es
reproducible en distintos dias por un mismo analista.

El Método Analitico es repetible ya que el C.V. calculado < al C.V. critico

EXACTITUD

Cormo t gsexperimental €5 < QUE t g5 critico ENtONCES el método es EXACTO aeste
nivel de concentracion.(80 %).

Como t gsexperimenta < t 95 critco €NtONCES € Método es EXACTO a este nivel
de concentracion (100%).

COMO t g5 experimentat €5 < GUE t g5 crico €NtONCES €l método es EXACTO a

este nivel de concentracion. (120%).

ESPECIFICIDAD
El Método es Especifico ya que no existe respuesta alguna por parte del

placebo en el tiempo de retencion del Pefloxacino.

TOLERANCIA

Dado que el coeficiente de variacién entre las dos determinaciones es
menor a 1.5 %, el método es capaz de soportar cambios durante el proceso
de analisis, por lo tanto el método es tolerable, cuando se cambia de
equipo.

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA

Dado que el coeficiente de variacién entre las dos determinaciones es
menor a 1.5 %, se concluye que la muestra analitica es estable hasta por
12 horas, puesto que se puede obtener un resultado confiable en este

intervalo de tiempo de analisis.
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CRITERIOS DE ACEPTACION...

VIIL. CRITERIOS DE ACEPTACION™
Norma Oficial Mexicana (NOM-EM-003-SSAI-1998)

LINEALIDAD DEL SISTEMA.

CARACTERISTICA ESPECIFICACION

COEFICIENTE DE DETERMINACION (r) =093
COEFICIENTE DE CORRELACION (1) >0.99

RESULTADO

0.999457
0.999728

El intervalo de confianza al 95%

-7.517348

debe considerara al 0.0
(-16.9731<b>1.9384)

ORDENADA AL ORIGEN (b)

Frecresion caLcurapa 2 Frecresion

REGRESION 24867.16

CRITICA(L,13) (467)

FraLTa DE AIUSTE CALCULADA S FraLta

FALTA DE AJUSTE 017

pE AtUSTE crimiea gy (371}

LINEALIDAD DEL METODO

CARACTERISTICA ESPEC]F[CACION RESULTADO
i COEFICIENTE DE DETERMINACION (i ) ! 0. 998546
' > 099 , 0.999273

|
}
|
|

W

El intervalo de confianza al 95% 'I
debe considerara al 0.0 0.120030
(-0.16686<b<0.40692)
i Elintervalo de confianza al 5%
debe considerara al 1.0

(0.9728<m<1.00619)

0.989495

EPENDIENTE (m)

15110.77

{ REGRESION

I

j Fravta o€ atuste caLcuLana < Frawta

FALTA DE AJUSTE

OE AtusTE crnica iy (3.71).
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CRITERIOS DE ACEPTACION...

PRECISION DEL SISTEMA

CARACTERISTICA ESPECIFICACION R_ESULTADO
COEFICIENTE DE VARIACION 0.4826 %

€V
PRECISION DEL METODO (REPRODUCIBILIDAD).

CARACTERISTICA ESPECIFICACION RESULTADO

REPRODUCIBILIDAD ENTRE || Fouas catcurapa < Fous craica 2 1867
DIAS (6.61).
REPRODUCIBILIDAD ENTRE
ANALISTAS

FanaListas catcutapa <

0.1339

Fanavistascrmca (5.03).

EXACTITUD

H CARACTERISTICA ESPECIFICACION ‘”
;__4\_16;__
’_——_—_———-—v——] f—-——_—_—‘—_———‘
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CRITERIQS DE ACEPTACION...

|
|
|

ESPECIFICIDAD

CARACTERISTICA RESULTADO

SEPARACION CUMPLE

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA

CARACTERISTICA ESPECIFICACION RESULTADO

ESPECIFICACION

QUE HAYA SEPARACION DE
COMPONENTES

TOLERANCIA

CARACTERISTICA ESPECIFICACION RESULTADO

\ L

I D R
_———‘__—'__—_‘__—_—-——————-—v—‘——‘——‘——‘
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CONCLUSIONES...

13.1

13.2

ESTA TESIS MO DEBE
SALR Dt LA Bi3iLIGTECA

IX. CONCLUSIONES.

Se desarrolid un método analitico adecuado para cuantificar Pefloxacino,
presente en una forma farmacéutica inyectable, obteniendo una respuesia

analitica adecuada y un resultado analitico conftable.
Los resultados analiticos obtenidos al utilizar la metodologia desarrollada

para Pefloxacino - Inyectable, demuestran que dicho método es
repraducible, confiable y especifico.
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ANEXOI

Espectro de absorcién UV de Pefloxacino.

1.-

Absorbancia

o (min)

iemp

T

Topograma del estandar de Pefloxacino, asociado a los tres ejes:

Figura 7.

minutos, nanémetros y unidades de absorbancia.
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ANEXC1

2.- Cromatograma obtenido de las condiciones cromatograficas |.

DESARRQLIO DE METODO
PRODUCTQ : PEFLOXACING INY.

- UEDTA. Sig=278,100 Refa350,100 (DMPERDRPEFIDT.OT
mAU
=
8
-
-
40
304
o
10 4
o " J - -
|13¥14]
9 2 4 5 3

Figura B. Cromatograma de una muestra de Pefloxacino inyectable,

empleando las condiciones experimentales |.




ANEXO|

3.- Cromatogramas obtenidos de las condiciones cromatograficas Il.

DESARROLLO DE METODO
PRODUCTO : PEFLOXACING INY.

DADY A S5=276, 100 Rer35d, 10 [PRPEFORPEF DT}
ALl
100
@
&0 -
&
40 4
20
0 e —J
0 2 4 6 8 min

Figura 5. Cromatograma de una muestra de Pefloxacino inyectable,

empleando las condiciones experimentales II.
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ANEXO |

4.- Cromatogramas obtenidos de las condiciones cromatograficas Il

DESARRCLLO DE METODO
PRODUCTC : PEFLOXACING INY.

100 4 L

Figura 10. Cromatograma de una muestra de Pefloxacino inyectable,

empleando las condiciones experimentales l1l.
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ANEXO 1

5.- Cromatogramas obtenidos de las condiciones cromatograficas V.

DESARROLLO DE METODO
PRODUCTO : PEFLOXACING INY.

DADT A Sig=270, 1R Re =360, 100 [DMPEFOMPEF020.0)
mAL
100-]
BO 4
N
o]
>
&0 ]
40
20 4
a —~—— N J_ -
b 2 I [ [} R
min

Figura 11. Cromatograma de una muestra de Pefloxacino inyectable,

empleando las condiciones experimentales 1V.
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ANEXO 1

6.- Cromatogramas correspondientes a la especificidad del inyectable
Pefloxacino.

ESPECIFICIDAD DEL METODO
PEFLOXACING INYECTABLE
TRATADA CON H202

mALy
80

0

10 4

PRODUCTO : PEFLOXACINO INY.

DAD A, Sig=278,100 Redw360.100 (C13C\C13C001 5.0}

N

|

Figura 12.

Cromatograma de una muestra de Pefloxacino inyectable, tratada

con H,0,, empleando las condiciones experimentales IV.
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ANEXO1

7.-

Isogramas correspondientes a Pefloxacino inyectable.

Figura 13. Isograma correspondiente a una muestra de Pefloxacino inyectable.
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ANEXO 1

8.- Andlisis de pureza de Pefloxacino.

e D S A AP L
it =TT

); F o

I,

, ' v jlt14]
e e % W T e

-» The purity factor ig within the calculated threshold limit. «<-

Figura 14. Analisis de pureza del pico correspondiente a una solucién del
estandar de Pefloxacino, utilizando todos los espectros, se observa
que el factor de pureza es de 990, por lo que esta dentro del limite
(1000) permitido.
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ANEXO 11

L. OBJETIVO
1.1  Calificar el equipo cromatografico Hewlett Packard, Asterix 1100, para determinar
si éste necesita ser calibrado o se encuentra en condiciones adecuadas para ser

utilizado.

H. INTRODUCCION

El reservorio es el recipiente que contiene la fase mévil, generalmente son frascos
de vidrio o polimero resistente que no interactue con la fase movil y bien cerrado para
prevenir la introduccion de particulas ambientales al sistema.

-

Las bombas en HPLC tienen la funcion de impulsar la fase mévil proveniente del
reservorio hacia el inyector y de alli hacia la columna, estan constituidas en forma general
de acero inoxidable, zafiro, rubi y teflon evitando con esto alguna interaccion de la fase

movil con la bomba.

El inyector es el dispositivo que permite introducir la muestra en solucion sin
interrumpir el caudal de solvente a través del sistema, este debe ser facil de operar, inerte a
la muestra o fase movil, preciso en cuanto a la cantidad de muestra introducida al sistema,

no debe provocar diluciones importantes de la muestra inyectada.

El detector es la parte del equipo que permite “ver” y “ubicar” en tiempo y espacio
fa posicién de cada componente de una muesira a la salida de la columna cromatografica,
hay de varios tipos, pueden ser generales o selectivos, los detectores deben tener ciertas

caracteristicas como son:

1. Amplio rango de respuesta 6. Poseer una respuesti lineal
2. Responder a todos los componentes 7. Ser sensible

3. No afectarse por cambios en la temperatura. 8. No destruir la muestra

4. Poseer una buena relacion sefial/ruido

5. No contribuir al ensanchamiento de banda extracolumnar
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ANEXO 1}

5.1

6.1
6.2
6.3
6.4

7.1
12
7.3

111. EQUIFO

Cromatografo de liquidos de alta resolucién (Automatico)

Bomba cuaternaria G1311A, Serie: US33600781.

Columnna con termostato (ColComp) G1316A, SERIE-US54001027
Detector con arreglo de diodos G1315A, Serie - DE61801174
Automuestreador (ALS) G1313A, Serie- DE54901581

Bomba desgasificadora (Degasser) G1322A, Serie - JP63202175
Procesador Pentium Ultra VGA 128 Hewlett Packard

Balanza analitica Toledo

Equipo de filtracion Miilipore

IV. MATERIAL

Material de vidrio utilizado cominmente.
Membranas Miltipore 0.45 micras
Viales con tapon.

Probeta de 10 m!

V. REACTIVOS

Metil y propil parabeno (estindar secundario)
Agua desionizada grado HPLC o equivalente
Metanol grado HPLC
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ANEXO I

8.1

8.2
8.21

822

823

83

84

VI. PROCEDIMIENTO

Condiciones cromatograficas

Columna: Fase reversa. Fase movil:  Metanol:Agua {50:50)
Vel Flujo: 1.0 ml/min. Inyecciéon: 20 mel

Long.de onda: 254 nm Detector: (UV/V)

Fase mévil:

Filtrar 1000 ml de agua desionizada, utilizando un equipo de filtracion Millipore,
mediante una membrana HA, Millipore de 0.45 micras y colocarlo en un
reservorio, identificar correctamente.

Filtrar 1000 ml de metanol grade HPLC, utilizando un equipo de filtracién
Millipore, mediante una membrana HV, Millipore de 0.45 micras, y colocarlo en un
reservorio, identificar correctamente.

Filtrar 1000 mi de Acetonitrilo grado HPLC, utilizando un equipo de ﬁltraclon
Millipore, mediante una membrana HYV, Millipore de 0.45 micras, ¥ colocarlo en un

reservorio, identificar correctamente. ¢

Preparacién de un estindar de referencia.

Pesar 20 mg de metilparabeno y 20 mg de Propilparabeno y transferir a un matraz
volumétrico de 100 mi, disolver con una mezcla de Metanol : Agua (50:50), aforar
con el mismo medio, transferir unap alicuota de 5 ml en un matraz volumetnco de
100 ml y aforar con la mezcla melanol Agua (50:50), mezclar y filtrar a traves de

membranas de 0.45 micras y colocar en un vial,

Preparacion del equipo .

Depurar las tuberias, haciendo pasar por ellas:

1.- 100% de agua s
2-  100% de Metanol

3.-  100% de Acetonitrilo

Repetir el paso 3, 2, 1, en este orden.

+
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ANEXO 11

85 Preparacién de la columna.
Si se trata de una columna nueva debe hacerse pasar 100% de acetonitrilo durante
30 minutos, posteriormente hacer pasar la fase movil , hasta obtener una linea base
estable.
Si se trata de una columna en uso, se realiza el método de lavado correspondiente, ¥

posteriormente se hace pasar la fase mévil hasta oblener una linea base estable.

8.6 Procedimiento:

EVALUACION DE LA BOMBA

Respuesta a medir:  Volumen de fase mavil liberada y Presion registrada.

Especificacion: C.V. < 1%

1.- Realizar 6 mediciones repetidas del solvente liberado en los siguientes niveles de flujo y
registrar los volimenes medidos.
2.- Registrar las presiones observadas para cada nivel de flujo.

3.. Calcular media, desviacién estandar y coeficiente de variacion.

EVALUACION DEL INYECTOR

Respuesta a medir : Volumen inyectado.

1.- Preparar una solucién de concentracion conocida de un estandar de pureza conocida e
inyectar por triplicado 5 diferentes volumenes de dicha muestra, registrar la respuesta
del detector en una tabla y relacionarla con el volumen inyectado, de la siguiente forma:

VOL.INYECTADO | RESPUESTA 1 | RESPUESTA 2 RESPUESTA 3

10
20
30
40
50
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ANEXO 11

9 . Calcular la ordenada al origen (b), pendiente (m), coeficiente de determinacion (1) ¥

coeficiente de correlacién (r*) , mediante un andlisis de regresion lineal.

Especificacion : b=0 m=1] r=0.59 = 0.98

EVALUACION DEL DETECTOR

Respuesta a medir:  Picos obtenidos.

1.- Preparar 5 soluciones de concentraciones conocidas de un estandar incluyendo la det
100% de dicho método, inyectar por triplicado cada concentracion.
7 _ Realizar las determinaciones de absorbancia de las mismas muestras (las 5

concentraciones por triplicado) en el Espectrofotométro  Hewlett Packard 8453,

previamente calibrado y ala misma longitud de onda.

3.- Registrar las respuestas de cada determinacion en una tabla como la siguiente:

CONCENTRACION | RESPUESTA] RESPUESTA 2 | RESPUESTA3

AREA | ABS. | AREA | ABS. | AREA ABS.

60%
80%
100%

120%

L 140%

4- Determinar la equivalencia entre el detector del HPLC y el de otro instrumento,

comparando las linearidades de ambas curvas, para ello realizar un analisis de

regresion de Concentracion vs. Area y Concentracién vs. Absorbancia.

6.- Evaluarm,b,ry 1* para cada curva y evaluar paralelidad.
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ANEXO Il

EVALUACION DEL INYECTOR

_

VOL.INY. AREA
5 235.83
5 236.95
5 236.85
10 473.93
10 475.34
10 477.07
15 718.81
15 724.97
15 723.82

20 965.45
20 964.85
20 960.66
25 1193.81
25 1196.14
25 1192.64

ANALISIS DE REGRESION
48.0703708
-2.58107267
0.999846022
r=(0.999923008

3
i

o
1]

[N
i

RESPUESTA {Araa)

1400.00
1200.60
1000.00
800.00
600.00
400.00
200.00

EVALUACION DEL INYECTOR

R? = 0.9999

.00

5 10 15

VOL INYECTADQO {mcl)

20

25
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EVALUACION DEL DETECTOR

_

CONCENTRACION AREA ABSORBANCIA
10 379.58 1.0080
10 380.28 1.0072
10 379.68 1.0075
15 565.96 15032
15 567.38 1.5068
15 567.25 1.4976
20 757.67 2.0483
20 758.09 1.9856
20 758.11 1.9946
25 955.88 2.5090
25 856.66 2.5350
25 954.98 2.5037
30 1128.47 "
30 1127.56 *
30 1130.08 *
ANALISIS DE REGRESION ANALISIS DE REGRESION
AREA CONCENTRACION
m= 37.7336624 m= 0.100646
b= 3.168784667 b= -0.002346667
r2= 0.999615792 r2= 0.999184178
r= 0999807878 r= 0.999592006
' 4
EVALUACION DEL DETECTOR EVALUACION DB DETECTOR
-AREA- -ABSORBANCIA-
1200.00 30000
.. 100000 2.5000
i s
i o g 2000
« H
E 500 00 E 1.5000
E <0000 . R =0 5987 E 10000 "
‘ 00 00 £.5000
0.00 0.0000
10 3 Fol b w 1Q 3 1 25
CONGCENTRACION {wegiml) L CONMCENTRACION meg! ml)
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EVALUACION DE LA BOMEA

EVALUACION DEL FLUJO
FLUJO VOLUMEN OBSERVADO
mifmin mi
0.5 0.5 0.5 0.5
1.0 1.1 1.0 1.0
1.5 1.5 1.5 1.5
20 2.0 21 2.0
2.5 26 25 2.5
BYALUACIONDEL RO w
% 10
g 20 .
é e . ) 00673
2 a0
as 10 15 20 25
FLUJO{ mif min)
\_ J
EVALUACION DE LA PRESION EN LA COLUMNA
FLUJO PRESION
mb/min bar
05 17.0
1.0 33.0
1.5 51.0
2.0 69.0
25 86.0
EVALUACION CE LA PRESION )
5 1000
& soo
0 i 2 =0.9996
‘j{‘ 0.0 !
0.5 1.0 1.5 20 25
FLLUO (mUmin)
. —d
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ANEXO 11

V1. CONCLUSION

De acuerdo a los resultados cbtenidos de la evaluacion de las caracteristicas del

ghn especificaciones de trabajo de éste, se concluye que s¢ encuentra en

cromatografo, y se

condiciones optimas de trabajo.
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ANEXO Il

I. OBJETIVO

» Asegurar la eficiencia de la columna utilizada en cromatografia liquida de alta

resolucion, para el andlisis de Pefloxacino en una forma farmacéutica inyectable.

II. INTRODUCCION

COLUMNAS.

La columna empleada para HPLC puede considerarse como el corazon del sistema
cromatografico, pues en ella tiene lugar la separacion de los componentes presenies en las
muestras, por consecuencia algin defecto o deterioro en la columna conducira
inevitablemente a separaciones pobres y resultados no confiables, independientemente de

otros factores que pudieran afectar al analisis.

El material de relieno de la columna no es tan resistente como el acero que la rodea,
por lo que su uso debe ser el mds correcto y tener cuidados especiales, ademds de darle
mantenimiento. La vida tiil de una columna depende de muchos factores como pueden
ser: tipo, naturaleza de la muestra, tipo de solvente, temperatura de trabajo, etc. afectando

con ello el nimero de inyecciones probables a realizar.

Es un hecho que si una columna se emplea solo para un tipo de muestras, tiene un

mayor tiempo de vida til que aquella que sc emplea para varias muestras.

Para evaluar los defectos de cada fase mévil y tipo de muestra sobre la columna
cromatografica, con la finalidad de evaluar las metodologias y tener un historiat de la
columna, es necesario destinar una columna para cada tipo de muestra y llevar por lo tanto

un registro de estas.

101



ANEXO 11

EFICIENCIA DE LA COLUMNA.

La pérdida de la eficiencia de las columnas de HPLC, esta dado en forma normal
por el uso, esto es ¢l niumero de inyecciones que se realicen, esto puede no constituir un
problema, ya que las columnas deben descartarse luego de unas 2,000 6 3,000 inyecciones,
siendo esta una regla muy general, ya que depende muchas veces del tipo de separacion
efectuada, naturaleza de la muestra, limpieza de la columna, tipo de fase movil empleada ,
mantenimiento que en general se le de a la columna, cuando la pérdida de la eficiencia es
notoria hay que determinar en que condiciones de la columna se esta trabajando, para poder
evaluar dichas condiciones es necesario aplicar un método de calificacién de columnas, en

el cual se determinen los pardmetros condicionantes de la eficiencia, tales como:

¥ Factor de capacidad (K}

K = No. de moles del soluto en la fase estacionaria = {Tn - To)
No. de moles del soluto en la fase movil To
Donde: Tn = Tiempo de retencion del enésimo pico.

To = Tiempo de la primera respuesta evidente del cromatograma.

» Factor de separacién (« ),
Es el cociente entre los factores de capacidad de un par de picos:

a  =(K2K1)

» Resolucién (Rs).
Esta expresion se calcula para un par de picos adyacentes como:
R=__(T,=Tp)
1/2 (Wy - W)
Donde :

T, y Tz son los tiempos de retencién de los picos 1y 2

W, y W; son los anchos de los picos medidos desde su base.
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ANEXO 111

» Platos teoricos (N)
N= 16 ( T/W 1an)’

Donde: Tn = Tiempo de retencion del pico enésimo
W 1.y = Ancho del pico medido sobre la linea base.

=,

> Asimetria de picos (As).

As (10%) = bfa As (5%) =b/a’

Donde a, b, son las medidas entre la linea que une al méximo del pico con la linea base y
los extremos anterior y posterior del pico, tomados al 10% de su altura y b' y a' son los

mismos pardmetros al 5% de la altura.

II. EQUIPO

> Cromatografo de liquidos de alta resolucién (Automatico)
Bomba cuaternaria G1311A, Serie: US53600781.
Columna con termostato {ColComp) G1316A, sERIE-US54001027
Detector con arreglo de diodos G1315A, Serie - DE61801174
Automuestreador (ALS) G1313A, Serie- DE54901581
Bomba desgasificadora (Degasser) G1322A, Serie - JP632021 75
Procesador Pentium Ultra VGA 128 Hewlett Packard

» Balanza analitica Toledo

» Equipo de fiitracion Millipore

IV. MATERIAL

> Material de vidrio utilizado cominmente.
> Membranas Millipore 0.45 micras

» Viales con tapén
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ANEXO 111

V. REACTIVOS

Metil y propil parabeno .
Agua desionizada grado HPLC o equivatente
Metanol grade HPLC

V1, PROCEDIMIENTO

Condiciones cromatograficas

Columna: C-18

Fase movil:  Metanol: Agua (50:50)

Vel.Flujo: 1.0 mV/min.

Inyeccién: 20 mel

Detector: Detector con arreglo de diodos (UV/V)

Long.de onda: 254 nm

Medio de dilucion:

En un recipiente adecuado colocar 500 ml de agua desionizada (HPLC), adicionar

500 ml de metanol (HPLC) y mezclar para obtener una proporcion 50:50.

Fase mavil:

Metanol : Agua { 50:50})

Filtrar 1000 m! de agua desionizada, utilizando un equipo de filtracién Millipore,
mediante una membrana HA, Millipore de 0.45 micras y colocarlo en un reservorio,
identificar correctamente.

Filtrar 1000 m} de metanol grado HPLC, utilizando un equipo de filtracién Millipore,
mediante una membrana HV, Millipore de 0.45 micras, y colocarlo en un reservorio,

identificar correctamente.
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A ¥4

v

v/

Preparacion de un estandar de referencia.

Pesar aproximadamente 20 mg de propilparabeno y 20 mg de metilparabeno y
transferirlos a un matraz volumétrico de 100 m), adicionar 50 ml del medio de
dilucién y agitar por un periodo de 10 minutos, aforar con medio de dilucién,
transferir una alicuota de 5 ml de la solucién anterior a un matraz volumétrico de

100 ml, aforar con medio de dilucion y mezclar,

Preparacién del equipo .

Depurar las tuberias, haciendo pasar por ellas:
1.- 100% de agua

2.- 100% de Metanol

3.-  100% de Acetonitrilo.

Repetir el paso 3, 2, 1, en este orden.

Preparacion de la columna.

1.- Hacer pasar 100% de acetonitrilo durante 30 minutos, posteriormente hacer
pasar la fase mévil metanol: agua (50:50), hasta obtener una linea base

estable.

Procedimiento:
Inyectar por triplicado 20 mcl de la solucién patrén hasta que el C.V. entre cada una

de las respuestas por cada inyeccion, no sea mayor a 1.0%.

Determinar los parametros de evaluacién de la columna.

Factor de capacidad
Factor de separacién
Resolucién

Nuamero de platos tedricos

Altura equivalente de un plato teérico

* # X ®E * ¥

Asimetria de picos
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ANEXO 1H

RESULTADOS DE LA EVALUACION DE LA COLUMNA

COLUMNA: SYMMETRY WATERS TIPO: C-18
No. SERIE: T62931-F31 15¢m x 3.9mm.
PRODUCTO : PEFLOXACINO INYECTABLE.
CARACTERISTICA | ESPECIFICACIONES RESULTADO
PROVEEDOR INICIAL
2905.67
N 2000-10,060
7772.33
Rs >20 31.4216
" 1.1435
>1 52258
o >1 4.5698
1.6217
As 0.8-1.2
1.1407

CONDICIONES DE EVALUACION

COMPUESTOS: METIL Y PROPIL PARABENO
FASE MOVIL: METANOL:AGUA (50:50)
CONCENTRACION: 10 mcg/ml

LONG. ONDA. 254 nm

FLUJO: 1.0 mU/min

VOL.INYECCION: 20 mel

CONCLUSION:  La columna se encuentra en condiciones dptimas para ser utilizada y

obtener picos simétricos y resueltos segin la metodologia que se

utilice.

106




