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RESUMEN.

La Cromatografia Liquida de Alta Definicion (CLAR) representa el mayor
mercado en el mundo del instrumental analitico. La popularidad de esta
metodologia se debe a su gran versatilidad, excelente capacidad para el analisis
de trazas, en muchos casos ppb, rapidez y adaptabilidad al andlisis cuantitativo.
El uso del CLAR se extiende a casi todos los laboratorios industriales
farmacéuticos, organismos oficiales, universidades y en todos los laboratorios
donde se realicen investigaciones quimicas o bioquimicas. En el futuro la CLAR
jugara un rol importante en los laboratorios de investigaciones farmaceuticas,
de sintesis organica, bioquimicas, biolégicos, de control del medio ambiente y
alimentarios.

Por extrafio que parezca una de las mayores limitaciones del CLAR es la falta de
operadores experimentados. El entrenamiento en técnicas modernas de CLAR y
UPLC (Cromatografo de Liquidos de Ultra Resolucién del ingles, Acquity Ultra
Performance Liquid Cromatografy), en los laboratorios farmacéuticos es casi
nulo. Esto ocurre debido al alto costo de los instrumentos y a que los jefes del
area farmacéutica no tuvieron la oportunidad de adquirir experiencia en esta
disciplina, por lo cual el entrenamiento debe recaer o en fabricante del
instrumento o en el quimico experimentado en la materia.

La reduccién en los tiempos de analisis, poco gasto de reactivos, menos horas
hombre, representan ganancias a la Industria farmacéutica, asi como menos
desechos, contribuyendo a cuidar la ecologia y el medio ambiente.

Asi, el UPLC toma relevancia y el presente trabajo da impulso al su uso y
dominio, tomado en cuenta las cualidades antes mencionadas

El presente trabajo se realizo en el Laboratorio Zerboni S.A de C.V en base a la
necesidad de contar con una técnica analitica de andlisis para la cuantificacién
de &cido acetilsalicilico en tabletas solubles por Acquity UPLC., y asi mismo
poder disminuir el gasto de reactivos, toxicidad de los mismos y tiempos de
analisis en pruebas criticas en la determinacion de acido acetilsalicilico, como
son valoracion, acido salicilico libre, determinacién de carbonatos.

Como en los sistemas CLAR, el corazon de los sistemas ACQUITY UPLC™ de
Waters es la columna. Para hacer efectivo el potencial en velocidad de analisis,
resolucion y sensibilidad que la teoria de las separaciones cromatograficas
apuntan, ha sido necesario disefiar un nuevo relleno cromatogréfico capaz de
trabajar las condiciones que impone la UPLC™. Este nuevo material es la
segunda generacion de rellenos de particular hibrida, con un componente
inorganico (silice) y un componente organico (organosiloxanos), patentados por
Waters.
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Este material, en particulas esféricas de 1,7 micras de diametro, permite unas
prestaciones inmejorables en eficacia, robustez y simetria de picos. Para
obtener el méximo rendimiento de las separaciones UPLC™, Waters ha
desarrollado un nuevo método de produccion del relleno y las columnas segun
el cual se obtiene una distribucién muy estrecha del tamafio de particula y el
empaquetado se realiza a presiones mucho mayores que en el de las columnas
convencionales para CLAR.

Cada columna ACQUITY UPLC™ va equipada con un chip inteligente eCord™ en
el que quedan registrados la historia de la columna, nimero de inyecciones,
presion y temperaturas de trabajo, y que contiene ademas los certificados de
analisis de la columna desde la produccién del relleno a la columna
empaquetada.*®

Hardware y Software.

Diseflar un equipo para trabajar con tamafos de particular por debajo de 2 um
ha llevado a un nuevo disefio del sistema de bombeo para proporcionar un
caudal constante a presiones elevadas, detectores de alta velocidad capaces de
capturar datos de picos que pueden tener anchuras inferiores a 1 segundo, y
un sistema de inyeccidon que pueda trabajar a presiones elevadas y con ciclos
de inyeccion rapidos que no comprometan el rendimiento del sistema. Y todo
ello en un anadlisis de baja dispersion para obtener un sistema en el que se
combinan velocidad de anélisis, resolucién y sensibilidad.*®

El sistema ACQUITY UPLC™ de Waters consiste de un modulo para gestion de
eluyentes binario, modulo para gestibon de muestras, columnas ACQUITY
UPLC™, horno para columnas y detector UV, PDA, Light Scattering Evaporativo
(ELS) y/o MS. Opcionalmente puede incorporar un organizador de muestras con
capacidad para hasta 21 placas de pocillos o 8 bandejas de viales. El sistema se
controla desde las estaciones Empower™ o MassLynx™.

El sistema ACQUITY UPLC™ es también el primer sistema de Waters que
incorpora el Nuevo software Connections Insight™, una rutina que controla en
cada instante los parametros de funcionamiento para prevenir cualquier
operacion de mantenimiento. Esta rutina informa de manera automética al
analista cuando se detecta cualquier disfuncidon o incluso, si el analista asi lo
decide y el equipo estd conectado a Internet, manda un mensaje de alerta al
servicio técnico de Waters para preparar la accion de mantenimiento
necesaria.®
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MARCO TEORICO

La validacion de métodos analiticos es parte fundamental del desarrollo de una
nueva formulacion y de la técnica de andlisis de control de calidad de una
nueva forma farmacéutica, ya que es durante esta secuencia de pruebas y
analisis, en donde el quimico se da cuenta si el estudio, el cual esta siendo
evaluado sistematicamente, cumple con los propésitos para los cuales fue
disefiado.™

De acuerdo a las Buenas Practicas tanto de fabricacion como de laboratorio, es
necesario que todos los métodos analiticos que empleamos estén validados.

Bajo este marco y considerando a la validacién de métodos analiticos como el
proceso por el cual queda establecido, por estudios de laboratorio, que la
capacidad del método satisface los requisitos para las aplicaciones analiticas
deseadas., en muchas situaciones cuando se tiene interés en medir un
componente en una muestra, es necesario contar con una metodologia de
medicién(método analitico).

Por ello las empresas de transformacion (principalmente farmacéuticas)
requieren de este tipo de metodologias, pudiendo utilizar metodologias
farmacopeicas, o bien dedicar tiempo para su desarrollo, partiendo del hecho
de que deben cumplir el atributo de confiabilidad. Como en muchas de las
actividades de la industria farmacéutica se hace uso del método cuantifico para
alcanzar este atributo, es necesario llevar a cabo en la mayoria de las ocasiones
estudios experimentales que permitan demostrar la confiabilidad de lo que se
esta midiendo. Un proceso que permite cumplir con este fin es la validacién.**

Como es bien sabido, todo producto farmacéutico debe tener atributos de
identidad, pureza, concentracién, potencia, inocuidad y disponibilidad para
cumplir con los aspectos normativos oficiales e internos y no menos
importantes, los éticos, por lo que si un método analitico, que finalmente es el
medido de las caracteristicas criticas de calidad del producto, no es confiable,
se corre el grave riesgo de afectar al usuario final que es un paciente.

Desde este enfoque, la validacion de métodos analiticos es un sistema
involucrado en los procesos de fabricacion en el area de calidad de la empresa
y bajo la filosofia de la Validacién, las Autoridades Regulatorias verifican que las
empresas sustenten estos sistemas con actividades documentadas, como se
indica en la NOM-059 SSAl1 numerales 5.6.3, 5.7.4, 9.11.3, 9.11.5, y 9.12.3
y en otros lineamientos regulatorios internacionales.
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El objetivo final de un dictamen de calidad, es la liberaciéon o no liberacion de
un producto sobre la base de las especificaciones previamente establecidas.
Esta decisién es tomada generalmente por el profesional farmacéutico, en gran
medida esta dada por los resultados obtenidos al aplicar uno o diversos
métodos analiticos; si estos no son farmacopeicos y no estan validados,
decision corre el riesgo de ser errénea y afectar al usuario del producto y por
ende, a la misma empresa. La validacion le proporciona, a quien aplica la
metodologia, una seguridad de la confiabilidad de dichos métodos y puede
tomar la decision final con certeza. La validacion de métodos analiticos también
impacta en otras areas relacionadas a la calidad de un producto (estabilidad,
limpieza de equipos, entre otras).™

Hasta el momento, las empresas que han implantado esta actividad
inicialmente se orientaron con la Guia de Validacion de Métodos Analiticos
publicada por el Colegio Nacional de Quimicos Farmaceéuticos Biélogos y
avalada por la Secretaria de Salud hace mas de una década. En su momento,
esta Guia cubrié las necesidades que por la corriente de validacion habian
empezado a surgir en la mayoria de las empresas; con el tiempo, por
necesidades propias de la validacion de procesos, la validacion de métodos se
especializo al grado de convertirse en una actividad independientemente
regulada, hoy en dia las Validaciones se basan en la Guia de Validacion de
Métodos Analiticos del afio 2002 del Colegio Nacional de Quimicos
Farmacéuticos Biélogos y avalada por la Secretaria de Salud actualizada.

No se puede pasar por alto el hecho de que el factor mas importante durante la
validacion de todo método analitico es siempre el criterio profesional,
responsable de esta decision, criterio que es necesario aplicar después de
tomar en cuenta todos los factores relacionados con el, o los principios activos,
concentraciones, forma farmacéutica, tipo de muestra, método de analisis,
propésito de la técnica analitica, instrumentacién, sustancias relacionadas, etc.,
estos requisitos constituyen Unicamente una guia para dar al quimico un
soporte técnico adecuado para resolver cada caso particular.*

Moral vy ética.

El profesional farmacéutico es el responsable de los procesos farmacéuticos y
por lo tanto de la calidad de estos. Todo producto farmacéutico (materias
primas, producto intermedio, producto a granel y producto terminado) debe
satisfacer requisitos y para ello se utilizan métodos para medir componentes
especificos en el producto, lo cual es llevado a cabo con métodos analiticos.

Asequramiento de Calidad.

Los métodos analiticos estan definidos como un sistema critico en el
aseguramiento de calidad en una empresa farmaceéutica, ya que impactan de
manera directa en la calidad de un producto.



Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacion de acido
acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC( Ultra Performance LC).

Economia.

La carrera de muchas empresas por alcanzar una productividad elevada a
costos menores, esta determinada, entre otros factores, al dictamen del
producto en menor tiempo, utilizando métodos de prueba de menor costo,
mantenimiento o tiempo de analisis entre otros.

Requlatoria.

Reglamento de Insumos para la salud. Publicado en el Diario Oficial el 4 de
febrero de 1998 referente a los establecimientos que se destinen a la
fabricacion de insumos (medicamentos, farmacos, materias primas y aditivos),
establece lo siguiente. **

ARTICULO CONTENIDO

15 Los establecimientos que se destinen a la fabricacién de
insumos, llevaran el control analitico de estos. Dicho control
debera incluir:

I11. La validacion de las técnicas empleadas.

Norma Oficial Mexicana NOM-059-SSA1-1993. Buenas practicas de
fabricacion para establecimientos de la industria quimico farmacéutica
dedicados a la fabricacion de medicamentos, establece los siguientes puntos
referentes a la Validacion de Métodos Analiticos.

NUMERAL DE CONTENIDO
LA NORMA
5.6 El encargado del area de produccién se encargara de realizar

las siguientes funciones, sin perjuicio de las obligaciones y
responsabilidades que corresponden al responsable sanitario,
conforme a la Ley General de Salud y al Reglamento de
Insumos para la Salud:
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5.6.3 Que se lleven a cabo estudios de validacion de los procesos
de fabricacion y de los sistemas involucrados.

5.7 El encargado del area de calidad se encargara de realizar las
siguientes funciones, sin perjuicio de las obligaciones y
responsabilidades que corresponden al responsable sanitario
conforme a la Ley General de Salud y al reglamento de
Insumos para la Salud:

5.7.4 Que se lleven a acabo estudios de validacion de los procesos
de fabricacion y de los sistemas involucrados.

9.11.3 Los métodos analiticos deben ser validados, de acuerdo con
lo establecido en el apartado 9.12 “control del laboratorio
analitico”.

9.12.3 Se debe contar con métodos de analisis validados para

productos granel, producto terminado y materia prima en
caso de no aparecer en la FEUM o en cualquier farmacopea
internacional.

NORMA Oficial Mexicana NOM-164-SSA1-1998, Buenas practicas de
fabricacion para farmacos.

NUMERAL DE CONTENIDO
LA NORMA
16.1 Los controles de laboratorio e inspecciones deben apoyarse

en normas, PNO’s o manuales que contengan las
especificaciones para garantizar la confiabilidad de sus
resultados. Tales controles deben incluir:

16.1.5 Validacion de meétodos analiticos, no farmacopeicos o
farmacopeicos que tengan desviaciones frente a la
farmacopea de referencia, utilizados por la empresa
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NORMA Oficial

medicamentos.

Mexicana NOM-073-SSA1-1993, Estabilidad de

NUMERAL DE CONTENIDO
LA NORMA
5.5 Cuando se cambie el método analitico durante el estudio
de estabilidad, se debe demostrar que los dos métodos son
equivalentes mediante el proceso de validacion.
5.10.2 Informacion general, especificaciones y métodos analiticos.
5.10.2.3 Informacion de la linealidad, precision, exactitud,
reproducibilidad, repetibilidad y especificidad del método
analitico indicativo de estabilidad.
6 Farmacos

Para fines de registro de un medicamento con farmacos
nuevos en Meéxico, el fabricante del medicamento debe
presentar ante la Secretaria de Salud estudios de
estabilidad acelerada y/o a largo plazo de tres lotes del
(los) farmaco(s) efectuados por el fabricante de los
mismos, utilizando métodos analiticos validados

Las regulaciones anteriores, determinan la obligacion de validar métodos

analiticos.

Estas regulaciones podrian ser modificadas, por lo que es importante estar

actualizados.
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INTRODUCCION.

La Aspirina o Acido acetilsalicilico, es el farmaco mas famoso y mas utilizado
de todos los tiempos. Verdaderamente ha trascendido el plano
eminentemente cientifico para convertirse en un hecho y en un
acontecimiento social, tanto que muchas personas no lo consideran un
farmaco sino algo consustancial a la vida cotidiana, que se toma
frecuentemente, no sélo cuando se tiene algun tipo de dolor o se esta
gravemente enfermo, sino simplemente porque te encuentras mal. Tal es su
repercusion social que en muchos paises su compra no se lleva a cabo solo
en la farmacia, sino también en los supermercados; igualmente es un
farmaco disponible en lugares no médicos para el tratamiento de la fiebre y
el dolor. Se cataloga como el farmaco mas utilizado de todos los tiempos®

Desde antes de Cristo ya se conocia el ingrediente basico de la Aspirina,
cuando se empleaba la corteza del sauce, machacada. Los egipcios
utilizaban los efectos analgésicos del mirto o del sauce para el dolor articular,
y en el Papiro de Ebers se describe minuciosamente el proceso de la
inflamacién, asi como la aplicacién de pdcimas sobre la zona lesionada.
Luego, en el 1800, los salicilatos se convirtieron en el farmaco de eleccion
para el tratamiento de los procesos artriticos e inflamatorios. Desde la Grecia
antigua hasta los Indios de NorteAmeérica, ya se conocia la accion analgésica
de la misma. Hipdcrates ya recetaba hace 24 siglos la corteza de sauce en
forma de infusion para aliviar los dolores y la fiebre. Luego llegd un periodo
en el cual su empleo cayd en el olvido, hasta el afio 1763, donde el clérigo
inglés Edward Stone rescata este antiguo remedio y lo vuelve a utilizar,
realizando lo que se conoce como la primera investigacion cientifica con
corteza de sauce, en la cual logra con éxito reducir el cuadro febril de 50
pacientes.

En 1838, se extrae el principio activo de la corteza de sauce: el acido
salicilico, consiguiéndose su sintesis quimica en 1859, por Hermann Kolbe.
Poco después se comenzaba su produccion a escala industrial en 1874,
aunque su forma inicial comercial, el Salicilato Sodico, presentaba efectos
secundarios muy molestos que disminuian su tolerancia y su aceptacion por
los pacientes, tales como, irritacidn gastrica y su desagradable sabor en
extremo>?

Exactamente, el 10 de Octubre de 1897, el quimico y farmacéutico aleman
Félix Hoffmann, describi6é en su diario de laboratorio, como habia logrado
sintetizar la molécula de Acido Acetil Salicilico, en forma pura y estable, en
los Laboratorios de Investigacion de Farbenfabrilsen Vorn Friedrich Bayern &
Co. Esto lo consiguié mediante la acetilacion del Acido Salicilico. Todo esto lo
motivé la enfermedad de su padre, quien padecia de un cuadro reumatico
severo y se medicaba con Acido Salicilico, lo cual le provocd serios
problemas gastricos. En el intento de aliviar el cuadro gastrico, surgi6 este
maravilloso farmaco. Heinrich Dreser, de los laboratorios farmacéuticos
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Bayern, probd en si mismo la nueva composicion de Hoffmann realizando
experimentos, primero en animales y luego en humanos, mostrando los
efectos analgésicos y antiinflamatorios del Acido Acetil Salicilico en la
publicacién, devenida clasico de la Medicina: “Pfliigers Archir fiir die gesamte
Physiologie”, en 1899(4). Ya en esta fecha, Bayern inicia la comercializacion
del Acido acetilsalicilico bajo el nombre de Aspirina, que en la actualidad se
encuentra registrado oficialmente en mas de 70 paises. Ahora bien, éporqué
el nombre de Aspirina? La letra "A” viene de Acetil, y el vocablo "Spir” de la
planta Spirea Ulmania, de la cual se aisld originalmente el Acido
acetilsalicilico®

En 1904, la forma original en polvo se reemplazé por el comprimido, lo que
trajo una mejor dosificacion del medicamento y la dificultad para que
ocurriera una adulteracion del mismo. Histérica y curiosamente debemos
decir que en la obra de los grandes también ha estado la Aspirina, por
ejemplo, en las novelas de Thomas Mann, Graham Green, Edgar Wallace,
Kafka, Ortega y Gasset, y Giovanni Guareschi. En 1950, Aspirina logré un
lugar en el Libro de los Records Guinness, como el remedio mas popular
contra el dolor en todo el mundo, hasta el punto de que en 1969, el botiquin
de primeros auxilios de la nave espacial Apolo que llevaba a los primeros
astronautas americanos a la Luna, contenia Aspirinagss). Todo esto acontecia
pero aln no se conocia su mecanismo de accion, hasta el 1971, afo en que
el cientifico britanico John Vane, descubre que el AAS bloquea la produccion
de hormonas naturales denominadas prostaglandinas, envueltas en muchos
procesos organicos incluyendo el dolor y el dafio tisular.

En el afio 1982, ya convertido en Sir Vane, éste profesor, junto a dos colegas
suecos, Sune Bengtrdm y Bengt Samuelsson, ganaron el Premio Nobel de
Medicina por estos trabajosz). Actualmente se conoce gran parte de su
mecanismo de accidbn en cuanto a su capacidad de antagonizar la
ciclooxigenasa 1 y la ciclooxigenasa 2. Aun hoy en dia, los cientificos
biomédicos contintdan investigando sobre los mecanismos de accion y sobre
los efectos de la Aspirina. Es tan increiblemente amplio su espectro de
accion, que, de las mas conocidas acciones farmacoldgicas, tales como, las
analgésicas-antiinflamatorias, y en el darea cardiovascular su efecto
antiagregante plaquetario, se han descubierto otras como su efecto
preventivo sobre los accidentes cerebrovasculares, el cancer de cdlon, aqui
podemos decir que aunque no se conoce exactamente el mecanismo, parece
ser que el farmaco afectaria el crecimiento de los pequefios podlipos de la
pared del intestino e impide la malignizacidn de los mismos por su accidn
sobre las prostaglandinas, que parecen estar envueltas en este proceso. Otro
aspecto es su efecto preventivo sobre la Enfermedad de Alzheimer, sobre el
crecimiento intrauterino retardado, la preeclampsiagzs), Yy algunas
complicaciones de la Diabetes Mellitus, tales como, la ceguera, la
enfermedad coronaria, el ictus y el fallo renal.?
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Elementos de Farmacologia aplicada:

Quimicamente Aspirina pertenece a la familia de los salicilatos, siendo un
derivado del acido 2-hidroxibenzoico o Acido Salicilico. Es un éster acetilado
del acido acetilsalicilico, donde se ha conseguido un aumento de su actividad
analgésica con menores efectos irritantes sobre el aparato digestivo.
Pertenece a la familia de los antiinflamatorios no esteroideos (39). De forma
general puede ser administrada por diversas vias, entre las que se
encuentran: >

Via Oral: se absorbe facilmente, de manera que a los 20-30 minutos ya
comienza su accion. El medio acido del estémago y porcidn proximal del
duodeno favorecen su absorcion, ya que se encuentra en forma ionizada y se
absorbe mejor.Los alimentos retardan su absorcion en cuanto a velocidad,
pero no la cantidad total absorbida. Las formas tamponadas y efervescentes
favorecen su absorcion, ya que, la hacen mas soluble, abrevian la
desintegracion del comprimido y aumentan la motilidad gastrica. Las formas
con cubierta entérica o de liberacidn retardada liberan muy gradualmente el
AAS en intestino delgado, permitiendo una hidrdlisis a Salicilato mucho mas
completa, lo que conduce a niveles plasmaticos indetectables de AAS. Es
mucho mejor su administracion con el estdmago vacio, pero esto puede
provocar irritacién. Ya en sangre su union a las proteinas plasmaticas es alta,
de un 90%, al igual que su disponibilidad. En el higado sufre una hidrdlisis a
salicilato, mediante la conjugacién con el acido glucurdnico, formando
glucurodnico salicilacilico, el cual se excreta en parte por la bilis como
compuestos del acido glucurdnico, reabsorbiéndose nuevamente, dando
lugar al ciclo enterohepatico. El salicilato se excreta por via renal,
dependiendo del pH urinario. De forma general, las drogas que alcalinizan la
orina facilitan su eliminacion, mientras que las que acidifican la misma la
enlentecen o la reducen. Esto es muy importante en lo que respecta a las
interacciones. Su vida media es variable y depende de la dosis utilizada:
dosis bajas determinan una semivida de 4 horas, mientras que dosis mayores
de 4 mg por dia pueden generar niveles plasmaticos durante un tiempo
aproximado de 15 horas.>?

Via Rectal: es una via muy variable en lo que a absorcion se refiere, pero
el dato mas sobresaliente es que no nos garantiza un menor efecto lesivo
sobre la mucosa gastrointestinal, por esto no se recomienda la misma.

Via Parenteral (Endovenosa): por esta via se evita el primer paso que
corresponde a la metabolizacion hepatica, por lo que los niveles en sangre
son mayores y sobre todo persisten mucho mas tiempo, motivo que puede
explicar la mayor accidn analgésica al emplear la misma.

En cuanto a Farmacocinética conviene recordar que a dosis moderadas y
altas se tarda unos 7 dias en conseguir una concentracion de equilibrio
estacionario. A concentraciones elevadas, pequefas variaciones en la dosis
hacen variar marcadamente los niveles plasmaticos, con lo que, si las dosis
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aun no son suficientes, un ligero aumento puede hacer alcanzar los niveles
adecuados; Yy, si aparece toxicidad, un pequefio descenso puede hacerla
desaparecer. Difunden bien en todos los tejidos y liquidos organicos,
incluyendo leche y liquido sinovial. >

Generalidades de Accion farmacoldgica:

Se denominan AINES (Antinflamatorio No Esteroideos), para diferenciarlos de
las hormonas esteroideas de la corteza suprarrenal, que también poseen
efecto antiinflamatorio. De forma general, su mecanismo de accion se basa
en el bloqueo de la produccion de mediadores de la inflamacion a partir del
acido araquiddnico, como las prostaglandinas y los leucotrienos. Esta seria su
accion fundamental, aunque otros muchos procesos celulares son
influenciados por Aspirina, tales como:

La inhibicion de superdxidos y radicales oxigeno tdxicos,
La estabilizacion de los lisosomas,
La inhibicion de la adhesividad y la agregacion granulocitica, y,

Accidn sobre los linfocitos y los monocitos que va a inhibir la sintesis del
factor de necrosis tumoral y la interleucina 1.

Resumiendo, podemos decir que, en primer lugar, Aspirina evitaria la sintesis
de prostaglandinas, y, en segundo lugar, amortiguaria las respuestas
celulares secundarias a una gran agresion inflamatoria ).

Algunas propiedades farmacoldgicas mas relevantes de Aspirina:

Analgesia: Alivian los dolores agudos y crénicos de intensidad leve a
moderada, de origen circunscrito o difuso, que surgen de estructuras
tegumentarias y no viscerales. Esto depende de la dosis, y se lleva a cabo
por dos mecanismos, uno periférico (principalmente inhibicion de las
cicIooxigzenasas 1y 2 COX 1y COX 2), y otro sobre el sistema nervioso
central.

Antipiresis: En dosis moderada, los salicilatos disminuyen la temperatura
corporal elevada y aumentan el consumo de oxigeno y el indice metabdlico.
Es un efecto antipirético muy rapido y efectivo. De extrema importancia es el
dato de que las dosis toxicas tienen un efecto pirético que cursa con
sudoraciones profusas.

Respiracién: aumentan el consumo de oxigeno y la produccion de didxido de
carbono, fundamentalmente en el misculo esquelético, como resultado del
desacople inducido de la fosforilacién oxidativa. Esta mayor produccion de
dioxido de carbono y su accién directa sobre el bulbo, estimulan la
frecuencia y la profundidad de la respiracion, dando lugar a alcalosis
respiratoria. Ahora bien, se conoce que dosis muy elevadas producen
depresién bulbar de la respiracién, lo cual parejo a la continua produccion de
dioxido de carbono, produce acidosis respiratoria.

Equilibrio acido-base y desequilibrio electrolitico: Inicialmente puede
provocar alcalosis respiratoria extra e intracelular, que se compensa
rapidamente mediante la excrecién renal de bicarbonato, sodio y potasio
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(etapa de alcalosis respiratoria compensada). Ahora, si las dosis son muy
altas o el paciente es un nifio, puede descender el pH en sangre, puede
verse baja concentracién plasmatica de bicarbonato y presion parcial
plasmatica de CO2 casi normal, es decir, una combinacién de acidosis
respiratoria y metabodlica. Aparece deshidratacion hipernatrémica por el
aumento de la sudoracidon y deplecién de potasio por factores renales y
extrarrenales.

Efectos gastrointestinales: Pueden dar lugar a molestias epigastricas,
nauseas, vomitos, Ulcera gastroduodenal y hemorragia gastrica. Esto es
provocado por la inhibicién de la formacién de la prostaglandina PGI-2, que
inhibe la secrecion de acido gastrico y regula el flujo sanguineo. Por otra
parte, los salicilatos desintegran la barrera mucosa gastrica normal. Dato
interesante es el que debido a la inhibicién de las prostaglandinas del
intestino, Aspirina disminuye la diarrea provocada por la radioterapia en el
cancer del cuello uterino.

Hematoldgicos: los salicilatos dificultan la agregabilidad plaquetaria, que
persiste durante toda la vida de estas células ( a diferencia de lo que ocurre
con los otros antiinflamatorios no esteroideos). Esto se debe a la inhibicion
de la ciclooxigenasa COX-1.

Efectos uricosuricos: Dosis bajas (1 a 2 grs por dia) pueden disminuir la
excrecion de uratos y elevar la concentracion plasmatica de los mismos;
dosis intermedias (2 a 3 grs por dia) no suelen alterar la excrecion de uratos;
dosis grandes (mas de 5 grs por dia) inducen uricosuria y disminuyen los
niveles plasmaticos de uratos.*

Empleos en Terapéutica:

Someramente desarrollaremos algunos de sus empleos en el area de las
enfermedades y grandes sindromes osteomioarticulares. Su objetivo primario
fué el tratamiento de la Artritis, y aln hoy en dia se mantiene éste como el
primero.

1. Osteoartrosis 0 Enfermedad Articular Degenerativa: caracterizada por la
perdida del cartilago articular, con exposicion del hueso subcondral, y por
ende, dolor, inflamacién e impotencia funcional, con limitacidon o pérdida de
la movilidad, y neoformacién dsea patoldgica (osteofitos marginales y
sindesmofitos), pudiendo llegar a avanzados grados de destruccion articular,
incluyendo subluxacion de la misma con la correspondiente deformidad
clinica. En este caso, la Aspirina en dosis bajas, junto al Paracetamol, sea
quizas el tratamiento analgésico mas empleado. No se recomienda el uso
mixto de los AINES, a menos que las dosis de AAS sean muy bajas, pues
pierden eficacia en la resolucion del cuadro, esto es valido excepto para
Aspirina, por su efecto cardioprotector a bajas dosis (81-325 mgs, por dia) >

2. Artritis Reumatoidea: es una enfermedad de origen autoinmune que
afecta a todo el organismo, mucho mas frecuente en el sexo femenino, cuya
principal alteracion ocurre por una inflamacion de la membrana sinovial, lo




Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacion de acido
acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC( Ultra Performance LC).

cual provoca dolor, rigidéz e inflamacion articular. Aspirina es muy Util a
dosis que pueden variar desde los 1.500 mgs por dia hasta los 6.000 mgs
por dia, dependiendo de lo que queramos obtener, desinflamacién o
analgesia.

3. Artritis Crénica Juvenil: Se comienza con dosis diarias de 60 a 90 mgs por
kgs, siempre que no exista fiebre. En caso de existir fiebre y enfermedad
sistémica, se administra de 90 a 130 mgs por kgs por dia, cada 4 horas.
Siempre con alimentos, para disminuir sus efectos gastrointestinales.
Siempre se deben seguir los niveles en sangre, los cuales no deben exceder
de los 150-200 mgs por litro, 2 horas después de la administracion del AAS.
Se logra controlar los sintomas entre un 50-70%. El tratamiento debe
mantenerse por 2 afos después de que los signos de actividad de la
enfermedad han desaparecido 2

4. Enfermedad de Still del adulto: caracterizada por poliartritis cronica
seronegativa en combinacidn con un trastorno inflamatorio sistémico que
afecta a adultos jovenes. Hasta el 20-25% de los casos resuelven
adecuadamente la fiebre, la artritis y las artralgias con que cursa la misma.
Los pacientes que responden adecuadamente forman parte del grupo de
buen prondstico, con enfermedad autolimitada o intermitente. Los pacientes
que no responden a dicha terapia, requieren, necesariamente,
corticosteroides >

5. Enfermedad de Kawasaki: La base del tratamiento de esta enfermedad lo
constituyen en primer lugar, la administracion de Aspirina (en dosis
antiinflamatorias al inicio, y luego como antiagregante plaquetario) y en
segundo lugar el uso de gammaglobulina endovenosa. En la fase aguda se
administra Aspirina a altas dosis (80-120 mgs/kgs/dia) en dosis divididas
para mantener los niveles entre 20-30 mgs/100 mls, por 14 dias. En periodo
subagudo, caracterizado por la resolucién de la fiebre y la aparicion de
trombocitos, se inicia la administracion de AAS en dosis antiagregantes, de 3
a 5 mgs/kgs/dia, una vez al dia*

6.Fiebre Reumatica: Aqui, tanto los salicilatos como los glucocorticoides
pueden ser de utilidad en el control sintomatico de la enfermedad, aunque
debemos sefalar que ninguno de los dos posee capacidad curativa e incluso
pueden prolongar la duracion del brote. Su beneficio radica en que controlan
las manifestaciones toxicas de la misma, contribuyen al bienestar del
paciente y combaten los sintomas constitucionales. La eleccion de los
salicilatos radica en que deben ser pacientes con artritis franca pero sin
carditis. Se administra cada 4 horas, durante las primeras 24-36 horas, y
luego en cuatro tomas diarias. La dosis debe personalizarse teniendo en
cuenta los siguientes factores: la respueta clinica, la tolerancia y los niveles
de salicilemia. De forma general, puede comenzarse con dosis de 90-100
mgs/kgs/dia y después de 2 semanas, reducirlas a 60-70 mgs/kgs/dia por 6
semanas mas. Por otra parte, los casos que poseen carditis moderada, deben
comenzar con glucocorticoides, aunque debemos sefalar que no existen
reportes que indiquen que sean superiores los salicilatos. En los pacientes
con carditis severa, se suelen emplear los esteroides inicialmente asociados
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,en ocasiones, a los diuréticos y a restriccién de la ingesta de sal. Esto se
hace por 6 semanas, comenzando la pauta de descenso en la segunda o
tercera semana. En el caso de Aspirina, debe ser administrada durante 1
mes, después de retirar el tratamiento con Prednisona, para minimizar la
incidencia de rebote.

7. Tendinitis y Bursitis: aqui se emplean en dosis de 3-4 grs por dia, aunque
debemos senalar que otros, como la indometacina y el diclofenaco pueden
ser mas eficaces

8. Eritromelalgia: es una entidad caracterizada por eritema acompafado por
sensacion quemante que afecta a las extremidades. Cuando la extremidad es
descendida y se aplica calor, el dolor se intensifica, mientras que si se eleva
la misma y se aplica frio el dolor desaparece. Puede ser primaria o
secundaria, segun se acompafe o no de otra enfermedad. El tratamiento en
los adultos incluye tomas diarias de Aspirina a bajas dosis, pero en nifios sin
enfermedad subyacente la administracion de AAS no mejora el curso clinico
de la enfermedad.

Origen del dolor en el componente musculo esquelético:

Generalidades clinicas y justificacion anatomico fisioldgica del dolor
muscular:

El dolor muscular se origina normalmente, en el area lesionada con
irradiacion hacia la metamera correspondiente, es un dolor muy bien
delimitado, de tipo calambre, de una calidad opresiva o de distension, que
suele acompafarse de signos neurovegetativos moderados y con una
intensidad, duracion, y evolucién en el tiempo que suele ser variable,
incrementando su intensidad con la aplicacion de estimulos adicionales.

Se caracteriza por:

> Presencia de dolor,
> Rigidez,

> No ser de caracter inflamatorio,

> Ausencia de causa infecciosa o neoplasica, vy,
>

Compafiia de un componente emocional ansioso-depresivo.

Clasificacion:
El dolor muscular puede ser fundamentalmente de tres tipos:

1. De caracter localizado: entesopatias, bursitis, tenosinovitis,
neuropatias por atrapamiento, etc. Estos cuadros de dolor muscular
son secundarios a un uso inapropiado o a una actividad intensa
desacostumbrada, o demasiado prolongada en el tiempo.
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2. De caracter regional: cervicalgia, dorsalgia o lumbalgias, vy,

3. De caracter generalizado: aqui el principal exponente es la
Fibromialgia.

Diagnostico Diferencial:

El objetivo de esta revision, en cuanto a diferenciacion, es llevarlo a cabo con
el dolor de la piel o dolor cutaneo, para lo cual plantearemos lo siguiente:

El dolor cutdneo es un dolor extremadamente localizado, no difuso, y
perfectamente delimitado,

Su calidad es quemante o punzante,

Se intensidad, duracién y evolucidn son variables con el tiempo,
Nunca se acompafa de sintomas neurovegetativos,

Tampoco se acompaia de reacciones emocionales,

Se incrementa con la aplicacién de estimulos locales adicionalessy,s3).

Por sus caracteristicas muy particulares y debido a la repercusion social que
ha tenido y que tiene en la actualidad, siendo padecido por millones de
personas, queremos hacer un breve desarrollo sobre el Sindrome de
Fibromialgia.

La Fibromialgia es un sindrome caracterizado por dolor generalizado, con
sensibilidad dolorosa a la palpacion en muy determinados puntos
esqueléticos denominados “puntos gatillo” o “Trigger points”. Mas frecuente
en el sexo femenino, entre los 25-45 anos, constituye el 20% de todas las
consultas de Reumatologia, al igual que constituye un importante elemento
de diagndstico diferencial en la especialidad de Ortopedia, donde acuden
muchos pacientes afectos de la misma; su prevalencia en la poblacion
general esta entre el 2-4%. Los sintomas se dividen en tres grandes
categorias o grupos:

Sintomas propios del proceso: dolor generalizado y extenso, que puede
poseer o no predominio articular, agravado por los cambios climaticos y la
ansiedad, que aumenta con la presion en determinados puntos. Puede tener
multiples localizaciones: cervical, lumbar, extremidades superiores,
extremidades inferiores, rodillas, codos, manos,etc.

Sintomas tipicos de la enfermedad: cansancio persistente, acentuado por la
actividad fisica, con rigidéz matutina persistente durante mucho tiempo del
dia; suefio con mala calidad, que no permite descansar lo necesario; dolor
muscular a los esfuerzos minimos.

Sintomas asociados al proceso: presencia de cdélon iritable, cefalea por
tensién, cistitis de repeticion, sintomas de sequedad ocular, salivar y
vaginal, etc.

Es oportuno sefalar que el signo clinico mas Util y caracteristico para realizar
el diagndstico son los cambios localizados de dolor a la presion (puntos
gatillos). También existen otros signos clinicos, tales como:
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Alodinia: aumento de sensibilidad a la palpacién de un pliegue cutaneo en
las zonas altas del musculo trapecio,

Menor distensibilidad muscular: traduce una mayor tensién muscular por la
reaccion refleja a un aumento de la actividad regional nociceptiva.

Dermografismo cutaneo: provocado por una lesion local firme sobre la zona
medio-alta de la espalda. Se ha relacionado con la existencia de reflejos
vasculares neurogénicos.

Es nuestro mayor interés dejar claro que el diagndstico de la Fibromialgia es
eminentemente clinico, que como postulado esencial el cuadro doloroso
generalizado debe tener una duracion mayor de 3 meses, y la existencia de
unos puntos desencadenantes del dolor a la presion digital sobre ellos.
Hemos de tener en cuenta igualmente los factores asociados de la
Fibromialgia, entre ellos tenemos:

Factores psicoldgicos: existe la duda de si son una consecuencia de la propia
enfermedad o si es un factor primario en ella,

Alteraciones del suefio en el 70% de los pacientes, que lo definen como un
suefio ligero y poco reparador,

Alteraciones en la modulacion del SNP en la captacion del dolor (s4, ss, s6).

Consideraciones generales para el tratamiento del dolor muscular:

Los AINES son un grupo de farmacos cuya accién comun es la inhibicion de
la enzima ciclooxigenasa, que abre la via de las prostaglandinas a partir del
acido araquiddnico. Siempre es conveniente iniciar el tratamiento con la dosis
minima, para aumentarla de forma paulatina hasta alcanzar el efecto
terapéutico deseado o la dosis maxima recomendada segun el farmaco.
Como medidas analgésicas puras se recomiendan los analgésicos puros y los
AINES, siempre en su faceta de analgésicos. Las propiedades analgésicas de
los AINES hacen que éstos sean los farmacos ideales para el tratamiento de
los procesos musculares dolorosos en los que ambas causas, el dolor y la
inflamacién son los dos pilares basicos que se necesitan combatir. Dentro de
este grupo tenemos al AAS, con una accidn analgésica preferentemente a
nivel periférico, actuando en las terminaciones nerviosas sobre las que
actian sustancias generadoras de dolor, tales como, las prostaglandinas, la
serotonina y la bradiquinina. Actualmente se ha demostrado una accién
central de AAS, actuando a nivel del talamo, estructura localizada cerca de la
base del cerebro, donde se lleva a cabo la integracién de los estimulos
dolorosos. Su actividad analgésica se considera como de intensidad
moderada, por debajo de los analgésicos opiaceos, tanto menores como
mayores; dependiendo de la dosis administrada, de forma que, a mayor
dosis, mayor efecto; aunque la relacién dosis-efecto es pequena, ya que,
esta demostrado que aumentos de la dosis al doble no significa que su
accion analgésica aumente también al doble. Por este motivo no se necesitan
dosis muy elevadas de AAS para obtener un efecto analgésico intenso. Su
administracion como analgésico es muy util en cuadros dolorosos de
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intensidad moderada, como cefaleas, dolores articulares, musculares y de
partes blandas. Es, por tanto,el primer farmaco que debemos administrar en
todo cuadro de dolor, incluido el dolor inducido por neoplasias, donde no
s6lo debemos aprovechar su efecto analgésico, sino también su efecto
antiinflamatorio (39, 60, 61, 62, 63)-

Dosis de AAS como analgésico:

Las dosis oscilan entre 500 y 1.000 mgs por via oral y cada 4-6 horas, y muy
importante es el dato de que no se obtiene un mayor efecto analgésico
cuando se superan los 4.000 mgs por dia. Es por ello que la dosis
recomendada de AAS es de 500-600 mgs cada 4-6 horas, aunque es posible
aumentarla si no se consigue el alivio del dolor. La duracién efectiva del
efecto analgésico esta comprendido entre las 4-5 horas, por lo que si se
espera que el dolor pueda continuar, la dosis debe ser repetida a las 4 horas

(60, 61, 62)-
Algunos efectos adversos de AAS:

No cabe dudas que el mas frecuente es la intolerancia gastrointestinal. Casi
siempre son molestias gastricas inespecificas, tales como, pesadéz de
estdbmago, pirosis, anorexia, vomitos Yy epigastralgias. Estas lesiones
irritativas oscilan entre un ligero enrojecimiento de la mucosa, hasta Ulceras
superficiales, hemorragias digestivas o perforaciones. Las zonas mas
afectadas son las de pH mas bajo, como el estomago y la primera porcion
del duodeno. Este efecto gastrolesivo esta estrechamente relacionado con la
dosis, y aumenta cuando la dosis supera los 900 mgs por dia. Como
complicaciones graves tenemos las hemorragias digestivas y las hemorragias
cerebrales. Los efectos irritantes sobre la mucosa son mas frecuentes cuando
administramos el farmaco en forma de tabletas, disminuyendo mucho
cuando se administra en polvo disgregable o en solucidn. Es menester
aclarar que cuando se da por via endovenosa, rectal o intramuscular, el
riesgo se reduce pero no se elimina, debido al ciclo enterohepatico, donde el
salicilato, producto de la metabolizacién de AAS por el higado, se elimina por
la bilis. Se estima que el riesgo de aparicién de una reaccion adversa por el
uso de AAS es de 2 casos por 10.000 personas. Ahora bien, se invocan
determinados factores de riesgo para que esto ocurra con mayor facilidad y
mayor frecuencia, entre estos tenemos:

Antecedentes de padecimientos y enfermedades gastrointestinales,
Edad superior a los 60 afos,

Estado de Invalidéz,

Presencia de enfermedad de base grave asociada.

En lo que casi todos estan de acuerdo es que AAS ha demostrado poseer un
indice de toxicidad gastrointestinal relativamente bajo, en comparacion con
otros AINES (63, 64, 65)

factores de riesgo para esto y su estrecha relacion con la dosis. Hemos
sefialado los aspectos mas relevantes de su farmacologia y de su mecanismo
de accidén, sobre todo lo que tiene que ver con la inhibicion de las

10
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ciclooxigenasas 1 y 2. Dentro del espectro de las afecciones musculares que
hemos mencionado, hemos hecho especial énfasis en el Sindrome de
Fibromialgia, por la repercusion que posee sobre la Sociedad en general y lo
frecuente de su aparicidon en el sexo femenino en particular y en las
consultas de Reumatologia. Se han planteado las dosis mas adecuadas para
el empleo de AAS en el area clinica, en dependencia de la afeccion en
cuestiéon. Se han actualizado los principales topicos con respecto al empleo
de AAS, y se ha hecho vigente que se mantiene aun como el farmaco mas
famoso y mas empleado en la humanidad hasta estos momentos. Dentro de
esta exposicién se han mencionado otros empleos recientes que se le han
descubierto al AAS, tales como, la profilaxis sobre la Enfermedad de
Alzheimer, la profilaxis sobre el cancer de colon, y la profilaxis sobre algunas
de las complicaciones de la Diabetes Mellitus.

11
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Figura 1. Diagrama esquematico del circuito de modulacion descendente del
dolor (flecha hacia abajo), el cual involucra como estructuras claves a la
sustancia gris periacueductal del mesencéfalo y a la region rostroventromedial
de la formacion reticular bulbar. La activacion de las neuronas de estos dos
sitios es capaz de producir la inhibicién conductual de las respuestas ante
estimulos nocivos. Los analgésicos no opioides son capaces de promover éste
efecto como parte de su mecanismo de accion central. La flecha ascendente
indica el sentido normal de conduccién que sigue la informacion nociceptiva
cuando un estimulo nocivo es aplicado en una region del cuerpo.
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RUTAS DE DEGRADACION DEL ACIDO ACETILSALICILICO.?’

cO —0 —C.H O,

COOH _. @
[::I:O OH

- 0
C6H9 6

N/
0, — O

0 —CO-——CH3

CH
1 11
@ ' : :OH

OH )
VI ITI

FIGURA 2

I.-  ACIDO ACETILSALICILICO.
11.- ACIDO SALICILICO. (MAYOR PORCIENTO DE DEGRADACION)
111.- ACIDO SALICILURICO. ,

IV.- GLUCORONIDOS., CONJUGACION.

V.- GLUCORONIDOS., CONJUGACION.

VI.- ACIDO GENTISICO., HIDROXILACION.
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Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR).

La CLAR es una técnica de separacion que se fundamenta en la interaccion de
un soluto con una fase estacionaria (liquida o sdlida) y una fase mdvil liquida.
Cuando dos solutos se introducen en una columna estos eluyen a través de la
columna por la adicién continla de nueva fase mévil. En la columna los solutos
se distribuyen entre las dos fases mediante interacciones repetidas, cuando
ambas fases se han escogido de forma apropiada los componentes de la
muestra se separan gradualmente en bandas en la fase movil y al final del
proceso los componentes separados emergen de la columna, consiguiendo asi
ser detectados. El detector que responde a la presencia de los solutos
proporciona una sefial en funcion del tiempo y se obtienen una serie de picos
que se representan en un grafico denominado cromatograma (Figura 5), él cual
es (til tanto para el andlisis cualitativo como cuantitativo. Del cromatograma
presentado se puede introducir las definiciones de algunos términos

importantes para la cromatografia en columna como son:

tr2
AU tr1

( Unidades de

Absorbancia) L

J ,

Wbl Wb2 tiempo t(min)

Figura 3. Cromatograma tipico en CLAR.
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Linea base. Es la porcion del cromatograma donde sélo se aprecia la

elusion de la fase mavil, sin sefal debida al analito.

Tiempo de retencion (t.). Tiempo que un soluto permanece en la
columna, se mide desde el momento de la inyeccién hasta la elusién del
pico maximo y es caracteristico del soluto para condiciones de operacion

constantes, auxiliar en la identificacion de solutos.

Tiempo muerto (ty). El tiempo requerido para eluir un soluto que no se
retiene en la fase estacionaria y representa el espacio vacio de la

columna.

Tiempo de retencion ajustado (t';). Mide el tiempo que el componente

permanece en la fase estacionaria.

th=t-t

Velocidad lineal (u). Como la velocidad a la cual la fase movil se desplaza
a través de la columna no es sdlo funcién del caudal sino también de la
seccién interna de la misma, la comparacion de métodos que emplean
columnas de diferente didametro interno hace preferible la expresion de la
velocidad lineal en lugar del caudal. Si “L” es la longitud de la columna
expresada en cm y tp es el tiempo muerto medido en segundos, la

velocidad lineal en cm/s puede calcularse como.
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Ancho a la base (Wy). Es la porcidn de la linea base interceptada por las
tangentes al pico y para un pico gaussiano es igual a cuatro,

tradicionalmente usado en el calculo de la eficiencia del sistema.

Ancho a la mitad de /a altura (Wy,). Una medida mas reproducible,
adecuada para evaluar manualmente la eficiencia del sistema (platos
tedricos).

Numero de platos tedricos (N). Cada plato tedrico representa un
equilibrio tedrico de distribucion del soluto entre las fases. EI numero
total de platos tedricos representa el poder de separacion o eficacia de
una columna; por consiguiente, una buena columna tienen un ndmero

alto de platos tedricos y se calcula de la siguiente manera:

t
N=16(-1) =5.54 W
W, 12

Constante de distribucion, razon de distribucion o coeficiente de
distribucion (K). Cuando un soluto entra al sistema cromatografico
inmediatamente se distribuye entre la fase movil y estacionaria. La
concentracion en cada fase esta dada por el coeficiente termodinamico

de distribucion:

K=CS/Cm

donde Cs y C, son las concentraciones molar de soluto en la fase
estacionaria y movil, respectivamente. Cuando K = 1, el soluto se
encuentra igualmente distribuido entre las dos fases. El coeficiente de
distribucion determina la velocidad promedio de cada zona de soluto,
mas especificamente, del centro de la zona de soluto conforme la fase

movil avanza a lo largo de la columna.
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Factor de capacidad (k). El factor de capacidad es un parametro
importante que con frecuencia se utiliza para describir las velocidades de
migracién de los analitos en las columnas. Para una especie A, el factor

de capacidad k’a se define como:

- tr -to

kl
A to

Cuando el factor de capacidad para una especie es mucho menor que la
unidad, la elucién tiene lugar tan rapidamente que es dificil determinar
con exactitud los tiempos de retencion. Cuando el factor de capacidad es
del orden de 20 a 30 o tal vez mayor, los tiempos de retencidon son
demasiado largos. Idealmente, las separaciones se realizan en unas
condiciones en las que los factores de capacidad para las especies de

una mezcla oscilan entre 1 y 5.

Factor de selectividad (o). El factor de selectividad de una columna
define la habilidad del sistema para separar dos especies, por ejemplo A

y B; y se puede calcular por la siguiente formula:

_ KB _ le :trB— to
“ Ka © Ka  tia—to

Si no existe separacion, o es igual a la unidad y su valor aumenta
cuando aumenta la separacion. A diferencia de k', no depende de la
fuerza de elusion, sino de la afinidad del soluto respecto de la fase movil

y de la columna.
Resolucion (R). La resolucion de una columna constituye una medida

cuantitativa de su capacidad para separar dos analitos. La resolucion de

una columna se define como:
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R= 2 [trZ B trl]
W, +W,

Con una resolucion de 1.5 se logra una separacién esencialmente
completa de dos componentes, mientras que con una resolucion de 0.75
no se separan satisfactoriamente. Con una resolucién de 1.0 la mejora
de la calidad de los picos es de aproximadamente un 4.0 % y con una
resolucion de 1.5 la mejora de la calidad es del orden de un 0.3 %. Para
una fase estacionaria dada, la resolucion puede mejorarse alargando la
columna, aumentando asi el nimero de platos teoricos. Sin embargo,
una consecuencia adversa del aumento del nimero de platos es un
aumento del tiempo necesario para la separacion. La resolucion
alcanzada en un sistema es proporcional al producto de la selectividad, la
eficiencia y la capacidad del sistema, que son los tres parametros mas
importantes de control en una columna cromatografica, siendo la

expresion matematica para la resolucion la siguiente:

:JN (oc—l)( K’ >
4 o 1+Kk,

Es incuestionable que la CLAR es la técnica de separacion mas ampliamente

utilizada por varias razones importantes como son su sensibilidad, su

adaptacién a las determinaciones cuantitativas, su aplicacion a la separacion de

compuestos no volatiles o termolabiles y, sobre todo, a su aplicacion en

compuestos que son de primordial interés en la industria, para la ciencia y la

sociedad en general. La naturaleza tan diversa de las fases estacionarias y

moviles que se pueden emplear llevan consigo una gran versatilidad en los

mecanismos de separacion y los mas usados en la practica son los siguientes.

4-5
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La cromatografia de reparto. ha llegado a ser el tipo de cromatografia de
liguidos mas ampliamente utilizado. La cromatografia de reparto se puede
dividir en cromatografia /iguido-liguido y cromatografia con fases unidas
qguimicamente. La diferencia entre estas técnicas radica en la forma como se
une la fase estacionaria sobre las particulas de soporte del relleno. En /iguido-
liguido, |a fase estacionaria liquida se retiene sobre la superficie del soporte por
adsorcion. En fase unida quimicamente, la fase estacionaria se une
quimicamente a la superficie del soporte. Los soportes para casi todos los
rellenos con fases unidas quimicamente se preparan con silice rigida o
composiciones constituidas basicamente por silice. Estos solidos estan formados
por particulas mecanicamente resistentes, porosas y uniformes, con didametros
de 3, 5 o 10 um. La superficie de la silice totalmente hidrolizada esta
constituida por grupos silanoles (SiOH) quimicamente reactivos (Figura 4). *>

HO OH

OH OH
ENENEN
O\S|i/O\S|i/O\S|i/ \S|i/

Figura 4. Superficie de Silice rigida con grupos SiOH reactivos.

Los recubrimientos de fase enlazada mas utilizados son los siloxanos, que se
forman por reaccion de la superficie hidrolizada con un organoclorosilano (Fig

5). Por ejemplo,

CH3 CH3
—Si——OH + C—Si—R —> Si 0 Si R
AN \ N\
CHs CH,
Figura 5

donde R es un grupo alquilo o un grupo alquilo sustituido. El recubrimiento de
la superficie por sililacién se limita a 4 pmol/m? o menos a causa de los efectos
estéricos. Los grupos SiOH que no han reaccionado, imparten una polaridad

indeseable a la superficie, lo que origina picos con cola. Para reducir este
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efecto, los rellenos de siloxano muchas veces se desactivan por reaccién con
clorotrimetilsilano, el cual, debido a su pequefo tamafio, puede unirse

quimicamente a los grupos SiOH que no habian reaccionado.

En relacién con las polaridades relativas de las fases movil y estacionaria, se
distinguen dos tipos de de cromatografia de reparto. Inicialmente, la
cromatografia de liquidos utilizaba fases estacionarias de elevada polaridad
tales como el agua o el trietilenglicol colocadas sobre particulas de silice o
alimina. Por razones histdricas, a este tipo de cromatografia se le conoce como
cromatografia en fase normal. En la cromatografia de fase inversa, la fase
estacionaria es no polar, con frecuencia se trata de un hidrocarburo y la fase
movil es relativamente polar (como el agua, el metanol y acetonitrilo). En
cromatografia en fase normal, el componente menos polar se eluye primero. En
contraste, en los métodos en fase inversa, los componentes mas polares
aparecen primero. Los rellenos de fase enlazada se clasifican como de fase
inversa cuando el recubrimiento unido quimicamente tiene un caracter no polar.
Por lo general, el grupo R del siloxano en estos recubrimientos es una cadena
Cs (rroctilo) o una cadena Cis (r+octadecilo). En estas preparaciones, los
grupos de hidrocarburo de cadena larga se alinean el uno junto al otro y en
perpendicular a la superficie de la particula, dando una estructura semejante a
una brocha o a un cepillo. Las moléculas de la fase movil compiten entonces
con las del analito por una posicién en la superficie organica. Sin considerar
detalladamente el mecanismo de separaciéon, un recubrimiento enlazado se

puede considerar como si fuera un liquido convencional retenido fisicamente.

En la mayoria de las aplicaciones de la cromatografia de fase inversa, la elusion
se lleva acabo con una fase mdvil de levada polaridad como es el caso de una
solucion acuosa conteniendo concentraciones diversas de disolventes como
metanol, acetonitrilo o tetrahidrofurano. Se ha de procurar que el pH sea menor
de aproximadamente 7.5 porque si no se disuelve la silice de base de las
columnas, y a un pH menor de 2 se hidroliza la union entre la silice y la fase

enlazada. Con rellenos de fase enlazada en fase normal, R en la estructura del
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siloxano es un grupo funcional polar como es el caso de los grupos ciano (-
C,H4CN), diol (-C3HgOCH,CHOHCH,0H), amino (-CsHgNH,) y los dimetilamino [-
C3HgN(CHs),]. Las polaridades de estos materiales de relleno varian en un gran
intervalo, siendo el tipo ciano el menos polar y el grupo amino el mas polar.
Con los rellenos de fase normal, la elusiébn se realiza con disolventes

relativamente no polares, tales como el etiléter, el cloroformo y el 7-hexano. *°

La cromatografia de pares ionicos (0 de formacion de pares de iones): es un

tipo de cromatografia de reparto en fase inversa que se utiliza para la
separacion y determinacidon de especies idnicas. En la cromatografia de pares
ionicos la fase mavil esta constituida por una disolucion acuosa amortiguada
que contiene un disolvente organico como metanol o acetonitrilo, y un
compuesto idnico que aporta un contraion de carga opuesta al analito. Un
contraion es un ion que se combina con el ion analito para formar una pareja
de iones, que es una especie neutra que es retenida por el relleno de fase
inversa. La elusion de los pares idnicos se consigue mediante una disolucion

acuosa de metanol o de otro disolvente organico soluble en agua. *°

La importancia que tiene la diferenciacion de isdmeros Optimamente activos
(enantiomeros) desencadeno a mediados de los afios sesenta, un interés
creciente por el desarrollo de procedimientos que permitieran su separacion. La
separacion de enantidmeros mediante cromatografia de liquidos puede
abordarse desde diferentes modos. El procedimiento tradicional para la
separacion de enantiomeros es su transformacidon en diasteroisdmeros, que
posteriormente pueden separarse por CLAR, generalmente en fase inversa, sin
el empleo de fases quirales. Sin embargo, este procedimiento conlleva la
necesidad de preparar derivados, con el consiguiente riesgo de reacciones
secundarias, y requiere la disponibilidad de reactivos quirales de pureza
controlada. Ademas, el proceso es largo y laborioso y, en muestras con bajo
contenido en enantiémeros, es dificil lograr un rendimiento cuantitativo. Estos
inconvenientes se evitan con la separacion directa de los enantiomeros, que

pueden realizarse mediante fases estacionarias quirales o afiadiendo aditivos
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quirales en la fase movil. Actualmente las fases estacionarias quirales estan
constituidas por recubrimientos sobre soportes de gel de silice. El recubrimiento
por lo general consiste en un material polimérico al cual se le ha unido un
isdmero Optimamente activo. La separacion con fases estacionarias quirales
puede realizarse por unidn idnica o covalente del reactivo quiral al material de

relleno de la columna. *°

La cromatografia de adsorcion o liquido-sdlido. se basa en la distinta magnitud

de las interacciones de los componentes de la mezcla con la superficie activa de
la fase estacionaria. Las Unicas fases estacionarias que se utilizan en este tipo
de cromatografia son la silice y la alimina, siendo la primera la que se prefiere
para casi todas las aplicaciones debido a su capacidad de carga y a su
diversidad de presentaciones. La cromatografia de adsorcion es mas adecuada
para compuestos no polares probablemente con masas moleculares inferiores a
5000. En general, es mas adecuada para muestras que son solubles en

disolventes no polares. >

La cromatografia ionica: esta relacionada con los métodos modernos y eficaces

para la separacion y determinacion de iones que se basan en el uso de las
resinas de intercambio idnico. Los procesos de intercambio idnico se basan en
los equilibrios de intercambio entre los iones de una disolucién y los iones del
mismo signo que estan en la superficie de un solido de elevada masa molecular
y esencialmente insoluble. Los puntos activos en las resinas de intercambio
catidnico son los grupos de acido sulfonico -SO3'H™, un acido fuerte, y los
grupos de acido carboxilico —COO'H*, un acido débil. Los intercambiadores
anidnicos contienen grupos de amina cuaternaria —N(CH3);"OH™ o grupos de
amina primaria -NH3;*OH"; el primero es de base fuerte y el ultimo de base
débil. **

Histéricamente, en cromatografia de intercambio idnico se han empleado
pequefas particulas esféricas porosas que se forman en la copolimerizacion del

estireno y del divinilbenceno emulsionados. La presencia de divinilbenceno
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(normalmente ~8 %) origina una polimerizacion entrecruzada que imparte
estabilidad mecanica a las bolitas. Con objeto de activar el polimero frente a los
iones, a la estructura se le unen quimicamente grupos funcionales acidos o
basicos; y los grupos mas comunes son el acido sulfénico y las aminas
cuaternarias, respectivamente. Las particulas poliméricas porosas no resultan
de todo adecuadas como rellenos cromatograficos debido a la baja velocidad de
difusion de las moléculas de los analitos a través de los microporos de la matriz
polimérica, y también debido a la compresibilidad de la matriz. Para resolver
este problema se emplea un relleno de particula pelicular en el que la superficie
relativamente grande (de 30 a 40 um) de una particula, esférica y no porosa,
de vidrio o polimerica se recubre con una resina sintética de intercambio idnico
0 un segundo tipo de relleno se prepara recubriendo microparticulas porosas de
silice, tal como las que se usan en la cromatografia de adsorcién, con una

pequefia particula del intercambiador. *°

La cromatografia de exclusion por tamafios: que también se ha denominado

cromatografia en geles permeables o de filtracion en geles, es una técnica muy

valiosa que se aplica particularmente a especies de alto peso molecular. Los
rellenos para la cromatografia de exclusidon por tamafios estan constituidos por
pequefias particulas (~10 pm) poliméricas o de silice que contienen una red
uniforme de poros en los que pueden difundir las moléculas del soluto y del
disolvente. En los poros las moléculas son atrapadas efectivamente vy
eliminadas del flujo de la fase mdvil. El tiempo de residencia medio en los poros
depende del tamaio efectivo de las moléculas de los analitos. Las moléculas
que son mas grandes que el tamano medio de los poros del relleno son
excluidas y de esta forma, esencialmente no se retienen y, por lo tanto, son las
primeras que eluyen. Las moléculas que tienen didametros que son
significativamente menores que los poros, pueden penetrar a través del
laberinto de poros y asi resultan atrapadas durante mas tiempo, éstas son las
ultimas en eluir. Entre estos dos extremos, estan las moléculas de tamano
intermedio cuya penetracion media en los poros depende de sus diametros. En

las separaciones por exclusion por tamafos difieren de los otros
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procedimientos, en que no implican una interaccion quimica o fisica entre los
analitos y la fase estacionaria. De hecho, se procura evitar este tipo de

interacciones dado que originan una mala eficiencia de la columna. *>

En cromatografia de exclusidon por tamafios se encuentran dos tipos de rellenos
—particulas poliméricas y particulas de silice- con diametros de particula que
oscilan de 5 a 10 um. Los rellenos con particulas de silice tienen la ventaja de
una gran rigidez, lo que facilita el empaquetamiento; una mayor estabilidad, lo
que permite el uso de una gran variedad de disolventes incluyendo el agua;
una equilibracion mas rapida al cambiar de disolvente; y una buena estabilidad
a elevadas temperaturas. Sus inconvenientes implican la tendencia a retener
solutos por adsorcion. Las particulas poliméricas que se utilizan implican
copolimeros de estireno-divinilbenceno entrecruzados y el tamafo de poro en
estos polimeros se controla por el grado de entrelazamiento entre las cadenas
poliméricas y por tanto con la cantidad relativa de divinilbenceno presente en la
fabricacion. Los geles de estireno-divinilbenceno son hidrofdbicos y de este
modo sélo pueden utilizarse con fases moviles no acuosas. Sin embargo, en la
actualidad se disponen de geles hidrofilicos, por lo general copolimeros de
estireno-divinilbenceno con grupos sulfénicos o poliacrilamidas, que hacen
posible el uso de disolventes acuosos para la separacion de moléculas grandes

solubles en agua como los azicares. *°

La cromatografia de afinidad; se basa en la interaccion especifica entre una

molécula y un ligando, que es una molécula que se fija a la fase estacionaria
para interaccionar con las del soluto. El mayor auge de la cromatografia de
afinidad, desde sus origenes a finales de los afos 60, ha correspondido a la
cromatografia de bioafinidad, en la que las interacciones entre ligandos y
moléculas se basan en reconomientos de tipo bioldgico. La retencidon en
cromatografia de bioafinidad se debe a uniones complejas que incluyen
distintos tipos de interacciones no covalentes, como son las fuerzas de Van der

Waals, puentes de hidrégeno, fuerzas hidréfobas, dipolo-dipolo, de
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transferencia de carga o electroestaticas. La orientacion espacial adecuada de
los grupos a través de los cuales se realiza la interaccion facilita una elevada
combinacion cooperativa de fuerzas, lo que constituye la base de la elevada
selectividad y especificidad del enlace en cromatografia de bioafinidad. Entre los
modos mas selectivos de cromatografia de bioafinidad se encuentra la
cromatografia de inmunoafinidad, basada en el reconocimiento entre antigenos
y anticuerpos. Un antigeno es una sustancia que introducida en un organismo
origina una respuesta inmune, es decir, origina la produccion de anticuerpos
especificos frente a ese antigeno. Esta respuesta altamente especifica de la
naturaleza se ha aprovechado en los métodos inmunoldgicos de anadlisis para
emplear los anticuerpos como reactivos especificos contra los antigenos.
Cuando los anticuerpos se inmovilizan en un relleno cromatografico en la
columna, a través de la cual se hace pasar la muestra que contiene el antigeno,
es decir el analito de interés. Este es capturado y queda retenido en la
columna, mientras que le resto de los componentes de la muestra que no son
reconocidos por el anticuerpo eluyen sin retenerse. La deteccién de los
compuestos retenidos puede realizarse de diferentes formas, siendo la mas
usual su elusion con un agente de desercion para medir la respuesta en el

detector del cromatdgrafo.

La CLAR tiene distintas ventajas sobre la cromatografia de gases para el analisis
de compuestos organicos. En la cromatografia de gases, la fase modvil se
comporta como un gas ideal y no contribuye al proceso de separacién; solo
sirve como portador de los componentes de la muestra a través de la fase
estacionaria. Al contrario, el éxito en una separacion por cromatografia de
liqguidos depende de la eleccidon adecuada de los disolventes a emplear en la
fase movil y el tipo de fase estacionaria, que como se menciono anteriormente,
se dispone de un nimero considerable de posibilidades en la opcién de estas lo
que permite una mayor gama de mecanismos de separacion. Ademas, los
compuestos a ser analizados son disueltos en un liquido organico, y la mayor

parte de las separaciones se llevan acabo a temperatura ambiente y dado que
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la mayoria de los compuestos organicos son no volatiles o térmicamente
estables, pueden ser separados sin descomposicion o sin la necesidad de
sintetizar derivados volatiles. La mayor parte de los analisis farmacéuticos estan
basados en cromatografia de adsorcion y son completados en un tiempo menor
de 30 minutos. El tiempo de elusion de un compuesto puede ser descrito por el
factor de capacidad (k') que depende de la naturaleza quimica del analito, la
composicion y la velocidad de flujo de la fase moévil, ademas de la composicion
y el area de la superficie de la fase estacionaria. La longitud de la columna es
determinante de la resolucidon. Solo compuestos con diferentes factores de

capacidad pueden ser separados por CLAR. ¥

1. Equipo.

Un equipo moderno de CLAR dispone de uno o mas recipientes de vidrio de una
capacidad de 500 a 1000 mL para la fase mdvil, una bomba que empuja la fase
movil a través del sistema a alta presion, un inyector que introduce la muestra
a la fase mdvil, una columna cromatografica, un detector y un aparato para

recolectar los datos, como una computadora o integrador (Figura.2) Anexo. >

CLAR CARACTERISTICAS:

1. Sistema de bombeo. Las microparticulas de las columnas, entre 3 y 10 um,
desarrollan una alta resistencia a la presion durante la operacién. Esto
acarrea que sea necesario disponer de ciertos requisitos para el sistema de
bombeo empleado en CLAR e incluyen: (1) la generacidén de presiones por
arriba de 6000 psi (Ibs/in), (2) un flujo libre de pulsaciones, (3) un intervalo
de flujo de 0.1 a 10 mL/min., (4) simplicidad de operacion y reproducibilidad
del flujo mejor del 0.5 % relativo y (5) componentes resistentes a la
corrosion (juntas de acero inoxidable o teflén). Se utilizan tres tipos de
bombas, cada una con sus propias ventajas y desventajas: bombas
reciprocas (que se utilizan en aproximadamente el 90 % de los equipos de
CLAR), bombas de jeringa o de desplazamiento y bombas neumaticas o de

presién constante. Y
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2. Inyectores. A menudo, el factor limitante en la precisién de las medidas en
cromatografia de liquidos es la reproducibilidad con que se puede introducir
la muestra en la columna. El problema se agrava por el ensanchamiento de
banda que acompana a la sobrecarga de las columnas. Por ello, los
volimenes que se emplean han de ser pequefios de unas pocas décimas de
microlitro y ademas se debe introducir la muestra sin despresurizar el
sistema. Existen dos disefos de inyectores: los de desplazamiento y los de
aguja. Ambos pueden ser incorporados a un sistema de inyeccion manual o
automatico. Los inyectores de desplazamiento fuerzan la muestra hasta un
loop (un tubo de acero inoxidable de diametro interno pequefio y de
volumen fijo, lo que permite inyectar el mismo volumen de muestra), pero
presentan baja reproducibilidad cuando estan parcialmente llenos. En
consecuencia, es necesario cambiar fisicamente el loop para cambiar los
voliumenes de inyeccion. Los inyectores de tipo aguja conducen la muestra a
través del loop. Este mecanismo puede operar con precision con un loop

parcialmente lleno y es, por lo tanto, mas versatil. @

3. Columnas. La columna contiene la fase estacionaria necesaria para la
separacion deseada. Estan construidas con una pared gruesa de acero
inoxidable, el interior es liso, de didmetro interno uniforme y el relleno se
mantiene con filtros de acero poroso. La mayoria de las columnas para
cromatografia de liquidos tienen una longitud de 100 a 300 mm., aunque
hay mas cortas o largas. El diametro interno de las columnas es a menudo
de 4 a 10 mm y los tamaios de las particulas de los rellenos mas comunes
son de 3, 4 y 10 um. Tal vez la columna mas utilizada es la de 25 cm de
longitud y 4.6 mm de diametro interno, y empaquetada con particula de 5
um, las cuales tienen de 40000 a 60000 platos/metro. La columna por lo
comun se mantiene a temperatura ambiente y en algunos sistemas se
coloca en un horno cuya temperatura puede regularse. Recientemente, se
han empezado a fabricar columnas de alta resolucion, las cuales tienen

menores dimensiones que las anteriormente descritas. Estas columnas
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pueden tener diametros internos que oscilan entre 1 y 4.6 mm y se rellenan
con particulas de 3 o 5 pum. estas columnas tienen hasta 100000
platos/metro y presentan la ventaja de rapidez y minimo consumo de
disolvente. En muchas ocasiones, para aumentar la vida de la columna
analitica, se coloca delante una precolumna que elimina la materia en
suspension y los contaminantes de los disolventes. La composicion del
relleno de la precolumna debe ser semejante al de la columna analitica; sin
embargo, el tamafo de particula es por lo comun mayor para minimizar la

caida de presion.

4. Disolventes. En todas las formas de cromatografia, la calidad y la
manipulacién de los disolventes a emplear en la preparacion de la fase movil
es tan critica como cualquier parte del sistema cromatografico. A fin de no
degradar costosas columnas de CLAR y minimizar el ruido de fondo en el
detector, los disolventes utilizados deben ser muy puros. La primera rutina
que se debe llevar acabo con la fase mdvil. antes de introducirlos en el
recipiente, es la filtracién a vacio con filtros de tamafo de poro de 0.22 a
0.45 um para eliminar los gases y la materia en suspension. El tubo de
entrada al depdsito de los disolventes se protege con un filtro de poro fino
el cual retiene particulas de polvo mayores de 2 a 5 um. Las burbujas que
se forman por cambios de presidon o por mezclado de ciertos disolventes
interfieren en el funcionamiento adecuado de la columna y del detector. En
consecuencia, de manera sistematica se eliminan los gases de los
disolventes por medio de evacuacién, ebullicién, ultrasonido o purga con
helio (el cual es muy insoluble). Una separacion en que se utiliza un solo
disolvente o0 una mezcla de disolventes de composicion constante se
denomina una elucion isocrética. Con frecuencia, la eficiencia de la
separacion se aumenta notablemente por una elucion por gradiente. En este
caso una vez que comienza la elusion, se varia la relaciéon de los disolventes
empleados de forma programada, a veces continuamente y a veces
mediante una serie de etapas escalonadas. Los equipos de CLAR se

encuentran equipados con unos dispositivos que permiten introducir los
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disolventes desde dos o mas recipientes en una camara de mezcla a una
velocidad que varia continuamente y la relacion de volumen de los

disolventes se puede modificar lineal o exponencialmente con el tiempo.

5. Detectores. El detector ideal debe de ser (1) sensible a bajas
concentraciones de cualquier analito, (2) dar una respuesta lineal (sefal
proporcional a la concentracion del analito) en un amplio intervalo de
concentraciones, (3) de buena estabilidad y reproducibilidad, (4) de baja
respuesta a los cambios de temperatura, (4) con un tiempo de respuesta
corto y (5) de alta fiabilidad y de manejo sencillo. Los detectores en
cromatografia de liquidos son de dos tipos basicos. Los detectores basados
en una propiedad de la disolucion, que responden a una propiedad de la
fase movil, tal como el indice de refraccion, la constante dieléctrica o la
densidad, que se modifican por la presencia del analito. Y los detectores
basados en una propiedad del soluto, que responden a una propiedad del
analito, como la absorbancia ultravioleta, fluorescencia o intensidad de
difusion. Los sistemas de deteccion mas empleados en CLAR son los de
absorbancia ultravioleta-visible, arreglo de diodos, indice de refraccion y
electroquimicos, pero existen otros detectores que son capaces de
proporcionar informacion estructural, como por ejemplo el espectrometro de

masa. ¥

PARTES DEL UPLC.

El Sistema Acquity UPLC consiste de una bomba binaria de solventes, un
muestreador de 96 viales dividido en 2 platos independientes (A y B),
colocando la ubicacidon de los viales por coordenadas, es decir, Al, A2, etc.,
incluyendo un horno de columnas, detector PDA(arreglo de diodos) o
TUV(ultravioleta).”® (Fig 1) Anexo.

La bomba binaria de solventes usa 2 flujos independientes, es decir, las dos
bombas proporcionan el flujo necesario para ser utilizados con solventes
mezclados en gradientes bajo alta presion. Incluye un degasificador que igual

sirve para cualquiera de las 4 lineas de solventes seleccionados.
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Todo esto a un limite de 15,000 psi de presidn(alrededor de 1000 bar), esto es
una gran ventaja en particulas de 2um al eluir, ya que esto representa una
mejor resolucién en menor tiempo.

El muestreador incorpora una nueva tecnologia, la poca dispersion es
mantenida usando presidn a la hora de inyectar muestras y una serie de
transductores de presion facilitan el monitoreo y el diagnostico de las
inyecciones. El muestreador usa lo que se llama “aguja en aguja” que provee
de robustez y exactitud al momento de inyectar la muestras. Los ciclos de las
inyeccidnes son de 25 segundos con un lavado de agujas de 60 segundos que
proporciona una disminucion del llamado “carry over”,es decir, linea base mejor
definida sin tanto ruido. Las muestras colocadas en platos de muestreo por
coordenadas y dentro de una camara, se puede controlar la temperatura y luz.
Se puede inyectar desde 0.1pL hasta 20uL como maximo, ademas de controlar
flujos desde 0.1mL/min hasta 2.0 mL/min como maximo. En el horno de las
columnas se pueden alcanzar temperaturas hasta 65°C. El equipo PDA detector
es muy versatil que se puede acoplar a detector MS y disminuir las dispersiones
de las muestras.”

El TUV-vis detector y el PDA detector un nuevo soporte electronico, Ethernet
communications y una gran cantidad de datos para deteccion en UPLC pueden
ser usados, el detector del Sistema Acquity UPLC consiste de una celda de flujo

equivalente a una fibra dptica.”

1.1. Calculo de la concentracion de analito (estandares de

referencia).

La concentracién de analito en la muestra se puede calcular por diferentes

métodos, a saber:
e Normalizacién interna (estandarizacién interna)

e Estandar externo

e Estandar interno

30



Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacion de acido
acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC( Ultra Performance LC).

e Estandar agregado

La seleccion del método mas adecuado depende del tipo de muestra, del nivel

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

El método de la normalizacion interna, lamado también estandarizacion interna,
consiste en referir el contenido de analito al total de areas en el cromatograma.
Para ello se suman las areas de todos los picos presentes (exceptuando al pico
que corresponde al solvente) y el contenido de analito en la muestra se calcula

con:

A
P,=—-100

Donde P; es el porcentaje del componente ; en la mezcla, A es el area del
componente ;, y ZAi es la sumatoria de todas las areas del cromatograma. Este
método tiene, fundamentalmente, dos ventajas: no requiere estandar de
referencia y es muy preciso ya que los errores de inyeccién y de preparacion de
la muestra se compensan. En contrapartida tiene varias limitaciones: en primer
lugar, para obtener resultados medianamente exactos es necesario que todos
los componentes de la mezcla se separen en el sistema cromatografico elegido,
lo cual no siempre ocurre. Y en segundo lugar se requiere que todos los
componentes tengan el mismo factor de repuesta (fi). Es decir que si trabaja
con un detector UV, todas las sustancias deben tener el mismo valor de
absortividad a la longitud de onda elegida. Este caso suele darse pocas veces y
habitualmente con familias de compuestos o sustancias que estan muy
relacionadas. Por este motivo, a pesar de sus ventajas y de su amplia difusion
en CG con el detector de llama, este método practicamente no se utiliza en
CLAR.
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El método de estdndar externo es, sin lugar a dudas, el método de
cuantificaciéon mas utilizado en CLAR. Consiste en la preparacion de estandares
de concentracion semejante al analito en la muestra y en el ensayd
cromatografico de ambas, muestra y estandar, en las mismas condiciones
operativas. La concentracion de analito se determina comparando el area del
pico en cuestion con el area correspondiente al estandar de referencia. Es

decir:
Am CS
P= T D100

Donde P es el porcentaje de analito en la muestra, Ay, ¥ As son las areas de la
muestra y el estandar respectivamente, Cs es la concentracion del estandar y D
es un factor de dilucidon. Este método requiere, obviamente, la utilizacién de un
estandar de referencia y su exactitud dependera ampliamente de la calidad del
estandar utilizado. La precision de los datos que se obtienen depende tanto de
la preparacion de la muestra y el estandar como de la inyeccion de ambos, ya
que utilizando esta modalidad de trabajo, ninguna de las dos operaciones se
compensa. De hecho, la precision de esta metodologia es muy sensible a los
errores de inyeccion. Por ello, para mejorarla se suelen realizar varias
inyecciones, tipicamente tres inyecciones de estandar y dos inyecciones de cada
muestra. Ademas, para evitar la falta de precision originada en las variaciones
ambientales se pueden correr alternativamente muestras y estandar o intercalar
estandares después de un grupo de unas 5 o 6 muestras. (¥

El método de estandar interno consiste en agregar cantidades exactamente
medidas de sustancia asi denominada, tanto a la muestra como a un estandar
que contiene al analito, preparado con la misma concentracién que la muestra.
Para determinar la concentraciéon de analito en la muestra se calcula la relacion
de dreas de analito a estandar interno tanto en la muestra y como en el

estandar y se efectia el cociente entre ambas. Es decir:
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Donde P es el porcentaje de analito en la muestra, Ry, y Rs son las relaciones
de area de analito a estandar interno tanto en la muestra y el estandar
respectivamente, Cs es la concentracion del estandar y D es un factor de
dilucién. Este método requiere de patrones de referencia, al igual que el
método del estandar externo, por lo cual su exactitud dependera de la pureza
de los mismos. Ademas requiere del uso de otra sustancia, el estandar interno,
cuya pureza no tiene que ser tan controlada como la del patrén de referencia,

pero debe cumplir con los siguientes requisitos:

e No debe estar presente en la muestra

e Debe presentar un area similar al analito

e Debe fluir a un valor de k’ cercano al analito

e Debe resolverse completamente (R>1.5)

e Debe ser estable y quimicamente inerte

e Debe responder de forma semejante al analito con el detector

seleccionado

El método del estandar interno no es sensible a los errores de inyeccion debido
a que estos errores se compensan al utilizar relaciones de area, y en algunos
casos, pueden compensarse los errores generados en la preparacién de la
muestra cuando se realiza dilucion, extraccion y derivatizacion. La utilidad del
estandar interno para compensar los errores de dilucion es innegable, a un que
en el caso de la derivatizacidn y extraccion, los resultados deben manejarse con
cuidado por que es posible empeorar los resultados en lugar de mejorarlos. El
uso de estandar interno para compensar los errores de inyeccion es
practicamente obligado en CG porque el error de inyeccién es grande, pero

tiene menor sentido en CLAR donde éstos son mucho menores.

33



Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacion de acido
acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC( Ultra Performance LC).

El método del estandar agregado consiste en inyectar dos muestras para
realizar un andlisis, una de ellas es la muestra tal cual y la otra es la muestra a
la cual se agrega una cantidad conocida de estandar de referencia. Esta
segunda muestra se utiliza como estandar. La concentracion del analito en la

muestra se calcula de la siguiente manera:
A C
P=—"—-D 100
A A

Donde P es el porcentaje de analito en la muestra, An Y Ams Son las areas del
analito tal cual y la muestra a la que se le ha agregado estandar
respectivamente, Cs es la concentracion del estandar y D es un factor de
dilucion. Este método como el del estandar externo, tiene principalmente dos
desventajas: requiere el uso de un estandar de referencia y es sensibles a los
errores de inyeccidon y preparacion de la muestra. A pesar de que es mucho
menos utilizado resulta el método de eleccion cuando la matriz de la muestra es

muy compleja y lleva a cambios o deformaciones en los picos. ¥

1.2. Validacién de métodos analiticos.

La validacion de los métodos analiticos aparecioé en la quimica analitica desde
los afios 50. La necesidad de evaluar la confiabilidad de un método de
cuantificacion para asegurar y documentar la calidad de la ejecucion analitica,
llevd de manera directa al concepto de validacidn de un método analitico. Se
entiende por validacion a la evidencia documentada establecida que
proporciona un alto grado de confianza que en un proceso especifico se
obtendra consistentemente un producto con las especificaciones y atributos de
calidad predeterminados. La validaciéon implica validar el Sistema de Medicion y
el Método de Medicion, por lo que es necesario definir y diferenciar estos

conceptos. El Sistema de Medicion, también llamada Técnica de Medicidn, es el
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procedimiento donde se asocia la concentracion de la sustancia de interés a un
valor especifico de una propiedad fisica o quimica y en los métodos
espectrofotométricos es conocida como curva de calibracion. EI Método de
Medicion, consiste en cuantificar la sustancia de interés en un tejido, fluido o
lugar. Se deben utilizar, en el estudio de validacién, materiales de referencia

bien caracterizados con pureza documentada.

1.2.1.Pardmetros de validaciéon de métodos analiticos.

De inicio, proceder a llevar a cabo la calificacion de instalacion del instrumento
de medicién, considerando todos aquellos factores mecanicos, eléctricos y

electrénicos que pudieran afectar el desempefio del instrumento, a saber:”*?

e Adecuacion de la instalacion eléctrica.
e Tuberias, conexiones y entradas de servicios.
e Celdas, detectores y potencia de lamparas.

e Estandares de calibracion adecuados.
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DESARROLLO E INVESTIGACION DE LA TECNICA ANALITICA.

El desarrollo se baso fundamentalmente en el hecho de poder retardar la
degradacion del &cido acetilsalicilico a acido salicilico, desde el momento de la
preparacion de la muestra hasta realizar las inyecciones en el equipo UPLC. Se
plantearon diversas fases diluentes en las cuales poder disolver la muestra de
acido acetilsalicilico, y una vez disuelta ver el coeficiente de variacién de al
menos 20 inyecciones de estandar acido acetilsalicilico, el cual no deberia ser
mayor a 2.0 %., ademas de ver ventajas y desventajas entre estas.

A) 97% de acido férmico 10mM : 3.0% de acetonitrilo.
Ventajas:

» Répida preparacion.

» Disolucion rapida.

» El coeficiente de variacion menor de 1.0 %.

» Retarda la degradacion del acido acetilsalicilico.
Desventajas:

» Debido a su toxicidad se elimino esta fase diluente.

B) 97% de acido fosforico 5mM, pH=3.0 : 3.0% de acetonitrilo.
Ventajas:

» Poca toxicidad.

> El coeficiente de variacion menor de 2.0 %.
Desventajas:

» Lenta preparacion.

» Disolucion lenta.

» No retarda la degradacion del acido acetilsalicilico.

C) 97.0 % &cido citrico 10 mM : 3.0% de acetonitrilo.

Ventajas:

Muy poca toxicidad.

El coeficiente de variacion menor de 2.0%.

Rapida preparacion.

Disolucién rapida.

Retarda eficientemente la degradacién del acido acetilsalicilico.

YV VVYY

Desventajas:
» Ninguna.
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PREPARACION DEL ESTANDAR Y LAS MUESTRAS.

La manera de preparar las muestras junto con el estandar es de la siguiente
manera:

Estandar:

Pesar 25.0 mg de acido acetilsalicilico vaciar en un matraz volumétrico de 50
mL, agregar un poco de Fase diluente y agitar con Vortex hasta la completa
disolucion, aforar con la fase diluente.

Muestras:

Pesar y sacar promedio de 20 tabletas, pesar del polvo el equivalente a 156 mg
de acido acetilsalicilico ( 100 mg de polvo), vertir en matraces yodométricos
con tapdn, agregar alicuota de 20mL de solucion diluente y agitar por 10
minutos mecanicamente., colocar en tubos de centrifuga y centrifugar a 2615
rpm por 10 minutos, tomar una alicuota de 1 mL del sobrenadante y colocar en
matraces volumétricos de 10 mL, aforar con fase diluente.

Colocar en viales, estdndar y muestras filtrando con filtros de jeringa de nylon
de 0.45um.

Condiciones del equipo:
e Equipo UPLC PDA 2996
Columna Acquity Cig BEH 2.1 x 50mm, 1.7um
Volimen de inyeccion: 1.0 uL
Temperatura de la columna 30.0° C
Flujo: 0.5 mL/ minuto
Fase movil: 80 % Heptansulfonato de sodio 10mM, pH= 3.45 y 20%
Acetonitrilo
Longitud de onda: 245 nm
Lavado Fuerte: 90 % Acetonitrilo : 10% Agua
Lavado Débil: 10 % Acetonitrilo : 90% Agua
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PROBLEMA RESUELTO

El presente trabajo surge como una necesidad del laboratorio de contar con
una técnica analitica validada para la determinacion de &acido acetilsalicilico en
tabletas solubles.

Debido a que se noto que las corridas en CLAR requerian de mas tiempo,
trayendo consigo mas gasto de reactivos, solventes (toxicicidad), resultados
mas tardados., y al contar con equipos UPLC pero al no tener una técnica
validada de acido acetilsalicilico tabletas solubles, se empez6 a desarrollar la
técnica analitica con los equipos UPLC, para comparar equipos y columnas, se
noto lo siguiente:

Los andlisis con columnas de CLAR tienen las siguientes caracteristicas:

Mayor longitude 3.9 x 250mm C;g Symmetry.

Mayor Tiempo de Analisis

Menor Resolucion

Menor Presion

Mayor Consumo de Disolvente, flujos de trabajo de 2.0 mL/min

Mayor tamafio de particula, 5 um

ouhkkwhpE

Los analisis con columnas UPLC tienen las siguientes caracteristicas:

Menor longitud de columna.

Menor tiempo de analisis, corridas de 2 minutos aproximadamente

Mayor resolucion

Menor consumo de disolventes

Menor toxicidad al usar fases inversas con mayor proporcién acuosa en

Amortiguadores.

Menor tamafio de particula 1.7um, didmetro de 1.0mm y 2.0 mm X

150mm Cyg Acquity BEH

7. Excelente resolucién y forma de pico, distribucion de tamafio de particula
estrechas y la operacién se realiza a altas presiones, aprox 8000-
10000psi

gRrONMRE

o

Por lo que se decidi6é validar la técnica analitica en equipos UPLC PDA detector
arreglo de diodos y asi se optimizar el andlisis.
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Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacion de acido
acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC( Ultra Performance LC).

OBJETIVOS

Objetivo General:
Disefiar y validar una técnica analitica para la determinacion de &cido
acetilsalicilico en tabletas solubles, por cromatografia de liquidos de ultra
resolucion (UPLC).

Objetivos Particulares:

» Cambio de columnas CLAR a UPLC, concentracién de fases mdviles.

» Reducir y optimizar tiempos de analisis.

» Disminuir costos de reactivos, toxicidad(proteger el medio ambiente,
usando fases inversas con mayor proporcion acuosa que solvente
organico), y horas de analisis.

» Disminuir los residuos de los andlisis al manejar flujos de 0.3 a
0.5mL/min y volumenes de inyeccidén de 1 a 5pL.
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DISENO EXPERIMENTAL

Tipo de estudio:
e Experimental
e Prospectivo
e Longitudinal

Poblacion: Tabletas solubles de acido acetilsalicilico, 300mg.

Criterios de exclusion: Tabletas acido acetilsalicilico 500mg, gragea
recubierta de acido acetilsalicilico, 500mg y otras presentaciones.

Criterios de inclusion: Tabletas solubles de &cido acetilsalicilico, 300mg.

Variables
Dependientes.
e Tiempos de andlisis.
e Resolucion de picos de interés(acido acetilsalicilico y salicilico).
e Estabilidad de la muestra
e Platos tedricos de la columna

Independientes:
e Seleccion de reactivos menos toxicos.
e Cantidad de desechos de analisis.
e Determinacion de acido salicilico como producto de degradacion.

Materiales:

Equipo:

» Acquity UPLC PDA 2690 Detector conectado a computadora con
procesador Pentium 4, Windows XP Profesional, Empower.
» Columna UPLC BEH Cig 2.1 x 50mm, 1.7um

Reactivos:

Acetonitrilo CLAR., marca EMD lote 45262 AX0145-1

Agua CLAR., Millipore membrana 0.45um.

Heptansulfonato sodico., marca SIGMA lote 014K5409

Acido citrico anhidro., marca Fermont lote 416202

Acido ortofosforico 85%., marca Merck lote k33963070 445
Estandar secundario de acido acetilsalicilico., marca Helm lote
FRH0531411.

7. Estandar secundario de acido salicilico., marca Merck lote 844.
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Material:

e Matraces volumétricos de vidrio de 100mL, PIREX
Matraces volumétricos de vidrio de 50mL, PIREX
Matraces volumétricos de vidrio de 10mL, PIREX
Pipetas volumétricas de 3mL, PIREX
Pipetas volumétricas de 1mL, PIREX
Vortex
Matraces conicos con tapa de 250mL, PIREX
Parrilla de agitacion
Centrifuga STIRRER
Embudos de plastico
Balanza Analitica, Sartorius

Método:

Esta cimentado en un protocolo de validacion basandose en la guia de ICH4,
optimizando el numero de ensayos necesarios para dar credibilidad a los
resultados.*®

El nUmero de ensayos esta limitado para que los resultados entren en rango de
validacion y pruebas estadisticas. La propuesta experimental propone un
namero minimo de ensayos, dando suficientes resultados para responder los
diferentes criterios analiticos del método.

En el disefio del trabajo experimental, el primer parametro a considerar es la
especificidad.

Esta dedicado a herramientas analiticas como, espectrofotbmetro de masas,
detector de arreglo de fotodiodos (PDA), para investigar la identidad y pureza
de diferentes sustancias. El Empower PDA, tiene la opcion de procesar la
informacion de la validacion.
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DISENO ESTADISTICO

LA ADECUABILIDAD (funcionamiento exacto de los componentes del
equipo):

Se lleva a cabo de acuerdo con lo consignado en la Farmacopea de los Estados
Unidos Mexicanos 82 edicion, las guias de validacion FDA o las especificaciones

del fabricante del instrumento.

LA VALIDACION DEL SISTEMA DE MEDICION:

Consiste en determinar la linealidad y precision. La precision del sistema de
medicién, es el grado de concordancia entre mediciones analiticas individuales
obtenidas bajo las mismas condiciones de medicién, cuando el procedimiento se
aplica repetidamente a diferentes muestreos de una muestra homogénea de la
solucién patréon. Se expresa en términos de desviacion estandar o del
coeficiente de variacion (CV). Para determinar la precisién del sistema de
medicién, un analista debe preparar de manera independiente por lo menos
seis diluciones a partir de la misma solucidn patrén, correspondiste al 100 % de
lo establecido en la linealidad del sistema de medicion y medir su propiedad
bajo las mismas condiciones de medicién. En este caso el coeficiente de

variacion debe de ser:

e Sistema de medicidn cromatografico < 2 %.
e Sistema de medicidon quimico y espectrofotométrico < 3 %.
e Sistema de medicién microbioldgico < 5 %.

e En muestras bioldgicas (como plasma, orina u otra matriz) < 15 %.
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Procedimiento:

Tabular los resultados con base al siguiente formato:

Propiedad medida Porcentaje del metabolito

(y)

Calcular la suma de la propiedad medida (Xy) y determinar el nimero de

mediciones (n).

2y= n=

Calcular la media aritmética y la desviacion estandar de la propiedad medida

con las siguientes ecuaciones:

Calcular el coeficiente de variacion con:
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LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION:

Consiste en determinar si existe relacion lineal entre la concentracién y una

propiedad fisica, quimica y/o bioldgica de la muestra. Para determinar la

linealidad de la técnica de medicién, un analista debe preparar de manera

independiente, por lo menos tres diluciones por duplicado a partir de una

solucién patrén, midiendo su propiedad bajo las mismas condiciones de

medicion. "3

e La relacién entre la concentracion y la propiedad medida, debe ser
altamente significativa.

e Es recomendable que la ordenada al origen de la regresién lineal simple,
concentracion y propiedad medida, sea estadisticamente igual acero.

e El coeficiente de determinacion (r?) de la relacién lineal simple debe ser

mayor a 0.98.

o Sielr’es > 0.98 %, el sistema de medicion tiene buen ajuste.

o Sielr’es < 0.98 %, el sistema de medicion tiene falta de ajuste.

En la practica, se construye una curva de calibracién de una misma solucién
patrén utilizando cuando menos cinco diluciones y haciendo el analisis por
duplicado para cada dilucion. El intervalo entre las concentraciones a analizar

depende del rango de trabajo. "3
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Procedimiento:

Tabular los resultados con base al siguiente formato:

Propiedad medida Cantidad adicionada

(x) (y)

Calcular la suma de la propiedad medida (Xx;), la suma de cuadrados de la
propiedad medida (=x?), la suma de la cantidad adicionada (Zyi), la suma de
cuadrados de la cantidad adicionada (Zy?), la suma del producto de la
propiedad medida por la cantidad adicionada (Zxiy;), determinar el numero de
cantidades adicionadas (t), el numero de determinaciones por cantidad

adicionada (r) y el numero de pares ordenados (n).

Calcular el valor de la pendiente (m) y el valor de la ordenada al origen (b), con

las siguientes ecuaciones:

m = n (inyi) - (in) (Zyi) zyi in
n (£x°) - (£x)° b=—--m——
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Calcular la suma de cuadrados de regresion (SCR), la suma de cuadrados de
error de regresion (SCER) y la suma de cuadrados del total (SCT) con las

siguientes ecuaciones:

SCR = mZ[inz . @2]

n
SCER = Xy’ -m3xy - b3y

2
SCT =2V - (ii')

El coeficiente de determinacion (r%)

m?2 I:Zx_z (ZXi)z:l
2_ =X
SCR _ SCR _ n

2
"=SCT ~SCR+SCER ~ )
Zyiz _ (zr:]y|)

e Construir la tabla de andlisis de varianza (ANADEVA) con base al
siguiente formato y establecer una decision con forme a la siguiente

regla:
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GRADOS
FUENTE DE DE SUMA DE MEDIA DE F
VARIACION CUADRADOS | CUADRADOS | CALCULADA
LIBERTAD
Regresion 1 SCR MCR = SCR MCR/MCER
Error de MCER =
- n-2 SCER
regresion SCER/n - 2

o Sila F calculada para la regresiéon es > a la F de tablas existe una

relacion lineal significativa entre la cantidad medida y la cantidad

adicionada. Hay linealidad del Sistema de Medicion.

o Sila F calculada para la regresion es < a la F de tablas no existe

una relacién lineal significativa entre la cantidad medida y la

cantidad adicionada. No hay linealidad del Sistema de Medicion.
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LA VALIDACION DEL METODO DE MEDICION:
Consiste en determinar la exactitud, la linealidad, limite de deteccion, limite de
cuantificacion, la precision (reproducibilidad y repetibilidad) y la estabilidad de

la muestra de andlisis. "3

LA EXACTITUD DEL METODO DE MEDICION:

Consiste en determinar si existe concordancia absoluta entre el porcentaje
recuperado y el porcentaje adicionado. Para ello se calcula el porcentaje de
recobro de al menos diez determinaciones de un minimo de tres
concentraciones diferentes, también es posible realizar la exactitud a un

porcentaje definido.

Procedimiento:

Tabular los resultados con base al siguiente formato.

Cantidad adicionada Cantidad recuperada

Para cada cantidad recuperada calcular el porcentaje recuperado (y;) de la

siguiente manera.

Porcentaje recuperado = Cantidad recuperada X 100
Cantidad adicionada

Calcular la suma del porcentaje recuperado (Zy;) y el nimero de

determinaciones (n).
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Y = n=

Calcular la media aritmética y la desviacidon estandar del porcentaje recuperado

con las siguientes ecuaciones.

Al determinar el valor absoluto de la ¢ (%ac) mediante la siguiente ecuacion:

100y

cac — / S

In

t

donde y y s son la media aritmética y la desviacion estandar del porcentaje
recuperado, respectivamente; y el valor de ¢ en tablas al 95 % con n-1 grados

de libertad, se establece una decisidon con base a la siguiente regla:

e Si el valor absoluto de la &ac €s mayor o igual al valor de la ¢ de tablas,
el método de medicion es inexacto.
e Si el valor absoluto de la &ac es menor al valor de la ¢ de tablas, el

método de medicion es exacto.

La /inealidad del método de medicion es la relacién que se establece por medio
de una recta, entre una propiedad medible (cantidad recuperada) y el valor real

dela

propiedad (cantidad adicionada). Para que exista linealidad del método de

medicion:
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e La relacién lineal simple cantidad adicionada y cantidad recuperada debe
ser altamente significativa, es decir, la F calculada debe ser mayor que la
F de tablas.

e El coeficiente de determinacion de la relacién lineal simple de la cantidad

adicionada y cantidad recuperada debe mayor al 98.0 %.

Si la F calculada es mayor que la F de tablas pero el coeficiente de
determinacidon es menor al 98.0 %, hay linealidad pero el método de medicion
tiene falta de ajuste. Si y solo si hay linealidad, independientemente de la falta
de ajuste, se puede seguir evaluando la linealidad del método de medicion,
para ello es necesario revisar el valor de la pendiente y de la ordenada al

origen:

e La ordenada al origen de la relacién lineal simple cantidad adicionada y
cantidad recuperada, debe ser estadisticamente igual a cero.
e La pendiente de la relacién lineal simple cantidad adicionada y cantidad

recuperada, debe ser estadisticamente igual a uno.

Cuando la pendiente es diferente de uno, el método de medicidn tiene error
sistematico consistente. Si la ordenada al origen es diferente de cero el método

de medicion tienen error sistematico constante.” 3

La /inealidad del método de medicion se realiza con placebos adicionados del
principio activo (placebos cargados), cada uno de manera independiente,
cuando menos a cinco diferentes concentraciones, incluyendo el 100 %,
haciendo los analisis por duplicado de cada concentracién. En quimica clinica es
comun el uso de muestras bioldgicas controles y calibradores para establecer la

linealidad del

método de medicion, si calculamos los valores recuperados a partir de la recta

de calibracion, es posible establecer la linealidad del método de medicién si se
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realiza un analisis de regresion entre los valores calculados y los valores reales
de las muestras bioldgicas controles y/o calibradores.”

Procedimiento:
Tabular los resultados con base al siguiente formato.

Cantidad adicionada Cantidad recuperada Total

(x) (y) (Ti)

Calcular la suma de la cantidad adicionada (Zx;), la suma de cuadrados de la
cantidad adicionada (=xi%), la suma de la cantidad recuperada (Zyi), la suma de
cuadrados de la cantidad recuperada (Zyi?), la suma del producto de la cantidad
adicionada por la cantidad recuperada (Zxyy;), la suma de cuadrados de los
totales (XT?) y determinar el nimero de cantidades adicionadas (t), el numero

de determinaciones por cantidad adicionada (r) y el numero de pares
ordenados (n).

TX; = Sy =
X = Ty =
IXiY; = TP =
= r=
n=tr=

Calcular el valor de la pendiente (m) y el valor de la ordenada al origen (b), con
las siguientes ecuaciones:

10
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m = n (inyi) - (in) (Zyi) ) zyi X

n (2x?) - (2x)° b=- -m—p—

Calcular la suma de cuadrados de regresion (SCR), la suma de cuadrados de
error de regresion (SCER) y la suma de cuadrados del total (SCT) con las

siguientes ecuaciones:

n

SCR = mZ[ZXiZ . @2]
SCER = Zin -m inyi -b Eyi

2
SCT =2V _ (ii')

El coeficiente de determinacion (r?)

m? I:Ex_z (in)z:l
2 _ A
SCR SCR n

=SCT ~SCR+SCER
2 (Zyi)z
sy? _ -

Calcular la suma de cuadrados del error puro (SCEP) y la suma de cuadrados de

la falta de ajuste (SCFA) con las siguientes ecuaciones.

T2
SCEP =¥ - =1

SCFA = SCER - SCEP

Donde r = numero de replicaciones.

11
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Al construir una tabla de ANADEVA con el siguiente formato y al determinar los

valores de F se establece una decision con base a la siguiente regla:

FUENTE DE | GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE F
VARIACION LIBERTAD | CUADRADOS | CUADRADOS | CALCULADA
Regresion 1 SCR MCR = SCR MCR/MCER
Error de MCER =
) n-1 SCER
regresion SCER/n -2
Falta de MCFA =
_ (n—2)-t(r-t) SCFA MCFA/MCEP
ajuste SCFA/g.l.F.A.
MCEP =
Error puro t(r-1) SCEP
SCEP/g.l.E.P.

e Si F calculada para la regresion es > que la F de tablas existe una
relaciéon lineal significativa entre la cantidad adicionada y la cantidad
recuperada. Hay linealidad del método de medicion.

e Si F calculada para la regresidon es < que la F de tablas no existe una
relacion lineal significativa entre la cantidad adicionada y la cantidad

recuperada. No hay linealidad del método de medicion.

e Sir’es > a96.0 %, hay linealidad y el método de medicién tiene buen
ajuste.

e Sir’es < a96.0 %, hay que evaluar la F calculada de la falta de ajuste.

Si la F calculada de la falta de ajuste es mayor que la F de tablas, hay linealidad
y el método de medicion tiene mal ajuste. Si la F calculada de la falta de ajuste
es menor que la F de tablas, hay linealidad y el método de medicién es

impreciso. /3

12
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Calcular el intervalo de confianza para la pendiente (I.C.M.) y el intervalo de

confianza para la ordenada al origen (I.C.B.) con las siguientes formulas y

tomando una decisidon con base a la siguiente regla:

Donde S, es.

Y el termino S yx es:

Donde S, es:

.C.M. = m+1.95S _

1/2

1
m yiIx (

(20)- 5

SCER

1o 1/2
S yix = (MCER)™ = <r17)

.C.B. = b +1.95S,

13
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1/2

0]
T
I
wn
|

Y el término S es:

SCERY"
S = (MCER)"? :< — )

e Si el intervalo para la pendiente abarca el uno el método de medicion
carece de error sistematico consistente, si el intervalo no abarca uno el
método de medicidn tiene error sistematico consistente.

e Si el intervalo para la ordenad al origen abarca el cero el método de
medicion carece de error sistematico constante, si el intervalo no abarca

cero el método de medicion tiene error sistematico constante.

EL LIMITE DE DETECCION DEL METODO DE MEDICION:

Es la minima concentracion de una sustancia en una muestra que bajo las
condiciones de operacion establecidas, puede ser detectada pero no
necesariamente cuantificada. Para establecer el limite de deteccion del método
de medicidn se evalla la cantidad recuperada de la sustancia de interés, como

minimo a tres cantidades adicionadas por triplicado y determinando la

14
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respuesta de al menos cinco blancos o placebos preparados de manera

independiente. 73

Procedimiento:
Tabular los resultados con base al siguiente formato.

Concentracion Propiedad medida

(x) (y)

Blancos

Calcular la suma de la concentracion (Zx), la suma de cuadrados de la

concentracion (=x?), la suma de la propiedad medida (Zy;), la suma de
cuadrados

de la propiedad medida (Zyi%), la suma del producto de la concentracién por la
propiedad medida (Zxiy;), determinar el nimero de concentraciones (t), el
numero de replicas por concentracion (r), el nUmero de pares ordenados (n), la

suma de los blancos (£Z), la suma de cuadrados de los blancos (2Z?) y el
numero de blancos (n").

2Xi = Zyi =
X = Elyi2 =
2XiYi = t=

15
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r= n=tr=
ZZi= ZZi2=

Calcular el valor de la pendiente (m).

m = n (inyi) - (in) (Zyi)
n (2x7) - (Zx)°

Calcular la desviacién estandar de los blancos (DEb) y calcular el limite de

deteccidn (LD), con las siguientes ecuaciones:

bz e2f
n'(n-1)

3 (DEb
D :g
m

EL LIMITE DE CUANTIFICACION DEL METODO DE MEDICION:

Es la menor concentracién de la sustancia en una muestra que puede ser
determinada con exactitud y precision aceptable, bajo las condiciones de
operacion establecidas. Se evalla la respuesta de la sustancia de interés a
partir del limite de deteccion. Considerar como minimo tres diluciones por
quintuplicado, partiendo de una misma solucién patrén y determinando la
respuesta contra dos blancos preparados de manera independiente. La
determinacion se efectlia por un mismo analista, bajo las mismas condiciones

de operacion.

16
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Procedimiento.
Con los datos de linealidad del sistema de medicién (curva de calibracién), se

determina el valor tedrico de la propiedad medida para las diluciones

seleccionadas.

Dilucién Valor tedrico de la propiedad medida

Tabular los valores experimentales de la propiedad medida (y;) que se

obtuvieron para cada dilucion.

Dilucidn Valor experimental de la propiedad medida

Para cada dilucién calcular la suma de los valores experimentales de la

propiedad medida (Xy;) y el nUmero de determinaciones (n).

17
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2Yi= n=

Calcular para cada dilucién la media y la desviacidon estandar con las siguientes

ecuaciones.

VT.-y
tcalc - S
()

Donde V.T. es el valor tedrico de la propiedad medida correspondiente a la

dilucién que se evalla.

Determinar el valor de la ¢ de tablas al 95.0 % con n-1 grados de libertad,

estableciendo un criterio en base a la siguiente regla:

e Si el valor absoluto de la &z = al valor de la t de tablas, se concluye que
bajo las condiciones de operacidon establecidas, la concentracion
estudiada no se cuantifica con exactitud y precisioén aceptable.

e Si el valor absoluto de la &ac < al valor de la t de tablas, se concluye que
bajo las condiciones de operacidon establecidas, la concentracion

estudiada es cuantificada con exactitud y precision aceptable.

18
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e El limite de cuantificacion sera la concentracidon estudiada mas pequena,
que bajo las condiciones de operacion establecidas, puede cuantificarse

con exactitud y precision.

LA PRECISION DE UN METODO DE MEDICION:

Es el grado de concordancia relativa entre resultados individuales de una
muestra homogénea del producto. La precision es también una medida del
grado de reproducibilidad y/o repetibilidad del método analitico bajo
condiciones normales de operacion. La reproducibilidad es la concordancia
relativa entre determinaciones independientes, realizadas bajo condiciones
diferentes de analisis, como diferentes analistas, diferentes dias, diferentes
equipos, etc. La repetibilidad es la concordancia relativa entre determinaciones
independientes realizadas bajo las mismas condiciones de prueba. Para realizar
la precisién del método analitico se requiere trabajar de manera independiente,
partiendo de una muestra homogénea del producto de preferencia cercana al
100 % de la concentracion tedrica o a una concentracidon conocida y realizar
por triplicado cada muestra considerando las variables o /actores que se desean
analizar y evaluar. Cada factor por analizar debe tener al menos dos niveles o
clasificaciones, con estos niveles, se construye una matriz de tratamiento y a
partir de ésta se realiza un disefio de experimentos con dos criterios de

clasificacion. 713
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Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacion de acido
acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC( Ultra Performance LC).

MATRIZ DE TRATAMIENTO.

FACTOR 2

FACTOR 1

NIVEL 1

NIVEL 2

NIVEL 1

Resultado 1
Resultado 2

Resultado n

Resultado 1
Resultado 2

Resultado n

NIVEL 2

Resultado 1
Resultado 2

Resultado n

Resultado 1
Resultado 2

Resultado n

Una forma comun de evaluar la precisién de un método de medicidén consiste

en usar como factores de prueba a analistas y dias. Para ello, al menos dos

analistas con pericia suficiente se les asignan por lo menos dos dias para que

cuantifiquen como minimo por triplicado un mismo producto. Con estos factores

se tiene la siguiente matriz de tratamientos:

DIA

ANALISTA

1

2

Resultado 1
Resultado 2

Resultado n

Resultado 1
Resultado 2

Resultado n

Resultado 1
Resultado 2

Resultado n

Resultado 1
Resultado 2

Resultado n
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Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacion de acido
acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC( Ultra Performance LC).

El modelo estadistico para evaluar la precisién del método de medicién es:

Yik = p + A+ Digy + Biq)

Donde:

Yix = el k-ésimo resultado realizado por el i-ésimo analista el j-ésimo dia.
u = media general.

A = efecto del i-ésimo analista sobre el recobro experimental.

Dyj) = efecto que tiene sobre el recobro experimental el j-ésimo dia de un

analista dado.

Exij = error experimental.

Procedimiento.

Calcular la suma de los valores para cada analista (y;), la suma de los valores

de la combinacién Dia-Analista (y;), la suma total de los datos (y...) y la suma

de cada dato elevado al cuadrado (Z=2y%).

yl.. = yll. =

y2.. = yl12. =

Y... = y21. =
y22. = Ty =

Anotar el nimero de analistas (a), dias (d) y repeticiones (r).
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Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacion de acido

acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC( Ultra Performance LC).

Calcular la suma de cuadrados del analista (SCA;) con la siguiente ecuacion.

SCA, =

Ty2..

2

ye..

dr

adr

Calcular la suma de cuadrados del dia anidado en el analista (SCDys)), por

medio de la siguiente ecuacion.

SCD,

I3y’

oy

i = r

rd

Calcular la suma de cuadrados del error (SCEy;), con la siguiente ecuacion.

SCE

k(i)

D)%) SN

I3y’

Con los datos anteriores construir una tabla de ANADEVA con forme al siguiente

formato y establecer las decisiones con base a las siguientes reglas:

GRADOS
FUENTE DE DE SUMA DE MEDIA DE F
VARIACION CUADRADOS | CUADRADOS CALCULADA

LIBERTAD

. MCA| = SCAi/a- FA; =
Analista a-1 SCA;
1 MCA/MCDy)
, MCDyg) = FDj(i) =
Dia (d-1)a SCDy; 0
SCD]-(i)/(d—l)a MCDj(i)/MCEk(ij)

Error MCEk(ij) =

(k - 1)ad SCEk(ij)

experimental

SCEk(ij)/(k—l)ad

22




Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacion de acido
acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC( Ultra Performance LC).

e Si FA; 2 F de tablas. El método analitico no es reproducible por los
analistas.

e Si FA; < F de tablas. El método analitico es reproducible por los analistas.

e Si FDj; > F de tablas. El método analitico no es reproducible en distintos
dias por un mismo analista.

e Si FDyj; < F de tablas. El método analitico es reproducible en distintos

dias por un mismo analista.

La variacion en el método analitico debido a los analistas se estima de la

siguiente manera.

MCA, - MCD
rd

I10]

Variacion interanalista = +/- J

La variacion en el método analitico debido a los dias para un mismo analista es:

i) ~ MCE

r

k(i)

o, B MCD
Variacion interdias = +/-

La repetibilidad del método analitico se determina, calculando la media general
y la desviacion estandar total, para finalmente obtener el coeficiente de
variacion del método analitico que no debe ser mayor al 3 % para métodos

analiticos y no mayor del 15 % para métodos bioanaliticos. ™3

Media general = p = YT

nEzsY, 2 -(v..)’
nn-1)

Desviacion estandar total = s =
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Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacion de acido
acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC( Ultra Performance LC).

donde n = (a) (d) (r)

Calcular el coeficiente de variacion del método analitico con la siguiente

formula.

LA ESTABILIDAD DE LA MUESTRA DE ANALISIS DEL METODO DE
MEDICION:

Consiste en determinar las condiciones donde la muestra para analisis mantiene
constante su propiedad medible con respecto al tiempo. En esencia esta prueba
consiste en almacenar las muestras para analisis en distintas condiciones de
temperatura y luz durante un tiempo definido de antemano y determinar la
diferencia en los resultados con respecto a una muestra cuantificada en
condiciones optimas de operacién. El procedimiento consiste en analizar por el
método analitico, al menos por triplicado, una muestra a una concentracion
conocida y definida. Almacenar las muestras analizadas bajo distintas
condiciones (por ejemplo a temperatura ambiente, refrigeracién, congelacion,
protegidas de la luz, etc.), durante un tiempo preestablecido por el analista.
Reanalizar las muestras bajo las mismas condiciones de operacion utilizando
una solucidon patrén recientemente preparada, para cada tiempo, de acuerdo a

la establecido en el

método analitico. La determinacidon debe ser efectuada por un mismo analista.
La muestra es estable si la valoracion de las muestras reanalizadas es

estadisticamente equivalente a la valoracion inicial. "3

Hay varias formas para determinar si existe deferencia entre la valoracién inicial
y cada una de las condiciones de almacenamiento. Es posible usar cualquiera

de las siguientes pruebas:
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Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacion de acido
acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC( Ultra Performance LC).

e Prueba tde Dunnet.
e Analisis de varianza de un factor y comparaciones multiples.

e Prueba de ¢para dos medias.

Para determinar las condiciones donde la muestra de analisis del método de
medicion es estable, es necesario realizar los calculos del analisis de varianza de

un factor y las comparaciones contra un control o prueba de ¢de Dunnett.

Como existen restricciones de calculo para la t de Dunnett es necesario tener

ciertas consideraciones:
e Ademas del control, se deben ensayar al menos dos condiciones de
almacenamiento.
e Tanto control como cada condicion de almacenamiento debe analizarse

al menos por triplicado.

El modelo estadistico para evaluar la estabilidad de la muestra de analisis del

método de medicion es:
Y = p+ (i + Ej(i)
Yij = el j-ésimo resultado obtenido bajo la i-ésima condicion de almacenamiento.
u = Media general.
1; = efecto de la i-ésima condicion de almacenamiento.
Ejq) = error experimental.

Tomadas las consideraciones anteriores se procede de la siguiente manera.

e Definir al menos dos condiciones de almacenamiento.
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Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacion de acido
acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC( Ultra Performance LC).

e Realizar el proceso de cuantificacion de la muestra en condiciones de

trabajo al menos por triplicado.

e Someter por triplicado, muestras de analisis a las diferentes condiciones

de almacenamiento.

e Determinar el porcentaje de recobro.

e Tabular los resultados obtenidos.

MUESTRA

CONTROL CONDICION 1 CONDICION 2 CONDICION i
.................... Y1 T 2T e 2T ——
.................... Yi e Y22 Y32 | e Yi2
.................... Y13 e Y23 Y33 | e Yi3
.................... Yin; RUTTRRRI £1 " vererrereeineeennens Y31 vereerereeineeenenn YiN
SUMA DE | SUMA DE | SUMA DE | SUMA DE
VALORES VALORES VALORES VALORES
(Y1) (Y2e) (Y3) (Yie)

Calcular la suma de los valores para cada condicién de almacenamiento (y:.), la

suma total de los datos (y..) y la suma de cada dato elevado al cuadrado

(==y%)).

Determinar el niumero de tratamientos n =

repeticiones para cada tratamiento y el

Determinar los siguientes valores.

Y2. =
Yi. =
SRy =
, €l nimero de
total de repeticiones N =
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n; Zzyzij N

Para evaluar el efecto de cada una de las condiciones de almacenamiento sobre
la estabilidad de la muestra se calculan los valores requeridos para la tabla de
ANADEVA siguiente:

GRADOS
FUENTE DE MEDIA DE F
3 DE SUMA DE
VARIACIO CUADRADO | CALCULAD
LIBERTA CUADRADOS
N S A
D
Tratamiento ) VNNYEN MCT =
n-1 7'* — =SCT MCT/MCE
Ti i N SCT/n-1
Error 2
. EZyzij — z:7yi'= SCE MCE =
experimental N-n n,
SCE/N-n
Eic)

SCT = Suma de cuadrados del tratamiento.
MCT = Media de cuadrados del tratamiento.
SCE = Suma de cuadrados del error.

MCE = Media de cuadrados del error.

N = Total de unidades experimentales.

ni = NUmero de unidades de la i-ésima nivel del factor.
Con los valores obtenidos concluir de acuerdo a la siguiente regla de decision:
e Sila F calculada es menor a la F de tablas no se trechaza Ho (hipotesis
nula) y bajo las condiciones de estudio no se existen diferencias

significativas entre la muestra de analisis y las diferentes condiciones de

almacenamiento.
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e Si la F calculada es mayor a la F de tablas se trechaza Ho (hipdtesis
nula) y bajo las condiciones de estudio existen diferencias significativas
entre la muestra de analisis y al menos una las diferentes condiciones de

almacenamiento.

LA ROBUSTEZ DEL METODO DE MEDICION

Consiste en comprobar la confiabilidad de un andlisis con respecto a variaciones
deliberadas de los parametros del método. Si las mediciones son susceptibles
de variaciébn en condiciones analiticas, éstas deben ser controladas
convenientemente o se deben incluir las precauciones en el procedimiento. Una
consecuencia de la evaluacion de la robustez debe ser que se establecen una
serie de parametros para asegurar que la validez del método es mantenida en
cualquier modo que se use. En el caso de la cromatografia de liquidos, las

variaciones tipicas son:”*?

2 Influencia de las variaciones del pH de la fase movil.

2 Influencia de las variaciones de la composicion de la fase movil.
2 Columnas diferentes (Lotes o proveedores).

o Temperatura.

2 Velocidad de flujo.
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RESULTADOS

Laboratorio de Control de Calidad

Reporte de Validacion del Método:
Determinacion de Acido acetilsalicilico
tabletas solubles

Producto: ACIDO ACETILSALICILICO TABLETAS SOLUBLES
Lote: A025F20

P. Activo(s): ACIDO ACETILSALICILICO

Estandar: ACIDO ACETILSALICILICO
Lote: 0408411
Pureza: 100.16%

Analista 1: Q.F.B. MIGUEL ANGEL AVILA
Analista 2: Q.F.B. ESPERANZA JIMENEZ MONTESINOS

Sistema Cromatografico UPLC 1 (Ultra Performance Liquid Cromatography)

Realizado Por: Q.F.B. MIGUEL ANGEL AVILA ESPINOSA




Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacién de acido
acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC(Ultra Performance LC).

PROYECTO: ACIDO ACETILSALICILICO TABLETAS SOLUBLES FECHA: SEP/2005

%/Lgm‘ ETAPA: LINEALIDAD DEL SISTEMA
— ANALISTA: Q.F.B. MIGUEL ANGEL AVILA PROTOCOLO No ZER-02

REVISO: Q.F.B. HEBERT MARTINEZ GONZALEZ

Pag 1/4

PESO DEL STOCK ESTANDAR: ACIDO ACETIL SALICILICO
S= 3150 mg LOTE: 0408411
VALORACION: 100.16%
DILUCIONES FACTOR: 1.0016
PMmg) ——®_ 100

—

X —» 25

FORMULA Conc. (mg/mL) = Peso Std x  Alicuota x  Factor
Diluicién Dilucién

Conc (mg/mL) - 3150 X
100

LINEALIDAD DEL SISTEMA

CONCENTRACION FACTOR
ALICUOTA L RESPUESTA CONGI/RESP.

0.2524 295879 0.00000085306
0.2524 297832 0.00000084747

0.3786 450021 0.00000084130
0.3786 448372 0.00000084440

0.5048 598213 0.00000084386
0.5048 595612 0.00000084754

0.6310 747283 0.00000084440
0.6310 739468 0.00000085333

0.7572 895743 0.00000084534
0.7572 894374 0.00000084664

Criterios de aceptacion Resultado

r? >0.9800 0.99987
CV <2.0% 0.5%
IC(m), no incluye el cero 1170418.5873 , 1191809.7838

FIGURA 1



Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacién de acido
acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC(Ultra Performance LC).

PROYECTO: ACIDO ACETILSALICILICO TABLETAS SOLUBLES FECHA:SEP/2005
ETAPA: LINEALIDAD DEL SISTEMA
ANALISTA: Q.F.B. MIGUEL ANGEL AVILA PROTOCOLO No ZER-02

REVISO: Q.F.B. HEBERT MARTINEZ GONZALEZ

Pag 2/4
LINEARIDAD DE SISTEMA
260000.0
240000.0]
220000.0- ///EI
zooooovof; = —
180000.0 _
160000.0-] =
140000.0 e
1 =
§ 120000.0 —
< ] _
100000.0 =g
80000.0-] _—
60000.0-] - -
40000.0-] e -
20000.0- - A 1.216440e+003
0 07: _— B  3.346432e+005
] R”2 0.999891
-20000.0
-40000.0
0.00 0.10 0.20 0.50 0.40 0.50 0.60
Amount
Estadistica
»x= 5.0481 Desviacion estandar de regresion
Ty= 5962797.0000 Sy=  2709.3790
sx?= 2.8668
2y2= 3999922260641.0000 Desviacion estandar de la pendiente
Txy= 3386286.5114 Sm=  4800.5378
n= 10
m= 1181114.1856 Valor de t de tablas
b= 45.7000 togzsno=  2.228

Intervalo de confianza para la pendiente
IC(m) = 1181114.1856 + 2.228 x 4800.5378

FIGURA 2




Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacién de acido
acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC(Ultra Performance LC).

PROYECTO: ACIDO ACETILSALICILICO TABLETAS SOLUBLES FECHA: SEP/2005

ETAPA: ADECUABILIDAD DEL SISTEMA

ANALISTA: Q.F.B MIGUEL ANGEL AVILA PROTOCOLO No ZER-02

REVISO: Q.F.B HEBERT MARTINEZ GONZALEZ

Pag 1/2
PESO DEL STOCK ESTANDAR: ACIDO ACETIL SALICILICO
S= 315.0 mg LOTE: 0408411
VALORACION: 100.16%

DILUCIONES FACTOR: 1.0016

PM(mg) — _ 100

4 ———— > 25

FORMULA Conc. (mg/mL) = Peso Std x Alicuota x Factor
Diluicién Dilucioén
315.0 4
L = X X 1.001
Conc (mg/mL) 100 %5 0016

ADECUABILIDAD DEL SISTEMA

CONCENTRACION: 0.5048 mg/mL Criterio de aceptacion Resultado
CV<2.0% 0.4%
RESPUESTA (AU) K'>2.0 2.400
595778 R>15 *N.A.
596734 T<20 0.800
594361
593736
590184

Otros parametros
t, 1.006
N 2739.3

Nota: El sistema cromatografico empleado en esta validacion: es un UPLC siendo el Volumen muerto
de estos Sistemas de 0.5 mL

FIGURA 3




Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacién de acido
acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC(Ultra Performance LC).

PROYECTO:
: ETAPA:
A
QM_ZM ANALISTA:
REVISO:

ACIDO ACETILSALICILICO TABLETAS SOLUBLES
PRECISION DEL SISTEMA
Q.F.B. MIGUEL ANGEL AVILA

Q.F.B. HEBERT MARTINEZ GONZALEZ

FECHA: SEP/2005

PROTOCOLO No ZER-02

Pag 1/2

PESO DEL STOCK
S= 315.0 mg

DILUCIONES
PM(mg) — _ 100

4 — 25

ESTANDAR: ACIDO ACETIL SALICILICO
LOTE: 0408411
VALORACION: 100.16%
FACTOR: 1.0016

Conc. (mg/mL) = Peso Std x Alicuota x

Factor

Diluicion Dilucién
FORMULA
_ 315.0 4
Conc (mg/mL) = 100 X 25 X 1.0016
CONCENTRACION: 0.5049 mg/mL
RESPUESTA (AU)
595778
596734
593360
594361
590184
593736
X= 594026
Criterio de aceptacion Resultado
CV<1.5% 0.4%
FIGURA 4

(6]



Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacién de acido

acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC(Ultra Performance LC).

PROYECTO:
ETAPA:
ANALISTA:
REVISO:

ACIDO ACETILSALICILICO TABLETAS SOLUBLES
LINEALIDAD DEL METODO
Q.F.B. MIGUEL ANGEL AVILA

Q.F.B. HEBERT MARTINEZ GONZALEZ

FECHA: SEP/2005

PROTOCOLO No ZER-02

Pag 1/4

PESO DEL STOCK

S= 315.0 mg
DILUCIONES
PM(mg) — _ 100
X —» 25

ESTANDAR: ACIDO ACETILSALICILICO
LOTE: 0408411
VALORACION: 100.16%
FACTOR: 1.0016

FORMULA Conc. (mg/mL) = Peso Std x Alicuota x Factor
Diluicion Dilucién
315.0 4
C /mL) = X X 1.0016
one (mg/mt) 100 25
LINEALIDAD DEL SISTEMA
NIVEL CONCENTRACION FACTOR
% ALICUOTA ug/mL RESPUESTA (AU) CONC./RESP.
0.2522 296397 0.00000085075
50 2 0.2524 291975 0.00000086447
0.3786 444843 0.00000085110
75 3 0.3786 442864 0.00000085490
0.4727 591070 0.00000079974
100 4 0.5048 590866 0.00000085435
0.6310 735500 0.00000085793
125 5 0.6310 743631 0.00000084855
0.7572 885688 0.00000085494
150 6 0.7572 879882 0.00000086058
Criterios de aceptacion Resultado
r* > 0.9800 0.99677
CV <2.0% 1.9%

IC(m), no incluye el cero 1111232.6714

, 1215610.0435

FIGURA 5




Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacién de acido
acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC(Ultra Performance LC).

PROYECTO: ACIDO ACETILSALICILICO TABLETAS SOLUBLES FECHA: SEP/2005
ETAPA: LINEALIDAD DEL METODO
ANALISTA: Q.F.B. MIGUEL ANGEL AVILA PROTOCOLO No ZER-02

REVISO: Q.F.B. HEBERT MARTINEZ GONZALEZ

Pag 2/4
LINEARIDAD DEL METODO
250000
=
///
] -
200000 ,,/E/
1 =
150000 _—
=
H] _—
g 1 -
100000 =
50000 /////
] "
] _— A 5.3898556+002
ol B 3.472886e+005
1 RA2 0.999704
e —

Amount

Estadistica
»x= 5.0157 Desviacion estandar de regresion
>y= 5902716.0000 Sy=  13242.0421
sx’= 2.8353
sy?= 3918183655664.0000 Desviacion estandar de la pendiente
Txy= 3332446.7979 Sm=  23424.0063
n= 10
m= 1163421.3574 Valor de t de tablas
b= 6732.6744 togrsno=  2.228

Intervalo de confianza para la pendiente
IC(m) = 1163421.3574 + 2.228 X 23424.0063

FIGURA 6
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Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacién de acido
acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC(Ultra Performance LC).

PROYECTO: ACIDO ACETILSALICILICO TABLETAS FECHA: SEP/05
%j; ETAPA: PRECISION DEL METODO
—— ANALISTA: Q.F.B. MIGUEL ANGEL AVILA PROTOCOLO No ZER-02
REVISO: Q.F.B. HEBERT MARTINEZ GONZALEZ

Pag 1/2

PESO DEL STOCK ESTANDAR: ACIDO ACETIL SALICILICO
S= 315.0 mg LOTE: 0408411
VALORACION: 100.16%
DILUCIONES FACTOR: 1.0016
PM(mg) _—_, 100

4 ——_ 25

—

Conc. (mg/mL) = Peso Std x Alicuota x Factor
Diluicién Dilucién

FORMULA

Conc (mg/mL) = 3115(')0 X 245 X 1.0016

CONCENTRACION: 0.5048 mg/mL

RESPUESTA (AU)

591802
589717
588600
587093
590151
588428

X= 589299

Criterio de aceptacion Resultado

CV<1.5% 0.28%

FIGURA 7




Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacién de acido
acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC(Ultra Performance LC).

PROYECTO: ACIDO ACETILSALICILICO TABLETAS SOLUBLES FECHA: SEP/2005
ETAPA: ESPECIFICIDAD

ANALISTA: Q.F.B MIGUEL ANGEL AVILA PROTOCOLO No ZER-02
REVISO: Q.F.B HEBERT MARTINEZ GONZALEZ

Pag 1/1

De acuerdo a los resultados obtenidos en la prueba
de Especificidad, no existen interferencias entre las
sefales obtenidas del blanco con relacion a los picos
de interés tanto en estandares como en la muestra.

El resultado de la prueba es satisfactoria.




Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacién de acido
acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC(UItra Performance LC).

Overlay Report
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———— Date Acquired: 01/09/2005 02:44:45 p.m.; Vial: 2:D,2; Inj#: 2; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 01/09/2005 02:47:35 p.m.; Vial: 2:D,3; Inj# 1; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 01/09/2005 02:53:16 p.m.; Vialt 2:D,4; Inj# 1; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 01/09/2005 03:01:44 p.m.; Vial 2:D,5; Inj#: 2; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 01/09/2005 03:07:24 p.m.; Vial 2:D,6; Inj#: 2; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 01/09/2005 03:13:04 p.m.; Vial: 2:D,7; Inj#: 2; Channel: PDA 245.0 nm
S Date Acquired: 01/09/2005 04:23:54 p.m.; Vial: 2:E,7; Inj#: 1; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 01/09/2006 04:26:43 p.m.; Vial: 2:E,7; Inj# 2; Channel: PDA 245.0 nm
e Date Acquired: 01/09/2005 04:29:32 p.m.; Vial 2:E,7; Inj#: 3; Channel: PDA 245.0 nm
Report Method: aéday Report Printed 03:01:52 p.n 2110é/2005 - Page: 1 of2
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Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacién de acido
acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC(Ultra Performance LC).

REVISO:

LINEALIDAD DEL METODO

PROYECTO ACIDO ACETIL SALICILICO TABLETAS SOLUBLES
ETAPA:
ANALISTA: Q.F.B MIGUEL ANGEL AVILA

Q.F.B HEBERT MARTINEZ GONZALEZ

FECHA: SEP/2005

PROTOCOLO No ZER-02

Pag 1/2

PESO DEL STOCK
S= 315.0 mg

DILUCIONES
PM(mg) ——» 100

—

4 ——» 25

ESTANDAR: ACIDO ACETIL SALICILICO

LOTE: 0408411
VALORACION: 100.16%

FACTOR: 1.0016

Conc. (mg/mL) = Peso Stdx Alicuota  x Factor
Diluicién  Dilucion
FORMULA
_ 3150 4
Conc (mg/mL) T X >5 1.0016
% de Recobro = Recuperado x 100
Adicionado
AL 75%
CANTIDAD CANTIDAD % DE
MUESTRA ADICIONADA(AU) RECUPERADA(AU) RECOBRO
1 590599 444843 75.32
2 590599 442864 74.98
3 590599 441419 74.74
CVs 2.0% 0.38
AL 100%
CANTIDAD CANTIDAD % DE
MUESTRA ADICIONADA(AU) RECUPERADA(AU) RECOBRO
1 590599 591070 100.1
590599 590866 100.04
3 590599 589861 99.87
CVs 2.0% 0.10
AL 125%
CANTIDAD CANTIDAD % DE
MUESTRA ADICIONADA(AU) RECUPERADA(AU) RECOBRO
1 590599 735500 124.5
2 590599 743631 125.91
3 590599 744660 126.08
Cvs  2.0% 0.69
FIGURA 9
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Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacién de acido
acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC(Ultra Performance LC).

PROYECTO: ACIDO ACETIL SALICILICO TABLETAS SOLUBLES
%/tﬁm’ ETAPA: ESTABILIDAD EN ESTANDAR ANALITICA
— ANALISTA: Q.F.B MIGUEL ANGEL AVILA
REVISO: Q.F.B HEBERT MARTINEZ GONZALEZ

FECHA: SEP/2005

PROTOCOLO No ZER-02

Pag 1/2

PESO DEL STOCK ESTANDAR: ACIDO ACETILSALICILICO
S= 250 mg LOTE: 0408411

VALORACION: 100.16%
DILUCIONES FACTOR: 1.0016

PM(mg) — 50

Conc. (mg/mL) = PesoStd x FACTOR

Diluicién
FORMULA
Conc (mg/mL) = 25.0 X 1.0016
50
Recuperado
o, = ————
% Recobro Adicionado X100
ESTABILIDADES
CONTENIDO DE ANALITO EN %
TIEMPO DE ALMACENAMIENTO
MUESTRA | INICIAL 3Hrs 6 Hrs 9 Hrs
1 100 99.61 99.61 99.60
100 99.60 99.62 99.98
3 100 99.26 99.98 100.96
X 100 99.49 99.73 100.18
di= Y1-Y0= 99.49 - 100 = 0.51
di= Y2-Y0= 99.73-100 = 0.27
di= Y3-Y0= 100.18 - 100 = 0.18

El Valor no debe de exceder el 2%

FIGURA 10
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Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacién de acido

acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC(Ultra Performance LC).

PROYECTO:  ACIDO ACETILSALICILICO TABLETAS SOLUBLES
#fu/ o) ETAPA: REPRODUCIBILIDAD ENTRE ANALISTAS
U ANALISTA: QF.B MIGUEL ANGEL AVILA

REVISO: Q.F.B HEBERT MARTINEZ GONZALEZ

FECHA: SEP/2005

PROTOCOLO No ZER-02

Pag 1/2_ |

DIA1 PESO DEL STOCK ANALISTA 1
S= 252 mg

VALORACION: 100.16%

DILUCIONES
PM(mg) —» 50

DIA2 PESO DEL STOCK ANALISTA 2
S= 25.0 mg

DILUCIONES
PM(mg) —> 50

Conc. (mg/mL) = Peso Std x FACTOR
Diluicién
FORMULA
25.2
50

Conc (mg/mL) = X 1.0016

ANALISTA

1 2

477550| 483684
1| 475056( 484176
471822| 485165
594481| 592490
2| 592778 594450
593251| 596265

DIA

CV < 2.0% 1.6 0.14

ESTANDAR: ACIDO ACETILSALICILICO

FIGURA 11
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Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacién de acido
acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC(Ultra Performance LC).

PROYECTO: ACIDO ACETIL SALICILICO FECHA: SEP/2005
ETAPA: ROBUSTES
ANALISTA: QFB.MIGUEL ANGEL AVILA ESPINOSA PROTOCOLO No ZER-02

REVISO: QFB.HEBERT MARTINEZ G

PESO DEL STOCK ESTANDAR: ACIDO ACETILSALICILICO
S= 250 mg LOTE: 0408411
VALORACION: 100.16%
DILUCIONES FACTOR: 1.0016
PM(mg) —— 50
Conc. (mg/mL) = Peso Std  x Factor
Diluicién
FORMULA
Conc (mg/mL)= i) X 100.16
50
o _ Recuperado 100
% Recobro Adicionado X
CONDICION
FM.20:80,A=245+/- FM.20:80,A=245,T=30°  FM.20:80+/-  [FM.20:80,A=245nm,T[ FM.20:80,A=245nm, T=30°
MUESTRA 5%,A=245nm,T=30°[ =30°C,pH=3.45+/-
5nm, T=30°C,pH=3.4 C+/-5°C,pH=3.4 C,pH=3.4 0.05% C,pH=3.4
240nm 250nm 25°C | [ 35°C 15:85 [ 2575 34 345 TUV__ PDA
1 99.84  99.84 100.87  99.95 99.72  99.89 [99.84 99.43 99.58 99.87
2 100.12_ 100.12 100.56  100.01 99.99  99.90 [99.57 100.35 [98.66 100.33
3 99.79  99.79 100.02  99.97 | 100.02 100.20 [99.99 99.77 198.80 100.38
[Media 99.91 99.91 | 99.41% 100.19%
Media general 100.48 99.976 | 99.91 [ 99.99 [99.80 99.85 99.80%
C.V Individual 0.98% 0.19%
C.V/ General 0.09 0.09 048 0.09 0.09 0.003 ]0.197 0.15 0.55%
[
[ 1 [

Nota: FM = Fase Movil (20:80 Acetonitrilo:Heptansulfonato de sodio 10mM pH 3.4, A = Longitud de onda, T =
Temperatura de Columna
EI C.V no debe de exceder el 2%

FIGURA 12



Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacién de acido
acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC(Ultra Performance LC).

PROYECTO: ACIDO ACETILSALICILICO TABLETAS SOLUBLES  FECHA: SEP/2005
%/%72 ETAPA: LIMITE DE DETECCION
- ANALISTA: Q.F.B MIGUEL ANGEL AVILA PROTOCOLO No ZER-02
REVISO: Q.F.B HEBERT MARTINEZ GONZALEZ

Pag 1/2

PESO DEL STOCK ESTANDAR: ACIDO ACETILSALICILICO
S= 3150 mg LOTE: 0408411
VALORACION: 100.16%
DILUCIONES FACTOR: 1.0016
PM(mg) —»_ 50

Pl

1 —» 100

—» 10

Conc. (mg/mL) = Peso Std  x Alicuota x Factor
Diluiciéon Dilucién

FORMULA
Conc (mg/mL) = 315%0 X !

Muestra Sefial mV 3 x Ruido Respuesta AU
mg/mL mV
Blanco 0.000 0.0
0.00315 3827.66
0.0063 7671.66
0.0126 15181.33
0.0189 22616.3
0.0252 30566.00

Nota: El valor de la sefial esta dado en valor absoluto, ya no se tomo en cuenta el valor
negativo de la sefial; por ser el valor de la deriva del Blanco.

El limite de deteccidon se estima en 1 mg/mL, que es la cantidad del analito inmediatamente
posterior a 3 veces el nivel de ruido

Nota: Las Unidades en que se dan estos valores son mV, por lo tanto hay que realizar la conversion a
Unidades de Absorbancia. Una Unidad de Absorbancia equivale a 1000 mV

FIGURA 13
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Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacién de acido
acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC(Ultra Performance LC).

PROYECTO: ACIDO ACETILSALICILICO TABLETAS SOLUBLES  FECHA: SEP/2005
%/%72 ETAPA: LIMITE DE CUANTIFICACION
- ANALISTA: Q.F.B MIGUEL ANGEL AVILA PROTOCOLO No ZER-02
REVISO: Q.F.B HEBERT MARTINEZ GONZALEZ

Pag 1/2

PESO DEL STOCK ESTANDAR: ACIDO ACETILSALICILICO
S= 3150 mg LOTE: 0408411
VALORACION: 100.16%
DILUCIONES FACTOR: 1.0016
PM(mg) —»_ 50

i

1 —» 100

—» 10

Conc. (mg/mL) = Peso Std  x Alicuota x Factor
Diluicion Dilucién

FORMULA

Conc (mg/mL) = 3150 X 1(1)0

50

Muestra - 10 x Ruido
Sefial mV
mg/mL mV
Blanco 0.000 0.0

0.0031 3827.66
0.0063 7671.66
0.0126 15181.33
0.0189 22616.3

0.0252 30566.00

Respuesta AU

Nota: El valor de la sefial esta dado en valor absoluto, ya no se tomo en cuenta el valor
negativo de la sefial; por ser el valor de la deriva del Blanco.

El limite de Cuantificacion se estima en 2 mg/mL, que es la cantidad del analito

inmediatamente posterior a 10 veces el nivel de ruido

Nota: Las Unidades en que se dan estos valores son mV, por lo tanto hay que realizar la conversion a
Unidades de Absorbancia. Una Unidad de Absorbancia equivale a 1000 mV

FIGURA 14



Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacién de acido
acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC(Ultra Performance LC).

M‘:‘ﬁ Overlay Report

soltware
System Project Name: AAS_Salicilico
> Aal o1 ioe, 1o & Foera
Sro AL 2 S'.!—-) 949.3)= Porre 2
TEMPERATURA AMBIENTE 3 HORAS

0.30-\ ' 5

0.25 i ;
I| |
M
0.20- o A |
@ |
o O 8 | |
(=] ! |
3 ) | |
0.15- o)
% o i [
s o i |
" Q 1 |
0.10- = |
8 = ¢! |
4 4 !
: S E !
0.05 3 w !
< Q) |
e |
o |o ]
0.00-1 ST o {ﬂ_.'_.\_?:_ﬂ‘.'_ . SN -
00 A BEa e e S DY T LEWET L SRR SR ) i S | I T T (VY. S Rt A | ! i
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2,00
Minutes

Date Acquired: 06/09/2005 09:43:48 a.m.; Vial: 22A,1;, Inj#: 1, Channel: PDA 245.0 nm

Date Acquired: 06/09/2005 09:46:39 a.m.; Vial: 2:A,1; Inj# 2; Channel: PDA 245.0 nm

——— Date Acquired: 06/09/2005 09:49:28 a.m.; Vial: 2:A,1; Inj# 3; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 06/09/2005 09:52:18 a.m.; Vial: 2:A,1; Inj#: 4; Channel: PDA 245.0 nm

Date Acquired: 06/09/2005 09:55:08 a.m.; Vial: 2:A,1; Inj# 5; Channel: PDA 245.0 nm

Date Acquired: 06/09/2005 09:57:57 a.m.; Vial: 2:A,1; Inj#: 6; Channel: PDA 245.0 nm

Date Acquired: 06/09/2005 10:34:52 a.m.; Vial: 2:A,8; Inj#: 1, Channel: PDA 245.0 nm

Date Acquired: 06/09/2005 10:37:43 a.m.; Vial: 2:A,8; Inj#: 2; Channel: PDA 245.0 nm

_ Date Acquired: 06/09/2005 10:40:31 a.m.; Vial: 2:A,8; Inj#: 3; Channel: PDA 245.0 nm

Peak Results
o , _ tabek2 -
____._bian?.e - ‘__FfT_L_Naa iUSP Plat? Euun.t I_JS.P Tailing Vial “I..SampreﬂamemLabel!
1 AC.SALICILICO | 0851 | 6531 | 4.134622e+003 | 1.101512e+000 | 2:A,8 | TEMPAMB3HRS 2—'1
2 AC.SALICILICO | 0.852 i_asa_? 4.008771e+003 | 1.118626¢+000 | 24,8 | TEMPAMB3HRS |2 |
"3 |ACSALICILICO | 0852|6592 | 4.069255e+003 | 1.107688e+000 | 2:A,8 | TEMPAMB3HRS |2
Mean T 1 lesees|  4tes003 11es000| | |
W.oev.] | [340 | 33e+001 8.6e-003 D
se0 | ] Jos | eoeoor]  7mecot] ]
Report Method: Overlay Report Printed 10:53:54 a.n 06/09/2005 Page: 10of2
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Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacién de acido
acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC(Ultra Performance LC).

_ Overlay Report
System Project Name: AAS_Salicilico
ST RaX %2:'-°") lace 1oz D.;.—n..
7f ZFesy  4s3iy
TEIVPERATURA ANBIENTEI 24 HORAS
0.30-' é '
; {
| i
0.25- }‘ |
| |
0.20 l ( |
w {11 1
S [ i |
0.5 T |
o ° gl |
e g ! | l
0 104: 0' g | \ I
i o x| i
i 3 31 |
O F |
005 E g I { |
! o X !
| QO £
0.00 I N {a./- : L R L e |
o _"oféé o 0:&0 "~ 060 08 100 120 140 _7-1.3{}_.-. 1,50 ' Y
Minutes
Date Acquired: 07/09/2005 11:08:44 am_; Vial: 2:A,1; Inj# 1; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 07/09/2005 11:11:34 a.m.; Vial: 2:A,1; Inj# 2; Channel: PDA 245.0 nm
———  Date Acquired: 07/09/2005 11:14:24 a.m.; Vial: 2:A,1; Inj#: 3; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 07/09/2005 11:17:14 a.m.; Vial: 2:A,1; Inj# 4; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 07/09/2005 11:20:04 a.m.; Vial: 2:A,1; Inj# 5; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 07/09/2005 11:22:55 a.m.; Vial: 2:A,1; Inj#: 6; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 07/09/2005 11:25:45 a.m.; Vial: 2:A,2; Inj#: 1; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 07/09/2005 11:28:34 a.m.; Vial: 2:A,2; Inj#: 2; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 07/09/2005 11:31:23 a.m.; Vial: 2:A,2; Inj#: 3; Channel: PDA 245.0 nm
Peak Results
b - - Label 2 - iy
Name RT Area | USP Plate Count | USP Tailing Vial SampleName Label
[ | R ] e ISP Tailing [ Vial | sampletame _|
H 1 | AC.SALICILICO {0.908 | 15502 | 4. 155000+003 | 9.705317e-001 2:A,2 | TEMP AMB/24HRS l 2
' 2 AC.SALICILICO ‘, 0.909 | 15693 | 4.162962e+003 | 9.735003e-001 | 2:A 2 | TEMP AMB/24HRS : 2
l 3 AC.SALICILICO : 0.909 | 15606 | 4.151075e+003 |9.713908e-001 | 2:A,2 | TEMP AMB/24HRS | 2 i
| Mean | J B 15500 3 'lt_'z"e;o_da ~ 9.7e001 N ll |
| Std. Dev ‘ 95 3 6.1e+000 | 1.5e-003 ! |
[wrsp | | Joe |  1secot|  1eecot| | | |
Report Method: Overiay Report Printed 02:03:18 p.n 07/09/2005 Page: 10f3

FIGURA 16



Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacién de acido
acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC(Ultra Performance LC).

—<
'LJ FC

o

Overlay Report

System Project Name: AAS_Salicilico
s ans Wilag 006

ESTABILIDAD TENPERATURA AMBIENTE EXPUESTO A LA LUZ Y AIRE.

1
0.30 | |

1 3 | |
| < fi
0.25 ' = It
1 0 Q
0.20 ~ % ' i |
[=] = |
=] i ' o * |
2 0,151 g 2 | |
0.10- 2 3 ' i
H9Y S E |}
1 | 11} ' |
0.05 % 5% Iu '
] O ' [
0.00 < L - |
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60
Minutes
Date Acquired: 05/09/2005 10:10:49 a.m.; Vial: 2:A,1; Inj#: 1; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 05/09/2005 10:13:41 a.m.; Vial: 2:A,1; Inj#: 1; Channel: PDA 245.0 nm
———  Date Acquired: 05/09/2005 10:16:33 a.m.; Vial: 2:A,1; Inj# 2; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 05/09/2005 10:19:22 a.m.; Vial: 2:A,1; Inj#: 3; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 05/09/2005 10:22:12 a.m.; Vial: 2:A,1; Inj#: 4; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 05/09/2005 10:25:02 a.m.; Vial: 2:A,1; Inj#: 5; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 05/09/2005 10:27:51 a.m.; Vial: 2:A,1; Inj#: 6; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 05/09/2005 11:55:44 a.m.; Vial: 2:B,6; Inj# 1; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 05/09/2005 11:58:33 a.m.; Vial: 2:B,6; Inj#: 2; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 05/09/2005 12:01:22 p.m.; Vial: 2:B,6; Inj#: 3; Channel: PDA 245.0 nm
— Date Acquired: 05/09/2005 12:04:13 p.m.; Vial: 2:B,7; Inj# 1; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 05/09/2005 12:07:03 p.m.; Vial: 2:B,7; Inj#: 2; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 05/09/2005 12:09:52 p.m.; Vial: 2:B,7; Inj#: 3; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 05/09/2005 12:12:43 p.m.; Vial: 2:B,8; Inj#: 1; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 05/09/2005 12:15:34 p.m.; Vial: 2:B,8; Inj#: 2; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 05/09/2005 12:18:22 p.m.; Vial: 2:B,8; Inj#: 3; Channel: PDA 245.0 nm
Peak Results
o Label: 2
| “Name | RT _rHe:ght [ UsP Plate Count| usp Tailing vial | S.zmle_Ni;n;e ﬁ:bel |

T |AcsALICILICO | 0707 | 7220 | 4272 4.048832e+003 | 1.094106e+000 | 2:8,8 | V3-ESTAB-TEMPAMB EXP LUZAIRE |2

|acsaLiciico [0.708 [7043 | 4141 "4.046064e+003 | 1.109349¢+000 | 2:8,7 | V2-ESTAB-TEMPAMB EXP LUZIAIRE |2

_Jﬁsaucmco 0708|7112 | 4171 ]Loe'rs?zaooa 1.113035¢+000 | 2:8,7 | V2-ESTAB-TEMPAMB EXP LUZAIRE | 12
AC.SALICILICO | 0.708 | 7194

4244 | 4.084880e+003 | 1.104643e+000 ’ |2:8.8 | V3-ESTAB-TEMPAMB EXP LUZARE |2

1
AC. SHLICILiCD 0.708 | 7268 | 4281 1 4,059176e+003 |1 09359‘58"‘000 | 2: B 8 Va-ESTAB-TEMFAMB EXP LUZ/AIRE ll 2 r|
| |
T i

AC.SALICILICO | 0.708 | 6866 "4015| 4.049374+003 | 1.104662e+000 236 | V1-ESTAB-TEMPAMB EXP LUZ/AIRE E

Report Method: Owerlay Report Printed 12:23:35 p.n 05/09/2005 Page: 10of 3
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Desarrollo y Validacion de un método analitico para la cuantificacién de acido

acetilsalicilico en tabletas solubles por UPLC(Ultra Performance LC).

Overlay Report

RE F'RODUCIB!LI'DAD ENTRE ANALISTAS System

Project Name:

AAS_Salicilico

ESTABILIDAD 45“0!65%H.RIPROTEGDA DE LALUZ

0.30 o ‘i
| g 4
0.25- o
| e g |
0.20- = 9 ||
o = l | |
o L 9 | i
< 015 o 4 ||
1 8 & ||
010 o s 11
1 = w ] ‘
5 2
Q Q
0.00- & <AL L_u
020 040 060 o080 1.00 120 140 1.60
Minutes
Date Acquired: 05/09/2005 10:10:48 a.m.; Vial: 22A,1; Inj# 1; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 05/09/2005 10:13:41 a.m.; Vial: 2:A,1; Inj# 1; Channel: PDA 245.0 nm
- Date Acquired: 05/09/2005 10:16:33 a.m.; Vial: 2:A,1; Inj#: 2; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 05/09/2005 10:19:22 a.m.; Vial: 2:A,1; Inj# 3; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 05/09/2005 10:22:12 a.m.; Vial: 2:A,1; Inj# 4; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 05/09/2005 10:25:02 a.m.; Vial: 2:A,1; Inj#: 5; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 05/09/2005 10:27:51 a.m.; Vial: 2:A,1; Inj# 6; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 05/09/2005 11:04:45 a.m.; Vial: 2:A,8; Inj# 1; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 05/09/2005 11:07:34 a.m.; Vial: 2:A,8; Inj#: 2, Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 05/09/2005 11:10:23 a.m.; Vial: 2:A,8; Inj#: 3; Channel: PDA 245.0 nm
- Date Acquired: 05/09/2005 11:13:15a.m.; Vial: 2:B,1; Inj#: 1; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 05/09/2005 11:16:05 a.m.; Vial: 2:B,1; Inj# 2; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 05/09/2005 11:18:54 a.m.; Vial: 2:B,1; Inj# 3; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 05/09/2005 11:21:45a.m.; Vial: 2:B,2; Inj#: 1; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 05/09/2005 11:24:34 a.m.; Vial: 2:B,2; Inj#: 2; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 05/08/2005 11:27:24 a.m.; Vial: 2:B,2; Inj#: 3; Channel: PDA 245.0 nm
Peak Results
. ST RMMESEST Iy B Labe‘: z — ———— —
| Mame | RT ; Area | Height | USP Plate Count | USP Tailing Vial SampleName ILabeI
AC.SALICILICO | 0.710 ] 17888 | 10639 ] 4.111264e+003 | 1.026124e+000 | 2:B,2 | V3ESTAB45°C/65%HR/PROTEG DE LUZ | 2
AC.SALICILICO [0.710 | 18050 | 10740 | 4.120099e+003 | 1.028564e+000 | 2:B,2 I V3ESTAB45°C/65%HR/PROTEG DE LUZ |2
AC.SALICILICO | 0.711 | 18715 | 11074 | 4.072396e+003 | 1.028126e+000 | 2:B.1 1V2ESTA8-45°C.|'65%HR.I'PROTEG DE LUZ | 2
AC.SALICILICO [ 0.711 | 18362 | 10852 | 4.124479e+003 Jr1 1.023530e+000 2A8IV1ESTAB45“CJBS%HRJPROTEGDE Luz | 2
AC.SALICILICO | 0.711 5 18964 | 11222 | 4.071970e+003 | 1.019927€+000 | 28,1 | vZESTha%'CJésiﬁﬁ.rPROTEG DE LUZ | 2
AC.SALICILICO [a 711 | 18317 | 10932 l 4. msianwna 11 025569»000 2 A8 1V1ESTAB-45°CEBS%HRIPR0TEG DE LUZ J_z

Report Method: Owerlay Report

FIGURA 18

Printed 11:37:44 a.n 05/09/2005

Page: 1of 3
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Overlay Report

Proie& Name: AAS_Salicilico

LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION MUESTRA AL 1%

0.0040-[__—“ - —
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0.0035-] i i
] [. !
0.0030] | i
1 |! |
! |
0.0025-| [ I |
li
] i | |
0.0020- ; w ||
5 : S I
< i ; 4
0.0015- O
= O | E
| ___l i
J il Q|
.|
0.0010+ [ < | |
| @
i —
: R Al
0.0005'_ | 1 O !
i <
i il
| ~ -3
0.0000 —p
1
-0.0005-1 ENSELASEL N B B S Rt S B S SR A NN A IO V. SR SR Y N S B E B S —
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1,60 1.80 2.
Minutes
Date Acquired: 08/09/2005 10:42:19 a.m.; Vial: 22A6; Inj# 1; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 08/09/2005 10:45:16 a.m.; Vial: 2:A,6; Inj#: 2; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 08/09/2005 10:48:07 a.m.; Vial: 2:A,6; Inj#: 3; Channel: PDA 245.0 nm
Peak Results
- o Name: AC.SALICILICO _
Name RT |Area | USP Plate Count | USP Tailing | Vial SampleName : Label |
1 |Ac.sALCILICO | 0.904 o 2:A8 | LIMITE CUANT-DETECCION 1% e |
2 |ACSALICILICO | 0.904 o ~|2A8|umiTE cuanT-DETECCION 1% (6|
3 |AC.SALICILICO | 0.904 2:A.6 | LIMITE CUANT-DETECCION 1% | 6
Mean ) 7 . - ) *]
Std. Dev. ) ) : |
%RSD | o :
Report Method: Overlay Report Printed 07:40:13 a.n 09/09/2005 Page: 10f2

FIGURA 19
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Overlay Report

LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION MUESTRA AL 0.5%

Project Name: AAS_Salicilico
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0.0035-1 ,|
|
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0.0020- |
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0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 120 1.40 1.60 1.80 24
Minutes
Date Acquired: 08/09/2005 10:50:59 a.m.; Vial: 2:A,7; Inj# 1; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 08/09/2005 10:53:50 a.m.; Vial: 2:A,7; Inj#: 2; Channel: PDA 245.0 nm
Date Acquired: 08/09/2005 10:56:39 a.m.; Vial: 2:A,7; Inj#: 3; Channel: PDA 245.0 nm
Peak Results
Name: AC.SALICILICO B ‘
Mame RT |Area | USP Plate Count | USP Tailing | Vial SampleName Label |
1 |acsauciuico |0.904 ' 2:A.7 | LIMITE CUANT-DETECCIONOS% | 7 |
2 |ACSALICILICO |0.904 | 2:A.7 | LIMITE CUANT-DETECCION 0.5% | 7
3 | AC.SALICILICO | 0.904 2:A.7 | LIMITE CUANT-DETECCION 0.5% | 7 l
Mean
e NG e
| %RSD - R

Report Method: Overlay Report

FIGURA 20

Printed 07:40:41 a.n 09/09/2005

Page: 10f2
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CARTA DE VALIDACION AAS TABLETAS SOLUBLES.

FECHA FECHA PRUEBA CANTIDAD TIEMPO RESULTADO ESPECIFICACION CONCLUSION | OBSERVACIONES
PROBABLE DE DE
INICIO MUESTRAS ANALISIS
(Hrs)
23/AGOSTO/05 | 23/AGOSTO/05 INVESTIGACION Por carga de trabajo de Waters se
cambio la fecha original del
23/ago/05 a 25/ago/05.
01/SEP/05 LINEALIDAD 10 3 AAS r’=0.99987 CV<1.5% ,r>0.99 , * >0.98
DEL SISTEMA C.V=0.5% OK
PRECISION 6 1 ACIDO ACETIL SALICILICO 0.4 % CV<1.5%
01/SEP/05 DEL SISTEMA OK
LINEALIDAD 15 4 A o TS oC Cantidad adicionada vs Cantidad OK
01/SEP/05 DEL METODO recuperada
m=1,b=0, ’>0.98
PROMEDIO DE RECOBRO
98-102% CV<2%
EXACTITUD Y 6 1 C.V=028% PROMEDIO DE RECOBRO OK
01/SEP/05 REPETIBILIDAD 98-102% CV<2%
AL 100%
01/SEP/05 REPRODUCIBILID | 12DIA 1 3 ANALISTA 1 ANALISTA 2 90.0%-110.0% 1° DIA ANALISTA 1
02/SEP/05 Al CV<2% 2° DIA ANALISTA 1
ENTRE 12 DIA 2 3 DIA 1 DIA 2 DIA 1 DIA 2
ANALISTAS ARS ARS ARS ARS 1°DIA ANALISTA 2
2°DIA ANALISTA 2
95.02% 96.75 % 97.22% 97.16 %
CV=0.62% CV=0.28% CV=0.28% CV=0.87%
ESPECIFICIDAD 12 3 45°C,65% HR oK Verificar que los productos de Los productos de
05/SEPT/05 DEL METODO 30°C oK degradacion y/o sustancias relacionadas degradacion si¢ no
no interfieran con la cuantificacién de la interfieren en la
TEMPERATURA AMBIENTE OK sustancia de interés utilizando el método cuantificacion de la
EXPUESTAALALUZ Y AL AIRE desarrollado. sustancia de interés.
ESTABILIDAD DE 72 5 0.51% La muestra es estable si el intervalo de
06/SEPT/2005 LA T B 57— confianza para la diferencia de la media
MUESTRA 3,6.9.24HRS de la muestra con respecto a la media
ANALITICA REFRIGERAGION % del analisis inicial incluye el valor de cero
3,6.9.24HRS y/o magnitud del efecto no exceda a+
REFRIGERACION PROT DE LA LUZ 0.15% 2%
3,6,9,24HRS
07/SEPT/2005 ROBUSTEZ 102 7 cv=o05 | CV=2%

Fase movil (20:80)
acetonitrilo:heptanolsulf
onato pH=3.4, longitud
de onda 245nm+5nm

OK

23
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Fase movil (20:80)
acetonitrilo:heptanolsulf
onato pH=3.4, longitud
de onda 245nm,
temperatura
30.0°C+5°C

C.V=040 %

Fase movil _(20:80
5%, [(15:85)v(25:75)
acetonitrilo:heptanolsulf
onato pH=3.4, longitud
de onda 245nm,
30.0°C.

C.V=0.05 %

EQUIPO 1 PDA 2996 C.v=0.19%

C.V= 0.98%
EQUIPO 2 TUV
08/SEPT/2005 LIMITE DE 30 6 L. DE DETECCION 1.0 % %20.98 OK
DETECCION Y
CUANTIFICACION
L. DE CUANTIFICACION 1.0% | r*>0.98 OK

(Figura 21)

QFB .MIGUEL ANGEL AVILA ESPINOSA
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ANALISIS DE RESULTADOS

En el presente trabajo después de haber tenido una previa investigacion de la
informacion asi como las posibles condiciones de andlisis y posterior desarrollo
de la misma, se procedid a hacer ensayos y asi obtener una técnica analitica
haciendo la transferencia de CLAR a UPLC., como es cambio de columnas, fases
moviles, pH, volimenes de inyeccion, etc. Se recolectaron y procesaron los
datos de la validacion del acido acetilsalicilico tabletas solubles haciendo uso de

una hoja de calculo en Excel .

En ellos se observa que en la adecuabilidad del sistema se obtiene un
coeficiente de variacion (C.V) de 0.4 % debajo del limite de 2.0%, y sin este
dato no se podia empezar a validar, debido a que este dato es muy critico
durante una validacion ya que refleja que tan reproducibles son las
determinaciones seguidas de estandar secundario de &cido acetilsalicilico en el
equipo, por ello se recomienda por lo menos realizar de 20 a 40 inyecciones de

estandar y ver el C.V . fig 3

Una vez ya obtenido, se procedi6 a obtener la linealidad del sistema,
preparando una curva con 5 concentraciénes distintas (50,75,100,126,151 %)
obteniendo asi la respuesta al integrar el area bajo la curva de las muestras y al
tratar estos datos en una hoja de calculo se obtuvo una grafica con una r’=

0.999891., optima para seguir la validacion. gig 1,2

La siguiente etapa fue la linealidad del método, en esta se procedié a preparar
5 placebos cargados, es decir, placebo con concentraciones conocidas del
principio activo, las concentraciones planteadas fueron (50,75,100,125,150 %)
y al obtener las respuestas a estas concentraciones y tratar los datos en una

hoja de calculo, se
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obtuvo una grafica de los datos con una r’= 1.87% teniendo un limite de 2.0%

y una repetibilidad de 0.28% con un limite de 1.5%. 5609

En los resultados de especificidad se pudo observar que al analizar un estandar
y una muestra contra un placebo(excipientes sin principio activo) y un blanco
(solo fase mdvil) , no se encontraron interferencias entre estos, que no
permitiera la cuantificacion del principio activo, ni degradacion de algun

excipiente., por lo que la prueba resulto satisfactoria. ric s

La reproducibilidad entre 2 analistas en 2 dias distintos resulto satisfactoria al
obtener un coeficiente de variacion de 1.6% en el dia uno y de 0.14% en el dia
dos., con esto se comprueba que la metodologia es confiable entre analistas en
distintos dias., permitiendo asi a cualquier analista llevar a cabo el andlisis sin

inconvenientes. fig 11

Para la estabilidad de la muestra se realizaron inyecciones a las siguientes
horas de almacenamiento., 3, 6, y 9 hrs, dando coeficientes de variacion de
0.51%, 0.27% y 0.18% con un limite de 2.0%., esto nos indica que la muestra
se empieza a degradar hasta pasadas las 24 horas ric15.16,17,18 Y N0 en el dia de
la preparacion, esto por tener una solucion diluente de acido citrico:acetonitrilo
(97:3) que evito que se degradara la muestra durante el andlisis, permitiendo
analizar varios lotes a la vez sin importar la manipulacion de la muestra ni su

degradacion. i 10

La robustez del andlisis nos demostré que al variar +/- 5% & +/- nandmetros,
en las condiciones establecidas, es decir, pH , Temperatura, Fase movil,
Longitud de onda y entre equipos PDA y TUV., en cualquiera de los casos el
coeficiente de variacion no rebaso el 2.0% por lo que se considera una
metodologia confiable, y con un amplio rango de variacion de las condiciones
iniciales , permitiendo asi segun sea el caso y las circunstancias, realizar el

analisis siendo confiable este. g1
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En el limite de deteccion y cuantificacion de la muestra la idea original es
determinar la minima concentracion detectable y cuantificable de principio
activo (acido acetilsalicilico), para lo cual se realizo un acercamiento en la linea
base del cromatograma obtenido para cuantificar el ruido obtenido en esta, y

se observo que la linea base no tuvo ruido por lo que se considero un valor de

Cero. riG 13,14,19,20
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CONCLUSIONES

El resultado de trabajo se consolida con las siguientes conclusiones:

1.

La validacién del método analitico por UPLC para la cuantificacién de acido
acetilsalicilico resulto un éxito al tener un método lineal, recobros 6ptimos,
buena adecuabilidad, estabilidad de la muestra de hasta 24 horas al usar un
amortiguador para evitar la degradacion del acido acetilsalicilico a acido
salicilico, determinando asi mismo el &cido salicilico libre, al usar un
estandar de &cido salicilico de concentracion conocida segun Farmacopea
0.3%, al comparar los cromatogramas de muestra y estandar.

Un meétodo robusto al poder variar condiciones iniciales de analisis de hasta
un +/- 5% y +/- 5 nanometros y ademas poder determinar hasta un 1.0%
de concentracion de la muestra sin tener lugar a errores de determinacion.
La resolucion, numero de platos tedricos, coleo y simetria de los picos
obtenidos en los cromatogramas en el UPLC del acido acetilsalicilico, son
optimos comparados con los obtenidos en CLAR.

Los tiempos de andlisis del acido acetilsalicilico en UPLC comparados con los
obtenidos en CLAR, son mas cortos generando asi, resultados en menos
tiempo siendo competitivo y productivo a la vez, menos residuos de analisis
(disolventes), contribuyendo con la ecologia y el medio ambiente.

La toxicidad del andlisis usando UPLC es nula al ocupar el minimo de
organicos (acetonitrilo) y una mayor proporcién de agua para disolver sales

(heptansulfonato sodico) en la preparacién de fase movil.
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SIMBOLOS Y ABREVIATURAS.

UPLC

CLAR
PDA
TUV

Clcetyl manager

Binary Solvent manager

o
cvV
C.Vyx

Fo.975.9

Fo.05.gl

I:0.025.g/l

FEUM

g

gl

IC(B.)
IC(B11-B12)

IC(Bo)

IC(Bo1-Bo2)

Ultra Performance Liquid Cromatography
Cromatografia de Liquidos de Ultra Resolucion
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
Detector de Arreglo de Diodos

Detector ultravioleta

Muestreador

Bomba binaria

Factor de separacion

Coeficiente de variacion

Coeficiente de variacion de regresion

Valor de la distribucion F de Fisher asociado a una
confianza del 97.5% y a grados de libertad (gl)
establecidos

Valor de la distribucion F de Fisher asociado a una
confianza del 5% y a grados de libertad (gl)
establecidos

Valor de la distribucion F de Fisher asociado a una
confianza del 2.5% y a grados de libertad (gl)
establecidos

Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
Gramos

Grados de libertad

Intervalo de confianza para la pendiente poblacional

Intervalo de confianza para la diferencia de 2 pendientes

Poblacionales.
Intervalo de confianza para la ordenada al origen
Poblacional

Intervalo de confianza para la diferencia de 2 ordenadas al
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IC(u)
IC(M1-H2)

ACN
F.M
CLAE-EM

CLAE-DF

CG-EM
CG-EM-tandem

CLAE-EM

CLAE-EM-tandem

Cromatograma

Espectros de masas

Farmaco

Metabolismo

origen poblacionales.

Intervalo de confianza para la media poblacional

Intervalo de confianza para la diferencia de 2 medias
Poblacionales

Acetonitrilo

Fase movil

Cromatografia de liquidos de alta eficiencia acoplado a
espectrometria de masas

Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia con Detector de
Fluorescencia

Cromatografia de Gases Acoplado a Espectrometria de Masas
Cromatografia de Gases Acoplado a Espectrometria de masas
en tandem

Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia Acoplado a
Espectrometria de Masas

Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia Acoplado a
Espectrometria de masas en tandem

Es un grafico u otra representacion de la respuesta del
detector, concentracion del efluente u otra cantidad usada
como una medida de la concentracion del efluente, versus el
volumen del efluente o tiempo

Grafico que muestra la abundancia relativa de los iones
producidos en el eje de las ordenadas, mientras que en el eje
de las abscisas se expresa la relacion m/z, m en unidades
atémicas de masa, dividida por el nimero de cargas que lleva
el ién z que llegan al detector en un espectrometro de masa
Sustancia quimica empleado en el tratamiento o prevencion
de enfermedades

Conjunto de reacciones quimicas que tienen lugar dentro de
las células de los organismos vivos, las cuales transforman

energia, conservan su identidad y se reproducen
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Orina

OMS
tr
to

4
r

Wy
W‘/z

4 > < 4 x e

PPmM

Sb

Liquido excretado por los rifiones a través de las vias
urinarias, con el cual se eliminan sustancias innecesarias para
el organismo. Desempefia un papel importante en la
regulacion del balance de liquidos y electrolitos y del
equilibrio entre acidos y bases. En las personas sanas es
clara y de color ambarino con un pH de 5 a 8. La cantidad de
orina producida diariamente es de 1 a 1,5 litros, valor que
aumenta si se ingieren muchos liquidos y disminuye en caso
de sudoracidn intensa

Organizacion Mundial de la Salud

Tiempo de retencién

Tiempo muerto

Tiempo de retencion ajustado

Velocidad lineal

Ancho a la base

Ancho a la mitad de la altura

Numero de platos tedricos

Constante de distribucion, razén de distribucion o coeficiente
de distribucién

Factor de capacidad

Factor de selectividad

Resolucion

Simetria

Coleo

Volumen de inyeccién

Longitud de onda

Temperatura

Partes por millon

Coeficiente de determinacion

Retencion relativa

Desviacion estandar

Desviacion estandar de los blancos
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Sbo

Sbo 1 -bo2

Sb1
Sbn-b12
g2

S%
s%

7
0%/ 0%
Sref
SSA
S’y/x

To.g7s.4l

LDD
LDC

bo>
BPF
NIST
OMS
PNO
USsP
VMA

Desviacion estandar de la ordenada al origen
Desviacion estandar para la diferencia de 2 pendientes

Desviacion estandar de la pendiente

Desviacion estandar para la diferencia de 2 pendientes
Varianza
Varianza del método 1
Varianza del método 2
Varianza poblacional

Razon de 2 varianzas poblacionales

Sustancia de referencia

Secretaria de Salud

Desviacion estandar de regresion

valor de la distribucién t de Student asociado a una
confianza del 95% y a grados de libertad (gl) establecidos
Limite de deteccién

Limite de cuantificacion

Pendiente

Pendiente del método 1

Pendiente del método 2

Ordena al origen

Ordenada al origen del método 1

Ordenada al origen del método 2

Buenas practicas de fabricacion

Nacional Institute of Standard and Tachnology

Organizacion Mundial de la Salud

Procedimiento Normalizado de Operacién

United Clcetyl Pharmacopeia

Validacion de métodos analiticos

Media aritmética de x

Media aritmética de y
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Y1

Y2

Yo

Y1
%
AU

Media aritmética del método 1

Media aritmética del método 2

Media aritmética del analisis inicial

Media aritmética de cada condicién de almacenaje
Porciento

Unidades de absorbancia.
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ANEXOS

ACQUITY UPLC PDA ARREGLO DE DIODOS (Fig 1).

1) Detector PDA arreglo de
diodos.

2) Horno de calentamiento para

columnas UPLC.
23)Chip de registro.

3) Automuestreador.
4) Inyector.

5) Bomba Binaria.
6) Empower
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CLAR ALLIANCE WATERS 2690/2487 ACOPLADO A MS
(Fig 2).

1) Detector TUV
2) Charola de disolventes

3) Automuestreador.
4) Inyector

5) Bomba Cuaternaria.
6) Empower

7) MS
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CROMATOGRAMAS COMPARATIVOS DE CLAR V.S UPLC EN LA
DETERMINACION DE ACIDO ACETILSALICILICO, TABLETAS
SOLUBLES. (Figura 3)
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COMPARATIVO DE DIMENSIONES ENTRE COLUMNAS CLAR Y UPLC
(Figura 4).

e PARTE SUPERIOR: COLUMNA HLPC p BONDAPACK Cig4.5 X 300mm

e PARTE INFERIOR: COLUMNA  ACQUITY  Cig BEH (Bridged
ethylsiloxane/silica  hybrid, o sea, un hibrido puenteado de
etilsiloxano/silica) 2.1 x 50mm, 1.7um
CON CHIP INTEGRADO PARA REGISTRO DE INYECCIONES.
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VENTAJAS , DESVENTAJAS Y SIMILITUDES ENTRE EQUIPOS

(Figura 5).
CONDICION CLAR ALLIANCE UPLC 2996 PDA
2695/2487 DETECTOR
Columnas e [-Bondapack Cig e Cis En columnas UPLC se
e Symmetry Cyg e G tienen hasta la fecha
o YMCGg e Phenyl menor variedad pero
e Cyano e Cyano mejor calidad en el
e Phenyl e RPy analisis, se tienen
e X-terra Cy; proyectadas mas
e Sphere tipos de columnas
e Cygrecubierta UPLC
Dimensiones y e 30cm x 150mm,3- e 1.0x50mm 1.7um
Longitud de 5u e 1.0100mm 1.7um
columna o 25cm x 150mm,3-5 | e 2.1 x 50mm 1.7um
|,| e 2.1 x100mm 1.7um
e 15cm x 150mm,3- e 1.0x50mm 1.7um
Sy
Carga de Varia desde 4 %C hasta | De 3a 18% C

carbono (% C)

22 %C

Tamafio de poro

(R)

Desde 60 hasta 300

130A

Platos tedricos

No menos de 2,000

No menos de 9,000

Mayor numero de
platos, mayor
resolucion y menor
coleo en columnas
UPLC

Resolucion

Mayor de 2.0

Mayor de 3.5

Mejor resolucion en
columnas UPLC

Coleo

No mayor de 2.0

No mayor de 1.0

En columnas UPLC se
obtienen picos mas
espigados

Tamafo de
particula

De 3,5 um

1.7um

Menor tamafio de
particula en
Columnas UPLC,
mayor resolucion

pH

2a9

2al12

En columnas CLAR el
efecto de pH mayor
de 2 o mayor de 9
afecta el empaque
de la columna., y en
columnas UPLC son
hibridas soportando
el efecto del pH y
temperatura

Presion de
trabajo (psi)

Hasta 3000 psi

Hasta 12,000 psi

En columnas UPLC se
necesita mayores
presiones debido al
tamafio de particula,
trayendo con esto
mejores resoluciones

Gasto de fase
movil

Aprox 1800 mL en
corridas de hasta 15

Aprox 100 mL en corridas
de hasta 5 minutos a

Menos residuos en
equipos UPLC

10
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minutos a flujo de flujo de 0.5mL/min
2.0mL/min
Temperatura(°C) | Hasta 50°C Hasta 60°C

de la columna

Bomba de flujo Bomba cuaternaria Bomba binaria
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SUGERENCIAS

e Investigar, Desarrollar y Validar técnicas hechas en condiciones CLAR con
columnas UPLC a partir de columnas CLAR., partiendo de fases mdviles con
amortiguadores y solventes organicos, fases normales (solo solventes),
hasta llegar a fases moviles UPLC, es decir, fases modviles con bajas
concentraciones de sales como pentansulfonato de sodio, hexansulfonato,
heptansulfonato y octansulfonato con concentraciones desde 1 hasta 5 mM
y manejando pH desde 3.0 hasta 4.0.

e En UPLC no se pueden detectar principios activos disueltos en fases
normales (solo solventes organicos), ya que debido a la presiones de trabajo
gue se manejan, por la densidad, volatilidad de los solventes organicos
(hexano, tetrahidrofurano, octanol, etc), al pasar por las columnas UPLC y
luego ir al detector, esta muestra se volatiliza o llega solo una minima
cantidad que no puede ser detectada., aun inyectando el maximo de mL de
muestra que es 20pL.

e Otra limitante es el tipo de fases moviles usadas en CLAR, la mayoria tiene
mayor cantidad de sales comparadas con las de UPLC, esto es muy critico
ya que si no se tienen buenos métodos de lavado en el equipo, en este se
tapan las tuberias, los cabezales se saturan de sales y se rayan al tener
friccion entre ellos (metal con metal) al no tener liquido (fase mévil o agua)
solo sales, y estas rayan los cabezales.

e En el lavado de la aguja de inyeccién, este se debe hacer preparando 90 %
de agua — 10% de solvente organico (acetonitrilo, metanol) lavado débil,
aqui también puede ir el lavado de sellos y un lavado fuerte con 90 % de
solvente organico — 10% agua, o segun las propiedades del principio activo,
como son solubilidad, compatibilidad con la fase mdvil, etc., se pueden
colocar estos dos lavados en agua. Todo esto con el fin de asegurar la
solubilidad de la muestra y no tapar la aguja de inyeccion con sales,
perjudicando en analisis.

e Evitar al maximo los golpes de flujo, es decir, subir muy rapido el flujo de la
fase movil usando columnas Acquity BEH, ya que se puede desempacar esta
misma trayendo como consecuencia poca resolucion, muy pocos platos
tedricos, coleo muy por arriba de 2.0%, presion de trabajo muy alta ya que
al desempacarse se tapan las tuberias del equipo UPLC, y estas siendo de
un didmetro muy pequefio quedan inservibles , se presuriza el equipo y las
valvulas check se dafian ya que al ser de zafiro este se raya con el
acumulamiento de sales de las fases y se tiene que dar servicio al equipo, si
no de lo contrario queda inservible, trayendo perdidas econémicas al ya no
poder analizar y no dar dictdmenes rapidos a produccion para que se venda
al publico, como el simple hecho de tener un equipo detenido. Se
recomienda subir el flujo de trabajo de 0.05mL/min en 0.05mL/min para
evitar los problemas antes mencionados

e Al activar una columna Acquity se recomienda activarse con acetonitrilo, o
en su caso, en el solvente organico con el cual se evalué la columna.
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