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RESUMEN

El método de producto terminado cambio6 de un analisis
espectrofotométrico, desarrollado en el mismo laboratorio, al de
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion, motivo por el cual se tiene que
validar dicho método con los nuevos requerimientos de Farmacopea de los
Estados Unidos Mexicanos (FEUM) 8? Edicidn. Solo se realiza una validacion
para comprobar que puede ser utilizado como método rutinario para control de
calidad.

En el presente trabajo se realiz6 la validacion del método de valoracion
de metronidazol en tabletas, que aparece en la FEUM 82 Edicion, para
comprobar que puede ser determinado, sin que interfiera ninguno de los
componentes de la formulacion.

Para esto se evaluaron los diferentes parametros que involucra una
validacion para métodos farmacopeicos, para producto terminado,
fisicoquimico para cuantificar el analito, las cuales son: linealidad y precision
del sistema, linealidad y exactitud del método, reproducibilidad, especificidad
para control de calidad, tolerancia y estabilidad de la muestra.

Con los resultados obtenidos de dichos parametros se pudo determinar a
que intervalo el método es lineal, reproducible y exacto, asi como las variables
que en un momento dado pueden afectar o no los resultados obtenidos en los
andlisis de rutina y saber que medidas se tomaran cuando esto suceda.



1. INTRODUCCION.

Los métodos analiticos se dividen en dos principales categorias:
farmacopeicos, que aparecen en alguna farmacopea como por ejemplo:
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM), United States
Pharmacopoiea (USP), Brithish Pharmacopoiea (BP), European Pharmacopoiea
(EP), etc.; y los no farmacopeicos (que aparecen en articulos, aplicaciones
técnicas, etc.) y que no estan en ninguna farmacopea. También se dividen en
varios grupos en funcién de su aplicacion: métodos para producto a granel,
producto terminado, materia prima e indicadores de estabilidad.

De acuerdo a la NOM-059 la definicion de validacion de un método
analitico es un proceso por el cual queda establecido, por estudio de laboratorio,
que la capacidad del método satisface los requisitos para las aplicaciones
analiticas deseadas. El método en cuestion es un método farmacopeico de
producto terminado, fisicoquimico, para cuantificar el analito, es decir para uso
de control de calidad, por lo cual se deben realizar las siguientes
determinaciones: linealidad del sistema, precision, especificidad, exactitud y
reproducibilidad, linealidad del método, estabilidad analitica de la muestra y
tolerancia. (1) (4).



2. MARCO TEORICO.

2.1. VALIDACION DE METODOS
ANALITICOS.

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
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 propdsitos para los cuales fue disenado.

De acuerdo a la Buenas Practicas tanto de Fabricacion como de
Laboratorio, es necesario que todos los métodos analiticos empleados estén validados.

Cuando se tiene interés en medir un componente en una muestra, es
necesario contar con una metodologia de medicion (método analitico). Por ello las
empresas, principalmente las farmacéuticas requieren de esta clase de metodologias,
pudiendo utilizar metodologias farmacopeicas o bien, dedicar tiempo para su
desarrollo, partiendo del hecho de que deben cumplir el atributo de confiabilidad. Es
necesario llevar a cabo estudios experimentales que permitan demostrar la
confiabilidad de lo que se estd midiendo. Un proceso que permite cumplir este fin, es
la validacion.

Todo producto farmacéutico debe reunir atributos de identidad, pureza,
concentracion, 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 no es confiable se corre el grave riesgo de afectar al usuario final.

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 Validacion, las Autoridades Regulatorias verifican que las empresas
sustenten estos sistemas con actividades documentadas, como se indica en la NOM-
059 SSAI1 numerales 5.6.3, 5.7.4, 9.11.3, 9.11.5 y 9.12.3 y en otros lineamientos
regulatorios internacionales. (1).

El objetivo final de un dictamen de calidad, es la liberacion o no
liberacion de un producto sobre la base de las especificaciones previamente
establecidas. Esta decision es tomada generalmente por el profesional farmacéutico, en
gran medida estd dada por los resultados obtenidos al aplicar uno o diversos métodos
analiticos. 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).

Un método analitico se define como la descripcion de la secuencia de
actividades, recursos materiales y parametros que se deben cumplir, para llevar a cabo
el analisis de un componente especifico de la muestra. Un analito se define como un
componente especifico en una muestra a medir en un andlisis; por lo que un método
analitico mide un componente especifico (analito) en una muestra y como todo proceso
de medicion, éste debe ser confiable para ser utilizado con un proposito definido. La
validacion de métodos analiticos es el proceso por el cual se demuestra, por estudios de
laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos para la aplicacion
deseada: es decir cumple con su proposito. (1).



Esta actividad puede ser justificada por los siguientes aspectos regulatorios:

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:

III. La wvalidacion 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
Meétodos Analiticos.

NUMERAL |CONTENIDO

5.6 El encargado del area de produccion se encargara de realizar las
siguientes funciones, sin perjuicio de las obligaciones y
responsabilidades que correspondan al responsable sanitario,
conforme a la Ley General de Salud:

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:

5.7.4 Que se lleven a cabo 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 producto

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

Norma Oficial Mexicana NOM-164-SSA1 -1998, Buenas Practicas de Fabricacion
para farmacos.

NUMERAL |CONTENIDO




16.1

16.1.5

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:

Validacion de Métodos Analiticos utilizados por la empresa, no
farmacopeicos o farmacopeicos que tengan desviaciones frente a
la farmacopea de referencia.

Norma Oficial Mexicana NOM-073-SSA1-1993, Estabilidad de medicamentos.

NUMERAL

CONTENIDO

5.5

Cuando se cambie el método analitico durante el estudio de
estabilidad, se debe demostrar que los métodos analiticos son
equivalentes mediante el proceso de validacion.

5.10.2

5.10.2.3

Informacién general, especificaciones y métodos analiticos:

Informacion de la  linealidad, precisién, exactitud,
reproducibilidad, repetibilidad y especificidad del método
analitico indicativo de estabilidad.

Farmacos

Para fines de registro de un medicamento con farmacos nuevos
en México, 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 le
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

actualizadas.

Los métodos analiticos se clasifican bajo los siguientes criterios:

1). En funcién de su estado regulatorio en:

a) Mcétodos farmacopeicos. Todos aquellos métodos que

aparccen en
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cualquier farmacopea (FEUM, USP, BP, EP, etc.,).
b) Métodos no farmacopeicos. Aquellos métodos no
comprendidos en una farmacopea.

2). En funcién de su aplicacion (NOM-059-SSA1 y NOM-073-SSA1) en:

a) Métodos para producto a granel.

b) Meétodos para producto terminado.
¢) Métodos para materia prima.

d) Me¢étodos indicadores de estabilidad.

3). En funcidn de la naturaleza de la respuesta analitica en:

1. Métodos fisico-quimicos. Cuando la respuesta es de caracter
fisico (absorcion de luz, emision de luz, voltaje, etc.) o quimico
(consumo de iones-OH, consumo de un acomplejante, etc.).

ii. Métodos bioldgicos. Cuando la respuesta es de caracter
bioldgico (crecimiento de un microorganismo, proteccion,
muerte, etc.).

4). En funcion de su proposito analitico en:

a) M¢étodos para cuantificar el analito (contenido o potencia).
b) M¢étodos para establecer la presencia del analito a un limite.
c) M¢étodos para identificar el analito.

Esta ultima clasificacion es la que se utiliza para establecer los parametros de
desempefio a estudiar en la validacién del método analitico.

Cualquier método analitico puede estar constituido por técnicas de separacion,
extraccion, etc., y por técnicas de medicion (espectrofotometria, volumetria,
colorimetria, potenciometria, etc.) que permiten medir la respuesta del analito en la
muestra.

5). En funcidén de la naturaleza del sistema de medicion se clasifican en:

a) Me¢étodos en los cuales el instrumento de medicidon de la respuesta
analitica, permite medir una sefial de ruido (cromatografo de
liquidos, cromatdgrafo de gases, espectrofotometros, etc.).

b) Mcétodos en los cuales el instrumento de medicion no permite
medir una sefial de ruido (buretas, medidor de halos,
potenciometros, etc.) (1).

PARAMETROS DE DESEMPENO

En funcion de la aplicacion analitica de un método, la siguiente tabla indica los
parametros de desempefio a estudiar.

11



CONTENIDO/ PRUEBAS DE IMPUREZAS
PARAMETRO DE |POTENCIA/ IDENTIFICACION
DESEMPENO VALORACION CONTENIDO/ LIMITE

VALORACION

PRECISION/
ADECUABILIDAD DEL |SI SI SI *
SISTEMA
LINEALIDAD DEL
SISTEMA SI SI NO NO
ESPECIFICIDAD! SP SI SI SI
EXACTITUD Y
REPETIBILIDAD SI SI NO NO
LINEALIDAD DEL
METODO SI SI NO NO
PRECISION DEL
METODO O PRECISION |SI SI NO NO
INTERMEDIA?
ESTABILIDAD
ANALITICA DE LA |[* * NO NO
MUESTRA
LIMITE DE DETECCION

NO NO SI NO
LIMITE DE
CUANTIFICACION NO SI NO NO
ROBUSTEZ
TOLERANCIA

Tabla No. 1. Parametros de desempeio. (1).

* PUEDE SER REQUERIDO DEPENDIENDO DE LA NATURALEZA DEL METODO.

1. La falta de especificidad de un método analitico, puede ser compensada por otra alternativa analitica
de soporte, como por ejemplo cromatografia de capa fina.

2. También es definido como un estudio de tolerancia.

3. Un método que es exacto y lineal, por definicion es especifico al placebo analitico o a los otros
componentes de la muestra.

2.1.1. PRECISION DEL SISTEMA.
2.1.1.1. METODOLOGIA.

Un analista debe preparar por lo menos un sextuplicado de soluciones a la
concentracion del analito que represente la concentracion de la solucién de referencia
utilizada, o en ciertos casos, la concentracion de la soluciéon al 100% de la muestra
procesada para su medicion; preparadas por dilucion o por pesadas independientes. Medir
la respuesta analitica bajo las mismas condiciones.

Calcular, S y CV de la respuesta analitica.

S=desviacion estandar.
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CV=coeficiente de variacion.
Para los sistemas biologicos, se deben cumplir los criterios de validez
inherentes al disefo del bioensayo.
CRITERIO DE ACEPTACION.
CV < 1.5% para métodos fisico-quimicos.
CV <3 % para métodos biologicos.

Valores superiores deben ser justificados.

Cualquier otro criterio de aceptacion, debe ser justificado.

Foérmulas:
MEDIA ARITMETICA:
_ Z y
y==-
n
DESVIACION ESTANDAR:

S:\/n( >y -y )
n(n-1)

COEFICIENTE DE VARIACION:

CV =2 %100
y

n = numero de determinaciones.
PROCEDIMIENTO PARA EL CALCULO:

1) Tabular los resultados:
Propiedad medida de la solucion de referencia

Valor 1
Valor 2
Valor 3
Valor 4
Valor 5
Valor 6

2) Calcular Yy, Yy? y determinar n.

13



3) Calcular la media aritmética y la desviacion estandar.
4) Calcular el coeficiente de variacion. (1), (2).

2.1.2. LINEALIDAD DEL SISTEMA.

2.1.2.1. METODOLOGIA.

Un analista debe preparar por lo menos por triplicado 5 niveles de
concentracion (intervalo) de la solucion de referencia ya sea por dilucion (a partir de una
misma solucion concentrada) o por pesadas independientes (cuando no sea posible
prepararlas por dilucion). La concentracion central debe ser igual a la que se prepara la
solucion de referencia en el método o en ciertos casos, la concentracion que represente el
100% en la muestra procesada para su medicion. El intervalo debe incluir la especificacion
para el caso de aquellos métodos utilizados para el contenido/potencia/valoracion. Medir la
respuesta analitica bajo las mismas condiciones de medicidon, reportar la relacion
concentracion vs. respuesta analitica. Calcular el valor de la pendiente (b;), la ordenada al
origen (bg), el coeficiente de determinacién (r*) y el intervalo de confianza para la
pendiente (IC(B)).

El intervalo estd en funcion del propdsito del método, y por lo general se expresa en
porcentaje (%) de la concentracion de la solucion de referencia o en funcién del contenido
del analito en la muestra procesada para su medicion.

Para contenido/potencia/valoracion se sugiere un minimo de + 20%.

Para contenido/valoracion de impurezas desde un nivel apropiado hasta un 20% por arriba
de la especificacion.

Para métodos indicadores de estabilidad desde un nivel adecuado hasta un 120%.

Es critico que el intervalo no excluya valores de concentracion que potencialmente puedan
dar lugar al contenido del analito en la muestra.

2.1.2.2. CRITERIOS DE ACEPTACION
> 0.98

IC (B1), no debe incluir el cero.
Cualquier otro criterio de aceptacion debe ser justificado.

Es conveniente trazar la grafica de concentracion (x) vs. la respuesta analitica (y), e incluir
en ella la ecuacion, la linea de ajuste y el coeficiente de determinacion

Formulas
PENDIENTE:
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s M- TAYy
3% = (X xf

n = numero de mediciones (concentracion-respuesta analitica)

ORDENADA AL ORIGEN

X _Zy—blzx
oS

COEFICIENTE DE DETERMINACION:

)y
()= &y ()

INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA PENDIENTE

IC (B1) = b1 % to.975,0-2Sp1

1

Sp =S

_ zyz_blzxy_bozy
Sy/x_ n—>2

to.o7s, n-2 Referirse al anexo 7, para determinar el valor de la t de Student.

PROCEDIMIENTO PARA EL CALCULO:
5) Tabular los resultados en la siguiente tabla:

Propiedad medida de la solucidn de referencia (y)

CONCENTRACION DEL RESPUESTA OBTENIDA FACTOR )
ANALITO (RESPUESTA OBTENIDA/CONCENTRACION)

VALOR 1 VALOR 1 VALOR 1

VALOR 2 VALOR 2 VALOR 2

VALOR 3 VALOR 3 VALOR 3

VALOR 4 VALOR 4 VALOR 4

VALOR 5 VALOR 5 VALOR 5

VALOR 6 VALOR 6 VALOR 6

VALOR 7 VALOR 7 VALOR 7

VALOR 8 VALOR 8 VALOR 8

VALOR 9 VALOR 9 VALOR 9

VALOR 10 VALOR 10 VALOR 10

VALOR 11 VALOR 11 VALOR 11

VALOR 12 VALOR 12 VALOR 12

VALOR 13 VALOR 13 VALOR 13

VALOR 14 VALOR 14 VALOR 14

VALOR 15 VALOR 15 VALOR 15
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6) Calcular ¥'x, Yy, Yx*, Yy Y'xy y determinar n.

7) Calcular by, by y .

8) Calcular Sy y Sp.

9) Determinar en el anexo 7 to975 52 y calcular IC(By). (1), (2).

2.1.3. ESPECIFICIDAD.
2.1.3.1. METODOLOGIA.

Partiendo de la experiencia en el andlisis de la muestra, se deben establecer las posibles
sustancias interferentes y adicionar cantidades conocidas de éstas, solas o combinadas a la
muestra y evaluar su respuesta al método, bajo las mismas condiciones de analisis.

Para métodos de identificacion: se deben seleccionar sustancias que potencialmente
interfieran en la determinacion con base en la estructura molecular del analito, precursores,
sustancias relacionadas, vias degradativas, etc.

Para métodos de contenido/potencia/valoracion: Se deben analizar placebos del producto,
como lo indica el método, muestras del producto, y cuando proceda:

- sustancias relacionadas;
- precursores;
- homologos;
y una mezcla del producto con ellos o cualquiera de ellos.

Para métodos de contenido/valoracién de impurezas: si se dispone de las impurezas se
deben adicionar éstas al analito y/o a la muestra analitica en niveles que incluya la
especificacion. Analizar como lo indica el método. Cuando no se dispone de éstas, la
muestra que contiene el analito debe someterse a condiciones que generen su inestabilidad
quimica (luz, calor, humedad, hidrdlisis 4cido-bésica y oxidacion) y aplicar el método a la
muestra resultante.

Para métodos de limite de impurezas: proceder a analizar las muestras individuales de la
impureza (organicas, inorganicas o solventes residuales), el producto (de pureza aceptable)
y la mezcla de estos como lo indica el método.

Para métodos indicadores de estabilidad: en caso de contar con los productos de
degradacion, preparar muestras con placebo adicionado de éstos, el placebo adicionado de
analito y de productos de degradacion y analizar con el método.

Si no se cuenta con los posibles productos de degradacion se pueden emplear,
dependiendo de la naturaleza quimica del analito y si es posible, las siguientes condiciones
para favorecer la inestabilidad del analito en la muestra:

1) Someter el analito, el placebo y la muestra en un horno de 70° C a 120° C 0 a 20° C
por debajo del punto de fusion del analito de 2 a 4 semanas.

2) Exponer el analito, el placebo y muestra a la luz UV, fluorescente y/o humedad
relativa, por un tiempo apropiado.
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3) Hacer soluciones del analito, ajustando el pH de 1 a 2 y/o de 10 a 12 y someterlas a
60° C-80° C por un tiempo apropiado.

4) Para formas farmacéuticas liquidas o semisdlidas, adicionar peroxido de hidrogeno
para favorecer la oxidacion del analito.

Estos estudios no se deben llevar acabo para analitos que segtn la bibliografia, tengan
propiedades reactivas que puedan dar lugar a condiciones inseguras al someter las
muestras a las condiciones antes mencionadas.

El tiempo y las condiciones se seleccionan con el fin de degradar al analito a niveles entre
el 15y el 30%.

En el caso de métodos no selectivos, como por ejemplo los métodos que utilizan sistemas
de medicion volumétricos, la especificidad para los componentes de una muestra, es
sustentada con los resultados de exactitud y linealidad del método, si el método cumple
con los criterios de aceptacion.

Cuando haya duda en la demostracion de la especificidad de un método analitico, se
sugiere que sea investigada por otra metodologia de soporte.

2.1.3.2. CRITERIOS DE ACEPTACION

La respuesta del método unicamente debe ser debida al analito. (1), (2).

2.1.4. EXACTITUD DEL METODO.
2.1.4.1. METODOLOGIA.
A) Se conocen los componentes de la muestra y es posible preparar un placebo analitico.

Un analista debe preparar el placebo analitico con el tipo de componentes que
generalmente estan presentes en la muestra. A la cantidad de placebo analitico equivalente
a una muestra analitica por sextuplicado, adicionarle la cantidad de analito (puede ser
sustancia de referencia secundaria) correspondiente al 100% de éste en la muestra. Los
placebos adicionados deben ser analizados por un mismo analista bajo las mismas
condiciones, utilizando como referencia, la sustancia empleada en la adicion al placebo
analitico, Determinar la cantidad recuperada del analito.

B) No se conocen los componentes de la muestra

Un analista debe analizar la muestra con el método, para determinar el contenido del
analito. El mismo analista debe preparar por lo menos 6 muestras adicionadas del analito,
por ejemplo utilizando la mitad de la muestra analitica que originalmente requiere el
método y adicionar el analito (puede ser una sustancia de referencia secundaria) hasta
completar lo que represente el 100% de este en la muestra. Las muestras adicionadas deben
ser analizadas por un mismo analista bajo las mismas condiciones utilizando como
referencia la sustancia empleada en la adiciéon de la muestra. Determinar la cantidad
recuperada del analito.
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Cuando no sea posible adicionar de manera directa el analito a la muestra, la adicion puede
ser llevada a cabo en alguna etapa del método. Se recomienda que la adicion se lleve a
cabo en las primeras etapas, para poder asegurar que las etapas posteriores no den lugar a
resultados incorrectos. Por ejemplo, si una muestra se debe extraer, filtrar y diluir, es
conveniente que la adicion se lleve cabo antes de extraer ya que si existiera algun problema
con la extraccion o con la filtracion y el analito se adiciona al placebo analitico o la
muestra hasta antes de diluir, puede dar lugar a resultados incorrectos.

Calcular el porcentaje de recobro de cada placebo analitico o muestra adicionada, al
obtener el cociente de la cantidad recuperada respecto de la cantidad adicionada expresada
en porcentaje.

Calcular el promedio aritmético ( y), la desviacion estandar (S), el coeficiente de

variacion (CV) y el intervalo de confianza para la media poblacional IC (p) del porcentaje
de recobro.

2.1.4.2. CRITERIOS DE ACEPTACION

El IC (p) debe incluir el 100% o que el promedio aritmético del por ciento de recobro se
incluya en el intervalo:

98-102% si el método es cromatografico,

98-102% si el método es volumétrico,

97-103% si el método es quimico o espectrofotométrico,

95-105% si el método es microbioldgico,

El CV del por ciento de recobro:
no debe ser mayor de 2% si el método es cromatografico,
no mayor de 2% si el método es volumétrico,
no mayor de 3% si es quimico o espectrofotométrico,
no mayor del 5% si es microbiologico,
no mayor a una magnitud preestablecida, acorde a la especificacion
del analito en la muestra.

Cualquier otro criterio de aceptacion, debe ser justificado.

Formulas:
MEDIA ARITMETICA:
_ Z y
y=="-
n
DESVIACION ESTANDAR:

S:Jn( >y -y )
n(n-1)

COEFICIENTE DE VARIACION:
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CV = > 100
y

n = numero de determinaciones.

INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA MEDIA POBLACIONAL.:

— S
IC(W=y tto975n1 ﬁ

to.o75, n-1 Referirse al anexo 7, para determinar el valor de la t de Student.
n = numero de recobros:

PROCEDIMIENTO PARA EL CALCULO:
1) Tabular los resultados en la siguiente tabla:

Cantidad adicionada-cantidad recuperada-% de recobro par aun método

cromatografico.
PLACEBO CANTIDAD CANTIDAD % DE RECOBRO (y)
ANALITICO ADICIONADA (mg) RECUPERADA (mg)
ADICIONADO
1 mg adicionados 1 mg recuperados 1 % 1
2 mg adicionados 2 mg recuperados 2 %2
3 mg adicionados 3 mg recuperados 3 % 3
4 mg adicionados 4 mg recuperados 4 % 4
5 mg adicionados 5 mg recuperados 5 %5
6 mg adicionados 6 mg recuperados 6 % 6

y = es el cociente porcentual de la cantidad recuperada respecto de la cantidad
adicionada.

2) Calcular Yy, Y'y? y determinar n.
3) Calcular la media aritmética y la desviacion estandar.
4) Calcular el coeficiente de variacion.
5) Determinar en el anexo 7 togrs,n-1 y calcular IC (p). (1), (2).
2.1.5. LINEALIDAD DEL METODO.
2.1.5.1. METODOLOGIA.

A) Se conocen los componentes de la muestra y es posible preparar un placebo analitico.
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Un analista debe preparar el placebo analitico con el tipo de componentes que
generalmente estan presentes en la muestra. A la cantidad de placebo analitico equivalente
a una muestra analitica por triplicado, adicionarle la cantidad de analito (puede ser
sustancia de referencia secundaria) correspondiente al 100% de este en la muestra.
Seleccionar al menos dos niveles, superior e inferior de la cantidad del analito (intervalo) y
preparar el placebo adicionado al menos por triplicado a cada nivel, manteniendo constante
la cantidad de placebo analitico en los tres niveles. Los placebos adicionados deben ser
analizados por un mismo analista bajo las mismas condiciones, utilizando como referencia,
la sustancia empleada en la adicidon al placebo analitico, Determinar la cantidad recuperada
del analito.

B) No se conocen los componentes de la muestra

Un analista debe analizar la muestra con el método, para determinar el contenido del
analito. El mismo analista debe preparar por lo menos 3 muestras adicionadas del analito,
por ejemplo utilizando la mitad de la muestra analitica que originalmente requiere el
método y adicionar el analito (puede ser una sustancia de referencia secundaria) hasta
completar lo que represente el 100% de este en la muestra. Seleccionar al menos dos
niveles, superior e inferior de la cantidad del analito (intervalo) y preparar el placebo
adicionado al menos por triplicado a cada nivel, manteniendo constante la cantidad de
placebo analitico en los tres niveles. Las muestras adicionadas deben ser analizadas por un
mismo analista bajo las mismas condiciones utilizando como referencia la sustancia
empleada en la adicion de la muestra. Determinar la cantidad recuperada del analito.

Cuando no sea posible adicionar de manera directa el analito a la muestra, la adicién puede
ser llevada a cabo en alguna etapa del método. Se recomienda que la adicién se lleve a
cabo en las primeras etapas, para poder asegurar que las etapas posteriores no den lugar a
resultados incorrectos. Por ejemplo, si una muestra se debe extraer, filtrar y diluir, es
conveniente que la adicion se lleve cabo antes de extraer ya que si existiera algin problema
con la extracciéon o con la filtracion y el analito se adiciona al placebo analitico o la
muestra hasta antes de diluir, puede dar lugar a resultados incorrectos.

El intervalo de la concentracion del analito adicionado, depende del propdsito del método y
debe incluir la especificacion. La siguiente tabla sugiere intervalos para el estudio de
linealidad, en la cual la especificacién se maneja como porcentaje; como por ejemplo el
100% puede representar 100mg/g de muestra, 10 ppm, 5 mg/mL, etc.

PROPOSITO ESPECIFICACION INTERVALO MINIMO
CONTENIDO/POTENCIA/ LIMITE INFERIOR(L,) Li—10%alLs+ 10%
VALORACION LIMITE SUPERIOR (Lg)
EJEMPLO
80 A 120%
VALORACION 90-110% Por lo tanto los niveles podrian
ser 80, 100 y 120%
UNIFORMIDAD DE DOSIS 60 A 140%
75-125% Por lo tanto los niveles podrian
ser 60, 100 y 140%
DISOLUCION Q=75% 40 A 130%
En el caso conservador, de | Por lo tanto los niveles podrian
llegar a tercera etapa, ninguna | ser 40, 100y 130%
unidad es menor a Q —25%
CONTENIDO/VALORACION
PARA PRUEBAS DE | LIMITE SUPERIOR (Ls) Ls-20% A Ls +20%
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IMPUREZAS | |

EJEMPLO

SUSTANCIAS No debe contener mas del | 80 A 120%

RELACIONADAS 100% Por lo tanto los niveles podrian
ser 80, 100 y 120%

Tabla No. 2. Intervalos sugeridos para la concentracion del analito adicionado. (1).

Reportar la relacion cantidad adicionada vs. cantidad recuperada. Utilizando el método de
estimacién por minimos cuadrados, calcular el valor de la pendiente (b)), la ordenada al
origen (by), el coeficiente de determinacién (1°), el intervalo de confianza para la pendiente
(IC(B1)), el intervalo de confianza para la ordenada al origen (IC(Bo)) y el coeficiente de
variacion de regresion (CV yx).

Calcular el porcentaje de recobro de cada placebo adicionado o muestra adicionada, al
obtener el cociente de la cantidad recuperada respecto de la cantidad adicionada expresada

en porcentaje. Calcular el promedio aritmético ( y), la desviaciéon estandar (S), el

coeficiente de variacion (CV) y el intervalo de confianza para la media poblacional IC ()
del porcentaje de recobro.

2.1.5.2. CRITERIOS DE ACEPTACION.
2.1.5.2.1. CANTIDAD ADICIONADA VS CANTIDAD RECUPERADA:
> 0.98

El IC (B;) debe incluir la unidad.
El IC (Bo) debe incluir el cero.
El CV y del porcentaje de recobro,
no debe ser mayor de 2% si el método es cromatogréafico,
no mayor de 2% si el método es volumétrico,
no mayor de 3% si es quimico o espectrofotométrico,
no mayor del 5% si es microbioldgico,
no mayor a una magnitud preestablecida, acorde a la especificacion
del analito en la muestra. (1).

2.1.5.2.2. PORCENTAIJE DE RECOBRO:

El IC (p) debe incluir el 100% o que el promedio aritmético del por ciento de recobro se
incluya en el intervalo:

98-102% si el método es cromatografico,
98-102% si el método es volumétrico,
97-103% si el método es quimico o espectrofotométrico,
95-105% si el método es microbioldgico,
El CV del por ciento de recobro:
no debe ser mayor de 2% si el método es cromatografico,
no mayor de 2% si el método es volumétrico,
no mayor de 3% si es quimico o espectrofotométrico,
no mayor del 5% si es microbiologico,
no mayor a una magnitud preestablecida, acorde a la especificacion
del analito en la muestra.
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Cualquier otro criterio de aceptacion, debe ser justificado. (1).
2.1.5.3. FORMULAS:

Es conveniente trazar la grafica de la cantidad adicionada (x) vs. Cantidad recuperada (y),
e incluir la ecuacidn, su linea y el coeficiente de determinacion.

2.1.5.3.1. CANTIDAD ADICIONADA VS CANTIDAD RECUPERADA.
PENDIENTE
NONREPRIN
.
> - (X xf

n = numero de mediciones (cantidad adicionada — cantidad recuperada).

ORDENADA AL ORIGEN

b__zy—qzy
T

COEFICIENTE DE DETERMINACION

-
(%)~ xf - v?)- ()

INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA PENDIENTE

IC (B1) =bo to.975,n72sb0

1

y/x sz_(zx)z

n

_ Zyz_blzxy_bozy
Sy = n-2

to.o7s, n-1 Referirse al anexo 7, para determinar el valor de la t de Student.

INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA ORDENADA AL ORIGEN
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IC (Bo) = bo * to_975,n725b0

PROCEDIMIENTO PARA EL CALCULO:

1) Tabular los resultados en la siguiente tabla:

Cantidad adicionada (x) -cantidad recuperada
cromatografico.
PLACEBO
ANALITICO x (mg/mL) y (mg/mL)
ADICIONADO
1 mg adicionados 1 mg recuperados 1
2 mg adicionados 2 mg recuperados 2
3 mg adicionados 3 mg recuperados 3
4 mg adicionados 4 mg recuperados 4
5 mg adicionados 5 mg recuperados 5
6 mg adicionados 6 mg recuperados 6
7 mg adicionados 7 mg recuperados 7
8 mg adicionados 8 mg recuperados 8
9 mg adicionados 9 mg recuperados 9
10 mg adicionados 10 mg recuperados 10
11 mg adicionados 11 mg recuperados 11
12 mg adicionados 12 mg recuperados 12
13 mg adicionados 13 mg recuperados 13
14 mg adicionados 14 mg recuperados 14
15 mg adicionados 15 mg recuperados 15

2) Calcular Yx, Yy, Yx* Yy* Yxy, y determinar n.

3) Calcular by, by y .
4) Calcular Syyy Spi

5) Determinar en el anexo 7 tog75 n-1 y calcular IC (By).

6) Calcular Xy IC (Bo)
7) Calcular CV .
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2.1.5.3.2. PORCENTAIJE DE RECOBRO.

MEDIA ARITMETICA:

STy
n

DESVIACION ESTANDAR:

S:\/n(Zyz -2y )
n(n-1)

COEFICIENTE DE VARIACION:

CV = > 100
y

n = numero de determinaciones.

INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA MEDIA POBLACIONAL:

— S
IC(W=y tto975 n1 ﬁ

to.o75, n-1 Referirse al anexo 7, para determinar el valor de la t de Student.
n = numero de recobros.

PROCEDIMIENTO PARA EL CALCULO:
1) Tabular los resultados en la siguiente tabla:
Cantidad adicionada -cantidad recuperada - % de recobro de un método

cromatografico.
PLACEBO CANTIDAD CANTIDAD % DE RECOBRO (y)
ANALITICO RECUPERADA (mg/ml) ADICIONADA
ADICIONADO (mg/mL)
1 mg adicionados 2 mg recuperados 1 % 1
2 mg adicionados 2 mg recuperados 2 % 2
3 mg adicionados 3 mg recuperados 3 % 3
4 mg adicionados 4 mg recuperados 4 % 4
5 mg adicionados 5 mg recuperados 5 %5
6 mg adicionados 6 mg recuperados 6 % 6
7 mg adicionados 7 mg recuperados 7 %7
8 mg adicionados 8 mg recuperados 8 % 8
9 mg adicionados 9 mg recuperados 9 %9
10 mg adicionados 10 mg recuperados 10 % 10
11 mg adicionados 11 mg recuperados 11 % 11
12 mg adicionados 12 mg recuperados 12 % 12
13 mg adicionados 13 mg recuperados 13 % 13
14 mg adicionados 14 mg recuperados 14 % 14
15 mg adicionados 15 mg recuperados 156 | % 15

2) Calcular Yy, Yy* y determinar n.
3) Calcular Xy S.
4) Calcular Sy y Spi
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5) Calcularel CV
6) Determinar en el anexo 7 tog75 n-1 y calcular IC (p). (1), (2).

2.1.6. REPRODUCIBILIDAD DEL METODO.

2.1.6.1. METODOLOGIA.

Analizar por triplicado una muestra homogénea del producto que tenga un nivel cercano o
igual al 100% (en el caso de contenido/potencia/valoracion) o una muestra homogénea
cuyo contenido este incluido en el intervalo lineal de concentracion de linealidad de
método (para el caso de impurezas), en dos dias diferentes y por dos analistas diferentes.
Utilizar de preferencia la misma sustancia de referencia y los mismos instrumentos y/o
equipos. Reportar el contenido/potencia/valoracion del analito de todas las muestras.

Calcular la media aritmética ( y ), la desviacién estandar (S), el coeficiente de variacidon
(CV) del contenido/potencia/valoracion, empleando todos los resultados obtenidos.

2.1.6.2. CRITERIOS DE ACEPTACION.

CV < 2% para métodos cromatograficos y volumétricos.

CV < 3% para métodos quimicos espectrofotométricos.

CV < 5% para métodos biologicos.

No mayor a una magnitud preestablecida, acorde a la especificacion del analito en la

muestra.
Valores superiores deben ser justificados.
2.1.6.3. FORMULAS.

MEDIA ARITMETICA:

STy
n

DESVIACION ESTANDAR:

S:Jn( >y -y )
n(n-1)

COEFICIENTE DE VARIACION:

S
CV ===x100 ; .
y n = numero de determinaciones.

2.1.6.4. PROCEDIMIENTO PARA EL CALCULO.

1) Tabular los resultados en la siguiente tabla:

| | ANALISTA |
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1 2
VALOR 1 VALOR 1
D |1 | VALOR2 VALOR 2
VALOR 3 VALOR 3

I VALOR 1 VALOR 1
2 | VALOR 2 VALOR 2
A VALOR 3 VALOR 3

2) Calcular Yy, Yy* y determinar n.
3) Calcular Xy S.

4) Calcular S x5y Spi

5) Calcular el CV. (1), (2).

2.1.7. ESTABILIDAD ANALITICA DE LA MUESTRA.
2.1.7.1. METODOLOGIA.

El analista debe establecer la etapa de andlisis en el cual se desea evaluar la estabilidad,
ademas de determinar si en dicha etapa es posible fraccionar (muestras dependientes) o no
(muestras independientes) y las condiciones de almacenaje.

Para determinar la estabilidad analitica de muestras dependientes, el analista debe procesar
hasta la etapa preestablecida por lo menos por triplicado una muestra homogénea.
Fraccionar cada una de las preparaciones de acuerdo a las condiciones de almacenaje de
interés. Terminar el andlisis de una de las fracciones de cada preparacion
(contenido/potencia/valoracion inicial). Proseguir el anélisis de cada una de las fracciones
al término de cada condiciébn de almacenaje, utilizando una solucion de referencia
recientemente preparada, si el método contempla el uso de una solucién de referencia.
Reportar el contenido/potencia/valoracion de cada fraccion.

Para determinar la estabilidad de la muestra analitica de muestras independientes, a partir
de una muestra homogénea el analista debe analizar por triplicado
(contenido/potencia/valoracion inicial). Simultdneamente y de la misma muestra, procesar
el nimero de muestras necesarias para cada condicion de almacenaje hasta la etapa
preestablecida (preparaciones) al menos por triplicado. Proseguir el analisis de cada una de
las preparaciones al término de cada condicion de almacenaje, utilizando una solucion de
referencia recientemente preparada, si el método contempla una solucién de referencia.
Reportar el contenido/potencia/valoracion de cada preparacion.

Calcular la media aritmética del analisis inicial (y ¢) y de cada condicion de almacenaje
(y ;). Calcular la diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicion realmacenaje

respecto del analisis inicial Qdi|).

2.1.7.2. CRITERIOS DE ACEPTACION.

|di| < 2% para métodos cromatograficos y volumétricos.
|di| < 3% para métodos quimicos espectrofotométricos.

|di| < 5% para métodos biologicos.
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No mayor a una magnitud preestablecida, acorde a la especificacion del analito en la
muestra.

Cualquier otro criterio de aceptacion, debe ser justificado.
2.1.7.3. FORMULAS.

MEDIA ARITMETICA DEL ANALISIS INICIAL

2

Yo==—
nO

No = numero de muestras del analisis inicial.

MEDIA ARITMETICA DEL ANALISIS DE CADA CONDICION DE ALMACENAIJE.

Vi = Z d
n.

n; = nimero de muestras del analisis de la i-esima condicidon de almacenaje.

DIFERENCIA ABSOLUTA DE LA MEDIA ARITMETICA DE CADA CONDICION
DE ALMACENAJE RESPECTO DE LA MEDIA ARITMETICA DEL ANALISIS
INICIAL

dif=|¥: = Y|
2.1.7.4. PROCEDIMIENTO PARA EL CALCULO.

1) Tabular los resultados en la siguiente tabla:

VARIABLE PREDETERMINADA

MUESTRA INICIAL CONDICION CONDICION CONDICION
(Yo) (o (y2) (v3)

1 VALOR 1 VALOR 1 VALOR 1 VALOR 1

2 VALOR 2 VALOR 2 VALOR 2 VALOR 2

3 VALOR 3 VALOR 3 VALOR 3 VALOR 3

2) Calcular >y, >yi, 2.y2, 2.y3 y determinar ng, n;, ny, ns.
3) Calcular ¥, Y, Y,y ¥s.
4) Calcular |di| (D).

2.1.8. ROBUSTEZ
2.1.8.1. METODOLOGIA.
Se deben establecer aquellos factores instrumentales (temperatura de la columna, presion
de la columna, velocidad de flujo, etc.) y/o factores no instrumentales (pH de la fase movil,

volumenes de solventes orgénicos para una extraccion, etc.), relacionados al propio
método, que se consideren criticos. En cada condicion de operacion distinta; asi como a la
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condicién normal, analizar la misma muestra por lo menos por triplicado. Reportar el
contenido/potencia/valoracion del analito para las muestras de condicion normal de
operacion y para la(s) muestra(s) de la(s) otra(s) condicion(es) de operacion, expresada(s)
como por ciento.

Calcular la media aritmética de la condicion normal de operacion (' o) y de cada condicion

de operacion diferente a la condicién normal (y ;). Calcular la diferencia absoluta de la

media aritmética de cada condicion respecto a la condicion normal Qdi|).

2.1.8.2. CRITERIOS DE ACEPTACION.

|di| < 2% para métodos cromatograficos y volumétricos.
|di| < 3% para métodos quimicos espectrofotométricos.

|di| < 5% para métodos biologicos.

No mayor a una magnitud preestablecida, acorde a la especificacion del analito en la
muestra.

Cualquier otro criterio de aceptacion, debe ser justificado.

2.1.8.3. FORMULAS.

MEDIA ARITMETICA DE LA CONDICION NORMAL DE OPERACION
= y
Yo = Zn :

0
Np = nimero de muestras de la condicion normal de operacion.

MEDIA ARITMETICA DEL ANALISIS DE CADA CONDICION DE OPERACION
DIFERENTE A LA CONDICION NORMAL.

Y; :&
n.

I
n; = nimero de muestras del anélisis de la i-esima condiciéon de operacion.

DIFERENCIA ABSOLUTA DE LA MEDIA ARITMETICA DE CADA CONDICION
RESPECTO DE LA MEDIA ARITMETICA DE LA CONDICION NORMAL.

dif =%, = %|
2.1.8.4. PROCEDIMIENTO PARA EL CALCULO.

5) Tabular los resultados en la siguiente tabla:

CONDICION

NORMAL |1 | 2
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MUESTRA (Yo) (Y1) (y2)

1 Valor 1 Valor 1 Valor 1
2 Valor 2 Valor 2 Valor 2
3 Valor 3 Valor 3 Valor 3

6) Calcular }Yyo, D y1, 2.y» y determinar ny, nj, ny.
7) Calcular Y,,Y,,Y,.

8) Calcular |di| (D).
2.1.9. TOLERANCIA.
2.1.9.1. METODOLOGIA.
Se deben establecer aquellos factores ajenos al método como diferentes equipos, lotes de
reactivos, columnas, etc., que se puedan presentar al reproducir el método en otras
condiciones de uso. Fijar por lo menos 2 condiciones de uso y analizar una misma muestra

por lo menos por triplicado a cada condicion. Reportar el contenido/potencia/valoracion
del analito en todas las muestras.

Calcular la media aritmética (y ), la desviacion estandar (S), el coeficiente de variacion
(CV) del contenido/potencia/valoracion.

2.1.9.2. CRITERIOS DE ACEPTACION.

CV < 2% para métodos cromatograficos y volumétricos.
CV < 3% para métodos quimicos espectrofotométricos.
CV < 5% para métodos biologicos.

No mayor a una magnitud preestablecida, acorde a la especificacion del analito en la
muestra.

Cualquier otro criterio de aceptacion, debe ser justificado.

2.1.9.3. FORMULAS.
MEDIA ARITMETICA:
_ z y
y _— =
) n
DESVIACION ESTANDAR:

S:\/n( >y -y )
n(n-1)

COEFICIENTE DE VARIACION:
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CV = > 100
y

n = namero de muestras de contenido/potencia/valoracion.

2.1.9.4. PROCEDIMIENTO PARA EL CALCULO.

1) Tabular los resultados en la siguiente tabla:

MUESTRA ANALISIS 1 ANALISIS 2
Valor 1 Valor 1 Valor 1
Valor 2 Valor 2 Valor 2
Valor 3 Valor 3 Valor 3

2) Calcular Yy, Y'y? y determinar n.
3) Calcular Xy S.
4) Calcular CV. (1).
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2.2. CROMATOGRAFIA.

La cromatografia es una técnica desarrollada a principios del siglo XX, que permite la
separacion de sustancias que se encuentran en una mezcla. El nombre cromatografia
(kromos: color, graphos: descripcion) se debe a que las primeras separaciones se llevaron
a cabo con pigmentos de plantas, en los cuales se observaban como bandas coloridas. En
general, la cromatografia es un proceso de migracion diferencial en el cual los
componentes de una mezcla son transportados por una fase movil (gas o liquido), y
retenidos selectivamente por una fase estacionaria que puede ser un liquido o un solido.
De acuerdo a la naturaleza de las fases involucradas y a los mecanismos de separacion, la
cromatografia se divide en:

CROMATOGRAFIA DE GASES

Mecanismo de separacion Tipo de muestra
Gas- Liquido Fase de vapor
(particion) Liquida
Gas-Solido Fase de vapor
(adsorcion) Liquida

CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS

Cromatografia plana Cromatografia en columna
Cromatografia  Liquido —  Sdlido
(adsorcion)

Cromatografia ~ en  capa  delgada

(adsorcion)
Cromatografia  Liquido —  Sdlido
(particidn)

Cromatografia de intercambio i6nico
Cromatografia en papel (particion)

Cromatografia de exclusion

(3). (4).

2.2.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA.
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2.2.1.1. CROMATOGRAFIA PLANA.
2.2.1.1.1. CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA.

Esta técnica es una forma de cromatografia de absorcidon que consiste en un adsorbente
solido (fase estacionaria), distribuido uniformemente sobre una superficie plana,
generalmente hojas de aluminio o placas de vidrio. Este adsorbente presenta cierta
capilaridad dada por las particulas finamente divididas y que permite que la fase movil pase
entre las particulas del adsorbente.

La separacion ocurre cuando uno de los componentes de la mezcla es retenido en mayor
grado por la fase estacionaria que los otros componentes. La fase estacionaria puede
modificarse de acuerdo a las necesidades de separacion aunque el factor mas importante
para que esta se lleve en forma adecuada es la fase movil elegida.

El movimiento de cada sustancia en un determinado sistema es caracteristico y puede ser un
dato valioso en la identificacion de ella. Esta caracteristica se conoce con el nombre de Rf
(relacion de frentes) y representa la distancia recorrida por el compuesto, con relacion a la
distancia recorrida por la fase movil por lo que sus valores siempre oscilaran entre 0 y 1.

(3). (4).

Rf = Distancia recorrida por un compuesto desde el origen
Distancia recorrida por el frente de la fase movil

No todas las sustancias pueden observarse, por lo que en muchas ocasiones es necesario
observar la placa de cromatografia después de someterla a procesos de “revelado”
dependiendo estos de las caracteristicas quimicas del compuesto por analizar o bien
observar dicha placas bajo una fuente de luz ultravioleta.

2.2.1.1.2. CROMATOGRAFIA EN PAPEL.

En la cromatografia en papel, el adsorbente es una hoja de papel de textura y espesor
adecuados. La separacion cromatografica puede efectuarse mediante la accion de una sola
fase liquida en un proceso analogo a la cromatografia de absorcién en columna. Dado que
el componente hidrofilo de la fase liquida realizada por las fibras del papel pueden
considerarse como fase estacionaria, un mecanismo de particion puede contribuir
significativamente a la separacion.

Como alternativa, se puede usar un sistema de dos fases. El papel se impregna con una de
las fases, que permanecerd como fase estacionaria (generalmente la fase mas polar en el
caso de papeles no modificados). El cromatograma se desarrolla al pasar lentamente la otra
fase (movil) sobre la hoja. El desarrollo puede ser ascendente, en cuyo caso el disolvente se
desplaza hacia arriba por el papel mediante fuerzas de capilaridad, o descendente, en cuyo
caso el flujo del disolvente se ve ayudado por la fuerza de gravedad.

Se han registrado diferencias en el valor de Rf cuando los cromatogramas se desarrollan en
direccion de las fibras del papel (direccion de maquina) en comparaciéon con los
desarrollados en angulos rectos con respecto a las fibras; por lo tanto la orientacion de las
fibras del papel con respecto al flujo del disolvente se debe mantener constante en una serie
de cromatogramas. (Por lo general el fabricante indica la direcciéon de maquina en los
paquetes de papel para cromatografia). (3).

2.2.1.1.2.1. CROMATOGRAFIA DESCENDENTE.
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En la cromatografia descendente, la fase movil fluye hacia abajo en la hoja
cromatografica.

La tapa de la camara de desarrollo tiene un orificio central aproximadamente de 1.5 cm.
De didmetro cerrado por un tapon. En la parte superior de la cdmara esta colocado un
recipiente para el disolvente, provisto de un dispositivo, generalmente una varilla de
vidrio, para sostener el papel. A ambos lados del recipiente se colocan dos varillas de
vidrio en forma paralela y ligeramente arriba de los bordes superiores del recipiente de
manera que sostengan el papel sin que este entre en contacto con las paredes del tanque.

Se utiliza una cantidad suficiente del disolvente especificado en la monografia, para
formar una capa de 2.5 cm. En el fondo. La camara se cierra y se mantiene a una
temperatura de 20°C a 25° C durante 24 horas previas al desarrollo cromatografico y
mientras dure dicho proceso.

Se traza con un lapiz una linea fina en el papel a una distancia del extremo tal que, al
colocarlo en la varilla del recipiente, la linea quede paralela y unos centimetros por debajo
de la varilla. La solucion del producto en estudio se aplica sobre esta linea; la mancha no
debe exceder de 1 cm. De diametro y se deja secar al aire. El papel ya preparado se
introduce en la camara, se cierra y se deja en reposo durante hora y media para que se
sature. Al cabo de este tiempo se introduce por el orificio de la tapa, suficiente fase mévil
en el recipiente para el disolvente; se tapa y se efectua el desarrollo durante la distancia o
tiempo descritos en la monografia, protegiendo la camara de la luz directa durante el
proceso. El papel se saca y se deja secar al aire. El método de cuantificacion que se
describe en la monografia. (3).

2.2.1.1.2.2. CROMATOGRAFIA ASCENDENTE.

La parte superior del tanque tiene un dispositivo desde el cual se suspende el papel para
cromatografia, que permita que este descienda sin abrir la cdmara. En el fondo hay una
cubeta conteniendo la fase movil hasta la cual se hara descender el papel.

Se emplea una cantidad suficiente de la fase movil elegida de manera que se forme una
capa de 2.5 cm. en la cubeta y si es necesario, se puede poner otro disolvente entre la
cubeta y las paredes de la cadmara. Esta se cierra y se mantienen entre 20° C a 25° C
durante 24 h previas al desarrollo cromatografico.

La muestra se aplica de la misma manera que se describi6 en la cromatografia descendente
pero en este caso, el extremo aplicado se introduce en la cdmara, se tapa y se deja saturar
durante una hora y media. Al cabo de este tiempo, el papel se hace descender hasta la fase
movil y se deja, para el desarrollo, durante el tiempo o distancia descrita en la monografia,
protegiendo de la luz directa. Se saca el papel y se deja secar al aire. El método de
cuantificacion se describe en la monografia. (3).

2.2.3. CROMATOGRAFIA EN COLUMNA.

2.2.3.1. CROMATOGRAFIA DE ADSORCION EN COLUMNA.

El soporte sdlido o adsorbente, (alimina activada, celulosa en polvo o silica) se introduce
en forma de polvo seco o de pasta en un tubo de vidrio, de plastico o de otro material
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adecuado, procurando generar una masa uniforme y compacta, libre de fracturas y/o
burbujas; dicho tubo debe poseer un orificio inferior estrecho (generalmente protegido por
un disco de vidrio poroso) para dar salida a la fase movil.

Preparacion de la columna. En la parte superior se vierte una solucion de la sustancia
sometida a cromatografia y se deja que penetre el adsorbente; inmediatamente después, se
introduce el disolvente, que constituye la fase movil y se le deja fluir hacia abajo por accion
de la gravedad o aplicando una presion positiva; durante todo el desarrollo de Ia
cromatografia no debe dejarse que la parte superior de la columna se seque.

La solucion eluida se vigila de una manera continua (por ejemplo, con una celda de
absorcion ultravioleta por la que pasa), o periddica, por ejemplo, recogiendo fracciones
cada cierto tiempo o cuando la elucion alcanza cierto volumen o peso, y examinando
después cada fraccion para investigar el componente separado. (3).

2.2.3.2. CROMATOGRAFIA DE PARTICION EN COLUMNA.

En este tipo de cromatografia, una fase estacionaria liquida, inmiscible con la fase movil, es
adsorbida en la superficie adsorbente solido. La cromatografia se lleva a cabo del mismo
modo que la cromatografia de absorcion en columna, teniendo cuidado de saturar la fase
movil con la fase estacionaria antes de ser usada para la elucion. (3).

2.2.3.2.1. Cromatografia de fase normal. Generalmente el adsorbente sélido usado en la
cromatografia de particion y la fase estacionaria absorbida en ¢él, son mas polares con
respecto a la fase movil. El adsorbente mas usado en estos casos es una tierra silicica o
alumina inactiva, con particulas de diametro y tamafo de poro adecuados para que pueda
fluir facilmente la fase movil. (3).

2.2.3.2.2. Cromatografia de fase reversa. Es aquella en la que el adsorbente polar se
transforma en no polar por silanizaciéon u otros medios (tratamiento con parafinas) y la fase
fija adsorbida es menos polar que la fase movil.

En estos sistemas de particion, el grado de separacion de un compuesto esta regido por su
coeficiente de distribucion entre las dos fases liquidas y en los compuestos que se disocian,
por el pH de la fase mas polar.

La elusion selectiva se realiza por interaccion diferencial de los componentes de la mezcla
entre la fase estacionaria y la fase movil; esta Gltima formada por una solucion reguladora
de pH y algan solvente organico miscible en agua, como etanol y/o acetonitrilo. (3).

2.2.3.3. CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO.

Se puede considerar como una forma especial de cromatografia en la que la fase sélida
contiene material cambiador de iones, generalmente llamado resina de intercambio i6nico.
El intercambio reversible del i6n presente en la soluciéon con el contraién del polimero
resinoso, celulosa modificada o soporte del gel de silice; este intercambio se aprecia
claramente en los siguientes ejemplos de una resina catidnica y una anidnica:

R-SO; "H+Na' < R-SO; "Na+H"
R’-N*(CH3); "OH+ "Cl < R’-N"(CH3); “Cl+ ~OH
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La eleccion de las resinas, fuertes o débiles, de tipo anidnico o catidnico, dependerd en gran
parte del pH en el cual deba realizarse el intercambio y de que cationes o aniones haya que
intercambiar. Sin embargo, las resinas fuertemente acidas o basicas se prestan a la mayoria
de las aplicaciones analiticas. Su capacidad especifica varia desde 2 milimoles por gramo
hasta 5 milimoles por gramo. En la préctica se emplea un gran exceso (200 a 300 por
ciento) de resina sobre la cantidad estequiométrica calculada.

El coeficiente de selectividad indica la preferencia con que una resina de intercambio i6nico
fija dos o mas iones de una solucion. En general, la resina fijarda de preferencia iones
bivalentes (o multivalentes) que iones monovalentes y, ante iones de la misma valencia,
fijara preferentemente los mas pesados. (3).

2.2.4. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (CLAR).

Esta técnica conocida también como Cromatografia de Liquidos de Alta Presion
(CLAP). El éxito de la aplicacién de la CLAR para un compuesto dado depende de la
combinacion correcta de las condiciones de operacion, es decir: la preparacion de la
muestra, el tipo de la columna, la fase modvil, el tipo de deteccion, el algoritmo de
integracion, etc. La migracion diferencial en la CLAR es resultado del equilibrio de
distribucion de los componentes de una mezcla entre la fase estacionaria y la fase mévil en
el orden en que emergieron, hacia un detector donde se registra una respuesta proporcional
a su cantidad, sus concentraciones y su tiempo de retencion en la columna. El
cromatograma resultante muestra cada compuesto que sale de la columna en forma de picos
simétricos con un tiempo de retencion caracteristico por lo que este tiempo puede emplearse
para identificar el compuesto. Este tiempo de retencion (z,) se mide desde el momento de la
inyeccion hasta el momento en que aparece el maximo del pico en el cromatograma.

Los mecanismos o procesos de separacion que dan como resultado la retencion
de las moléculas de una muestra por parte de la fase estacionaria dan lugar a los diferentes
métodos de cromatografia liquida; esto es: liquido-liquido o de particion, que consta de una
fase estacionaria liquida de composicion diferente a la de la fase movil e inmiscibles. Las
moléculas de la muestra se distribuyen entre ambas fases como sucederia en una extraccion
liquido-liquido. La cromatografia liquido-sélido o de absorcion incluye particulas de gran
area superficial donde las moléculas son atraidas, y por lo tanto, retenidas. La cromatografia
de intercambio i6nico, en la cual la fase estacionaria contiene grupos idnicos fijos como —
SOs3, junto con iones de carga opuesta (contraion). Estos ultimos estan presentes en la fase
movil en forma de sales. De esta manera las moléculas de muestras i6nicas son retenidas en
la columna por el intercambio i6nico, como lo muestra el siguiente ejemplo:

R-S0; “Na+ "X < R-SO; "X+ Na

Por ultimo, la cromatografia de exclusion molecular, en la cual el empaque es un
material poroso donde el tamafio del poro esta bien definido. De esta manera, las moléculas
que son demasiado grandes para el poro eluyen entre las particulas y salen rapidamente de
la columna, mientras que las que son pequeias penetran en los poros aumentando su
recorrido y prolongando su tiempo de elucion. Este tipo de cromatografia es muy empleado
para separar compuestos por su tamafio molecular. La separacion entre dos picos, o
resolucion, depende tanto de la selectividad como de la eficiencia Cromatografica.

La selectividad es una funcién de la retencion que la molécula tiene a lo largo
del proceso de separacion, y esta reflejado por el factor de capacidad (k’). (3).
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Ecuacion No.

La selectividad de una columna, también referida como retencion relativa o separacion
entre picos (o), es la relacion entre los factores de capacidad (k’) de dos picos adyacentes:

k', t, —t,

Ecuaciéon No.
2

Por su parte, la eficiencia es un indicador del ensanchamiento de un pico durante su
separacion, y esta reflejada por el numero de platos tedricos (N) de la columna en donde se
realiza el proceso cromatografico:

2
N:I{lJ
w Ecuaciéon

No.3

Por lo anterior, la resolucion (R) puede expresarse en términos de selectividad y eficiencia
de la siguiente manera:

R:ﬁ(oc—1 _k
4 1+k

En donde k es el promediode k’; y k',

Esta ecuacion permite controlar la resolucion (R) variando el factor de selectividad (o), la
eficiencia de la columna (N), o bien el factor de capacidad (k’).

El factor de separacion se varia modificando la composicion de la fase movil (pH y
proporcion organica/acuosa) y/o la estacionaria (longitud de cadena alifitica o grupos
sustituyentes). La eficiencia se varia con cambios en la longitud de la columna, en la
velocidad de flujo del disolvente y tamafio de particula, y el factor de capacidad se
modificaron cambios en la fuerza elutropica del disolvente. El uso de integradores evita los
errores en la medicion de las areas. Estos integradores registran las sefales e imprimen el
area de los picos en forma numérica. Como en la cromatografia de gases, en esta técnica es
conveniente también la adiciébn de una referencia interna que minimiza errores de
inyeccion, medicion o proceso de la muestra. Dicha sustancia debe, de preferencia, ser
quimicamente similar al activo o activos de interés, pero con un tiempo de retencion
diferente a el (ellos), esto (estos) para que su comportamiento en el proceso de separacion y
deteccion no presente grandes variaciones. Esta sustancia debe especificarse en la
monografia y su area debe relacionarse al area de los picos de la muestra obteniendo asi un
area relativa constante que no se ve afectada por variaciones en el proceso de preparacion
de la muestra o del volumen de inyectado de la misma. (3).

Ecuaciéon No.
4

2.2.4.1. EQUIPO.
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Esencialmente un cromatografo de liquidos consta de las siguientes partes:

a) Sistema de Bombeo. Tiene por objeto impulsar la fase movil a través de la columna y
debe cumplir ciertas especificaciones como reproducibilidad y precisién, manteniendo un
flujo laminar y de velocidad constante.

Existen basicamente dos tipos de sistemas de bombeo y cada uno tiene sus ventajas y
desventajas. Estos tipos son:

Bombas de flujo constante.- Mantienen una velocidad reflujo de la fase movil constante.
Entre estas se encuentran las “bombas reciprocantes”, que funcionan a base de pistones en
nimero par, los cuales impulsan el disolvente que entra a las camaras con una capacidad
de volumen pequenia; estas bombas pueden generar pulsaciones de la fase moévil que
producen perturbaciones en la linea base; las pulsaciones se corrigen mediante
dispositivos especiales.

Otro tipo de bombas de flujo constante son las bombas de desplazamiento positivo que
pueden tener dos formas: como jeringa o como amplificador hidraulico. La primera es
parecida a una jeringa cuyo embolo actia mediante una espiral que empuja el disolvente y
en la segunda amplifica la presion del disolvente mediante un sistema hidraulico. Este tipo
de bomba reduce las pulsaciones del disolvente.

Bombas de presion constante.- Estas tienen la desventaja de que es necesario mantener la
viscosidad del disolvente, la temperatura de la columna y la presion constantes. La ventaja
es que si estos parametros se mantienen, se controlan totalmente las pulsaciones. La forma
mas sencilla de estas bombas emplea presion de gas inerte para presurizar el disolvente. El
problema es que parte del gas se disuelve en el disolvente y esto forma burbujas en el
sistema. Otro sistema para estas bombas emplea un amplificador neumatico que reduce el
efecto del gas utilizando un pistén, reduciendo de esta manera el contacto del disolvente
con el gas comprimido.

Estos normalmente son sistemas isocraticos, es decir, que mantienen constante la
proporcion de los disolventes en la fase movil, sin embargo, estos sistemas generalmente
no son aplicables a separaciones en mezclas de solutos con valores muy variables de k', en
donde es necesario utilizar sistemas de elucidon con gradiente. Estos sistemas utilizan dos
bombas que son programables para modificar, en forma lineal o exponencial (gradiente
concavo o convexo), las proporciones iniciales de los disolventes. En estos casos los
disolventes que componen la fase movil se encuentran separados y alimentando cada uno a
su respectiva bomba.

Los disolventes se mezclan en la proporcion deseada en una camara que se encuentra antes
de la columna. El inconveniente del gradiente es que su uso es muy dificil con ciertos
detectores como los refractometros.

b) Sistemas de Inyeccion. Un factor muy importante para obtener una buena resolucion
en la separacion es la adecuada introduccion de la muestra en el sistema La manera ideal
de introducir o inyectar la muestra es en forma de “paquete” pequeiio ya que esto ayuda en
la obtencion de picos simétricos y angostos.

Existen varios mecanismos de inyeccion. El mas sencillo consiste en introducir la muestra
mediante una jeringa; esta tiene que atravesar un septo y soportar la presion del sistema, la
precision del volumen de inyeccion depende de la jeringa empleada y de la persona que
realiza el llenado de la misma y la inyeccion de la muestra.

Un segundo y mejor consiste en inyectores con asas intercambiables de volumen fijo, las
cuales pueden llenarse con un exceso de muestra; estos dispositivos desvian el flujo del
disolvente mientras se introduce la muestra reanuddndolo posteriormente a través del
inyector y arrastrando un volumen constante de muestra. Estos sistemas son mas precisos,
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pero se tienen que estar cambiando cuando es necesario inyectar volumenes diferentes en
una corrida analitica.

Un tercer sistema que minimiza errores en la introduccion de la muestra consiste en un
inyector automdtico. Este dispositivo ayuda a mantener la reproducibilidad entre
inyecciones y elimina el error en la medicion del volumen por inyectar mediante el uso de
un mecanismo servo-regulado. Con estos sistemas se pueden inyectar volimenes
diferentes a lo largo de una corrida, con alto grado de precision y exactitud.

¢) Detector. Puede ser de dos tipos: Tipo I.- aquellos que miden alguna propiedad de la
fase movil, y Tipo 2.- aquellos que miden alguna propiedad del analito.

La seleccion del detector estard basada en las propiedades del o los solutos que se deseen
analizar. Los detectores mas empleados son:

Tipo 1:
Detector de indice de Refraccion
Detector de Conductividad eléctrica.

Tipo 2:

Detector de luz UV/VIS (longitud fija o arreglo de diodos)

Detector de Radiactividad (con controlador alfa, beta o gamma)

Detector de fluorescencia (fijos o con monocromador de excitacion y de emision)
Detector Electroquimico (Amperométricos y Coulométricos)

Espectrometro de masas (sencillo o en “tandem™)

Los detectores tipo 1 son completamente inespecificos y detectan variaciones en la
propiedad en particular (refraccion o conductancia) de la fase movil, y cualquier cambio
de la fase producido por viscosidad, temperatura o luz puede alterar el comportamiento del
detector.

Los detectores del tipo 2 son muy especificos y miden alguna propiedad intrinseca de la
molécula a medir.

d) Columna. Se considera a la columna como la parte fundamental de la cromatografia ya
que es en esta, donde se va a llevar a cabo la separacion. El material de empaque
seleccionado dependerd basicamente de la separacion que se desee hacer y las
caracteristicas seran mencionadas posteriormente.

Las dimensiones de una columna dependeran también del tipo de separacion
que se desee hacer. Si el objeto de la separacion es aislar sustancias de una mezcla, se
emplean columnas preparativas en las que las particulas del empaque son de dimensiones
mayores que en las columnas analiticas y tanto la longitud como el didmetro interno son
mayores ya que deben tener la capacidad de contener cantidades elevadas de la muestra.
Las mas comunes con las fabricadas con acero inoxidable aunque también las hay de
vidrio. La longitud puede ser de 10cm a Im. Al aumentar la longitud aumenta el nimero
de platos teoricos y por lo tanto, se obtiene una mayor resolucidon aunque en ocasiones es
mas importante el tipo de empaque y el tamafio de particula de éste, ya que al elevar el
area de superficie del empaque, se aumenta la interaccion del soluto con la fase
estacionaria.

La eficiencia de las columnas se ha elevado con dispositivos y técnicas de
empaque que mejoran el contacto del soluto con la fase estacionaria en su paso en la fase
movil. Uno de estos sistemas consiste en la compresion radial de una columna hecha de un
material flexible disminuyendo asi los espacios vacios que quedan entre la pared de la
columna y las particulas.
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Por lo que respecta a las columnas analiticas y su relleno, este puede ser a base
de particulas de una cerdmica inorgdnica (silica o alumina) o un polimero orgénico
(poliestireno-divinilbenceno o metacrilatos). Se debe considerar la influencia de la
geometria de la particula en el empacamiento de la columna y por tanto en la eficiencia de
la separacion (particula irregular o esférica). Se debe considerar también la porosidad de la
particula y la influencia que el tamafio del poro puede tener, sobre todo en separaciones
fundamentales en la diferencia de pesos moleculares. Se considera que el tamafo
promedio de un poro de particulas de silica para aplicaciones analiticas es de 100A + 20A.
Aunado al tamaio de poro esta la cantidad de poros que cada particula presenta, lo cual le
va a dar cierto grado de rigidez (poco porosa serd mecdnicamente muy resistente; muy
porosa presentara mayor superficie de separacion pero sera mas fragil). Una silica con un
volumen de poro especifico de 1 ml/g se considera un material promedio.

Otro parametro importante asociado a la particula es su tamano; generalmente particulas
de gran tamafio se emplean en cromatografia preparativa, en tanto que particulas pequefias
se emplean en separaciones muy rapidas. Los tamafios de particula disponibles
comercialmente son:

>10 pm, para técnicas preparativas.

10 um, cromatografia semi-preparativa.

5 um, es el tamafio mas comun en técnicas analiticas.

3 um, para separaciones muy rapidas.

En el caso de los materiales empleados en la fase reversa, se debe considerar también la
densidad de cadenas alifaticas unidas a la silica base, de grupos silanoles libres y si estos
han tenido un tratamiento posterior para desactivarlos.

Las dimensiones de las columnas analiticas van de los 30mm a los 300mm de
longitud, y de los 0.5mm a los 4.6mm de diametro.

Otra manera de mejorar la eficiencia y resolucion es el empleo de hornos que
mantienen una temperatura constante a lo largo de la columna. Cuando se tienen valores
de £’ muy semejantes entre dos o mas analitos, es conveniente el empleo de temperatura
para lograr buenas separaciones.

e) Registrador de sefiales. Al emerger un compuesto ya separado en la columna y pasar
por el detector, la sefial que provoca en este debe ser registrada por un graficador, un
integrador o un sistema computarizado de procesamiento de datos.

En el caso del graficador es necesario ajustar la velocidad de la carta y la ganancia de la
sefal para obtener un cromatograma adecuado, y calcular manualmente la intensidad de la
respuesta generada por cada pico. El método mas sencillo de medicion es mediante la
altura de los picos desde la linea base hasta el maximo del pico, aunque es deseable tener
una linea base estable para obtener la maxima precision. Otros métodos de medicion
involucran el céalculo del area bajo el pico. Dicha area puede calcularse de muy diversas
maneras: si el pico es simétrico puede medirse el area por triangulacion prolongando los
lados hasta la linea base midiendo el ancho y la altura del pico. Otra forma es utilizando un
planimetro o bien, recortando y pesando el area obtenida.

El uso de integradores electronicos evita los errores en la medicion de las areas. Estos
integradores registran las sefiales e imprimen el area de los picos en forma numérica.

Por ultimo, el empleo de una computadora y el software adecuado puede facilitar el
procesamiento de los datos, desde el algoritmo empleado para la integracion, hasta la
construccion de curva de calibracidon y cuantificacion de los picos. Dichos programas
deben cumplir con ciertos criterios de aseguramiento de la calidad. (3).
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2.3. METRONIDAZOL

2.3.1. DESCRIPCION.
2.3.1.1. Nombre, férmula y peso molecular.
El metronidazol es también el 2-Metil-5-nitroimidazol-1-etanol; 1-(2-hidroxietil)-2-metil-

5-nitroimidazol; 1-(B-etilol)-2-metil-5-nitro-3-azapirrol. (9),(10).

Formula desarrollada:

r\OH
O,N N._~CH,
\&NY

Formula condensada Peso Molecular
C6H9N303 171.15 g/mol

2.3.1.2. Apariencia.
Polvo cristalino inodoro, de color blanco a amarillo palido. (9).

2.3.2. PROPIEDADES FISICAS

2.3.2.1. PUNTO DE FUSION.
Esta entre 158-160° C. (10).

2.3.2.2. SOLUBILIDAD.

SOLVENTE mg/100ml
Aguaa20°C 10.5
Metanol 32.5

Etanol 15.4
Dimetilformamida ligeramente
Cloroformo <0.05
Acidos diluidos soluble
Eter <0.05
Heptano <0.01

Tabla 3. Solubilidad del metronidazol. (9), (10).
2.3.3. PROPIEDADES BIOLOGICAS.
2.3.3.1. ACCION FARMACOLOGICA.
Tiene actividad antiprotozoaria y antibacteriana, estd indicado para el tratamiento de

infecciones causadas por microorganismos identificados como sensibles: amebiasis,
trichomoniasis urogenital, vaginitis no especifica, giardiasis.
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Indicado en el tratamiento curativo de infecciones médico-quirirgicas causadas por
bacterias anaerobias sensibles.

Tratamiento preventivo de infecciones causadas por bacterias anaerobias sensibles en
pacientes quirurgicos de alto riesgo para este tipo de infecciones.

Tratamiento curativo o profilactico de seguimiento después de regimenes parenterales para
infecciones causadas por bacterias anaerobias sensibles. (11).

2.3.3.2. FARMACOCINETICA.
2.3.3.2.1 ABSORCION.

Después de la administracion oral, el metronidazol es rapidamente absorbido; en la
primera hora se absorbe como minimo el 80%. Las concentraciones séricas maximas
obtenidas después de su administracion oral son similares a aquellas obtenidas después de
la administracion intravenosa de dosis equivalentes. La biodisponibilidad oral es de 100%.
La administracion con alimentos no afecta significativamente la absorcion del
metronidazol. (11).

2.3.3.2.2 DISTRIBUCION.

El promedio de las concentraciones séricas maximas de 10 pg/mL. se alcanzan
aproximadamente 1 hora después de la administracion de una dosis de 500mg. La vida
media plasmatica es de 8 a 10 horas. Menos del 20% del metronidazol circulante se une a
proteinas plasmaticas.

El volumen aparente de distribucion es alto: alrededor de 40 L. El metronidazol es amplia
y rapidamente distribuido en la mayoria de los tejidos y liquidos corporales, con
concentraciones cercanas a los niveles séricos en los pulmones, rifiones, higado, piel, bilis,
liquido cefalorraquideo, saliva, liquido seminal, y secreciones vaginales. Cruza la barrera
placentaria y es excretado en la leche materna. (11).

2.3.3.2.3 METABOLISMO.

El metronidazol es metabolizado principalmente en el higado. Se forman dos metabolitos
esenciales:

- El primero que es el principal es el metabolito alcohol: su potencia antibiotica contra
bacterias anaerobias es aproximadamente 30% de la potencia del farmaco precursor. Tiene

una vida media de eliminacion de alrededor de 11 horas.

- El segundo es el metabolito acido se encuentra en niveles muy bajos y posee actividad
bactericida que equivale aproximadamente al 15% de la potencia del metronidazol. (11).

2.3.3.2.4 EXCRECION.

Las concentraciones en higado son altas y en el colon bajas. La excrecion fecal es baja. La
principal ruta de eliminacion del metronidazol y sus metabolitos es la via urinaria. (11).
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3. PROBLEMA RESUELTO.

La Secretaria de Salud es el organismo encargado de regular a la industria
farmacéutica, entre otras instituciones dedicadas a la salud, en afios anteriores no era
necesario validar los métodos analiticos que se encontraban en las farmacopeas pero en
la actualidad ya es necesario que todos los métodos incluso los farmacopeicos se
encuentren validados para cumplir con la NOM-059 SSAL. Para este caso el método
de valoracién del metronidazol en tabletas de 500 mg no era farmacopeico, solo se
contaba con un metodo desarrollado y validado por la empresa, pero ahora que
aparecid la monografia del mismo en la FEUM 82 Edicidn, se hizo necesario actualizar
y validar este método para cuantificar el metronidazol en tabletas de 500 mg y asi tener
la certeza de que dicho método puede ser utilizado por el departamento de control de
calidad para sus analisis de rutina.

Se cuenta con un método validado de producto terminado para cumplir con la NOM-
059-SSA1 y las Buenas Précticas de Manufactura. Se actualiz6 la metodologia interna
de valoracion de metronidazol 500 mg tabletas, al método que aparece en FEUM 82,
Edicion. Se proporcion6 a control de calidad un método preciso, reproducible,
especifico y exacto, para evaluar el contenido del principio activo en las tabletas de
metronidazol 500 mg.
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4. OBJETIVOS.

4.2.1 OBJETIVO GENERAL:
Contar con un método validado de producto terminado para cumplir con la
NOM-059-SSA vy las Buenas Practicas de Manufactura.

4.3 OBJETIVOS PARTICULARES:

4.3.1 Actualizar la metodologia interna que se tiene para la valoracién de
metronidazol 500 mg tabletas, al método que aparece en FEUM 82. Edicion.

4.3.2 Proporcionar a control de calidad un método preciso, reproducible, especifico
y exacto para evaluar el contenido de principio activo en las tabletas de
metronidazol 500 mg.
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5. MATERIALES.

MATERIAL

» Bureta Kimax de 10mL de capacidad.

» Matraz volumétrico Kimax de 100mL.

» Matraces volumétricos Kimax de 25mL.

» Pipetas volumétricas Pyrex de SmL.

» Viales Waters de 2mL de capacidad.

» Membranas de nylon de 0.45 pm de porosidad marca millipore.
» Papel whatman No. 1.

» Columna Beckman C;5 de 250 x 4.6mm.

EQUIPOS E INSTRUMENTOS

» Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion Waters modelo Alliance
2487/2690 con detector UV-Visible.

» Cromatografo de liquidos de alta resolucion modelo HP 1100.

» Balanza analitica Metler Toledo modelo AS505.

» Bafo de ultrasonido marca fishers.

REACTIVOS

» Metronidazol materia prima lote W-217919.

» Sustancia de referencia primaria Cosufar lote 18B6 pureza 99.8%.
» Tabletas de metronidazol de 500mg, lote: 05013.

» Placebo de metronidazol lote: 04102

> Acido clorhidrico grado reactivo J. T. Baker

» Metanol J. T. Baker grado HPLC.

» Agua J. T. Baker grado HPLC.
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6. METODOLOGIA.

6.1. DIAGRAMA DE FLUJO

Redaccion y actualizacion del método analitico.

A\ 4
< Adecuacion del método >

A 4

Establecer los niveles a analizar.

A 4

Linealidad y precision del

cictema

Linealidad y exactitud del método.

Reproducibilidad del método.

Especificidad para control
de calidad.

A 4

Tolerancia del método.

A 4

Robustez

A 4

Estabilidad analitica de la
muestra.

6.2. DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO
6.2.1. LINEALIDAD DEL SISTEMA. Se preparé una solucién stock pesando

250.18mg de metronidazol materia prima, la cual tiene un ensayo de 100.14%, y
se pasaron a un matraz volumétrico de 100 mL se disolvieron y llevaron a
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6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.2.6.

volumen con d4cido clorhidrico metanolico 0.IN. Esta solucion tiene una
concentracion de 2.5053mg/mL. De esta se tomaron, con ayuda de la bureta de
vidrio, las siguientes alicuotas por triplicado: 4.50, 4.75, 5.00, 5.25, 5.50 mL y
se pasaron a matraces volumétricos de 25 mL, llevdndose a volumen con fase
movil. Posteriormente se filtraron por una membrana de nylon de 0.45 um, para
ser pasadas a viales e inyectadas en el cromatdgrafo.

PRECISION DEL SISTEMA. De la solucion stock anteriormente mencionada
se tomaron por sextuplicado alicuotas de 5.00 mL y se pasaron a matraces
volumétricos de 25 mL, llevandose a volumen con fase movil filtrandose por
una membrana de nylon de 0.45 um, para ser pasadas a viales y posteriormente
inyectarse en el cromatdgrafo.

LINEALIDAD DEL METODO. Se realizaron por separado placebos
cargados, pesando por triplicado las siguientes cantidades de metronidazol:
225.0 mg, 237.5 mg, 250.0 mg, 262.5 mg, 275.0 mg, y 183.51 mg de placebo,
pasandolos por separado a matraces volumétricos de 25 mL, se adicionaron 30
mL de acido clorhidrico metanolico 0.IN, se sonic6 15 minutos, se llevo a
volumen con el mismo solvente y se mezcld. Se filtré a través de papel whatman
No.1, se desecharon los primeros mililitros. Se pasaron alicuotas de 5 mL a
matraces volumétricos de 100 mL y se llevaron a volumen con fase movil,
mezclando. Posteriormente se filtraron por una membrana de nylon de 0.45 um,
para ser pasadas a viales y posteriormente inyectarse en el cromatografo.

EXACTITUD DEL METODO. Se pesaron por sextuplicado 250.0 mg de
metronidazol y 183.51 mg de placebo, pasandolos por separado a matraces
volumétricos de 25 mL, adicionando 30 mL de acido clorhidrico metandlico
0.1N, sonicando 15 minutos, llevando a volumen con el mismo solvente y
mezclando. Filtrando a través de papel whatman No.1, desechando los primeros
mililitros. Se pasaron alicuotas de 5 mL a matraces volumétricos de 100 mL y se
llevaron a volumen con fase movil, y se mezcld. Posteriormente se filtrd cada
muestra por una membrana de nylon de 0.45 um, para ser pasadas a viales y
posteriormente inyectarse en el cromatdgrafo.

REPRODUCIBILIDAD DEL METODO. Para esta prueba se analizaron 3
muestras del lote 05013 con dos analistas diferentes en dos dias diferentes, bajo
las mismas condiciones de equipo, reactivos, muestras, etc. Cada uno de los
analistas realizo lo siguiente: peso el polvo obtenido de las tabletas del lote
05013, equivalente a 500 mg de metronidazol, pasandolo a matraces
volumétricos de 25mL adicionando 30 mL de acido clorhidrico metandlico
0.1N, sonicando 15 minutos llevando a volumen con el mismo solvente y se
mezclo. Se filtrd a través de papel whatman No.1, se desecharon los primeros
mililitros. Se pasaron alicuotas de 5 ml a matraces volumétricos de 100 mL y se
llevaron a volumen con fase movil, se mezclo. Posteriormente se filtrdé cada una
de las muestras por una membrana de nylon de 0.45 pm, para ser pasadas a
viales y posteriormente inyectarse en el cromatografo.

ESPECIFICIDAD PARA CONTROL DE CALIDAD. Para esta prueba se
preparo: la materia prima, muestra y placebo como lo indica la metodologia en
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6.2.7.

6.2.8.

6.2.9.

la parte de la reproducibilidad, para corroborar que los excipientes no interfieren
con la cuantificacion del metronidazol.

TOLERANCIA. Se prepararon las muestras como se indica en la
reproducibilidad y se realiz6 un cambio de cromatografo de un Waters Alliance
2690 a un HP 1100.

ROBUSTEZ. Se realiz6é un cambio de solvente, se utilizd6 metanol en lugar de
acido clorhidrico metandlico 0.1N.

ESTABILIDAD ANALITICA DE LA MUESTRA. Se prepararon tres
muestras pesando el polvo equivalente a 500 mg de metronidazol, se paso a
matraces volumétricos de 25 mL se adicionaron 30 mL de acido clorhidrico
metanolico 0.1N, se sonico durante 15 minutos llevando a volumen con el
mismo solvente y se mezclo. Se filtr6 a través de papel whatman No.l, se
desecharon los primeros mililitros. Se pasaron alicuotas de 5 mL a matraces
volumétricos de 100 mL, se llevaron a volumen con fase movil y se mezclaron.
Posteriormente se filtraron por una membrana de nylon de 0.45 pm, para ser
pasadas a viales y posteriormente inyectarse en el cromatografo. Luego de ser
analizadas el dia de su preparacion, se guardaron partes iguales de las mismas
tanto en refrigeracion como en temperatura ambiente, y se analizaron a las 24 y
a las 48 horas después de su preparacion.
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/. RESULTADOS.

7.1. LINEALIDAD DEL SISTEMA:
Tabular los resultados en la siguiente tabla:

Concentracién (x) — Area obtenida de la solucién de referencia (y)

NIVEL CONCENTRACION DE RESPUESTA FACTOR
% METRONIDAZOL OBTENIDA (AREA/CONCENTRACION)
(ng/mL) (AREA)

90-1 450.95 3098493 6871034.48
90-2 450.95 3136398 6955050.36
90-3 450.95 3076285 6821787.34
95-1 475.01 3284706 6900497.89
95-2 475.01 3355117 6975729.50
95-3 475.01 3320517 7048417.05
100-1 501.06 3526678 6975729.50
100-2 501.06 3552373 7038434.52
100-3 501.06 3490638 7089715.80
105-1 526.11 3702071 6966507.01
105-2 526.11 3765614 6846611.93
105-3 526.11 3760818 6958274.89
110-1 551.17 3879600 6971714.72
110-2 551.17 3874952 6975982.00
110-3 551.17 3879745 6857675.49

Tabla No. 4. Resultados de la linealidad el sistema.

Yx=7512.9

Yy = 52704005.0

Yx? =3781894.9

Yy* = 18636238360000
Y'Xy = 265446087480

n=15

b; = 7836.1

by =-411206.6
=10

Syx =34944.1
Sbl =263.6

to.975,13 = 2.160

IC (B1) = 7288.4 — 8383.9

CRITERIO DE ACEPTACION: EL INTERVALO DE CONFIANZA NO
DEBE INCLUIR EL CERO.

RESULTADO: EL INTERVALO DE CONFIANZA NO INCLUYE EL
CERO.
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5000000
4000000
3000000
2000000
1000000 -
0 . T

0 200 400 600

Concentraciéon mcg/ml

Area

Grafica No. 1: LINEALIDAD DEL SISTEMA
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7.2. PRECISION DEL SISTEMA.

Tabular los resultados en la siguiente tabla:

AREA DE METRONIDAZOL (y) concentraciéon 501.06 pg/mL

INYECCION AREA

1 3526678
2 3552373
3 3490638
4 3471156
5 3480137
6 3472778

Tabla No. 5. Resultados de la precision del sistema.

Yy, = 20997060.0
Yy? =7.348511681x10"
20997060.0 0 ge0s

 7.34851168x10"

Calculado Criterio de aceptacion

| %C.V. 0.96% %C. V. < 1.5%.

E1 CV no excede el 1.5%.
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7.3. LINEALIDAD DEL METODO.

NIVEL CANTIDAD CANTIDAD POR CIENTO DE % C.V.
(%) ADICIONADA RECUPERADA RECOBRO

(mg) (mg)
90-1 225.00 228.01 101.58
90-2 224.70 226.82 100.94 0.66
90-3 224.80 225.34 100.24
95-1 237.20 240.01 101.18
95-2 238.70 241.22 101.06 0.22
95-3 238.00 239.78 100.75
100-1 250.50 254.64 101.65
100-2 250.90 255.42 101.80 0.10
100-3 250.60 255.23 101.85
105-1 262.90 267.09 101.58
105-2 262.70 262.39 99.88 1.07
105-3 262.60 261.36 99.60
110-1 275.30 276.22 100.33
110-2 275.00 279.21 101.53 0.78
110-3 275.00 280.00 101.82

OBTENIDO CRITERIO DE ACEPTACION

Pendiente (m) 1.0 m=1
Intercepto (b) -0.6 b=10
Coeficiente de determinacion () 1.0 <0.98
Por ciento de recobro 101.0% ~ 100%
% C. V. Global 0.7% %C. V.>2.0%

Tabla No. 6. Resultados de la linealidad del método.

CRITERIO DE ACEPTACION:

LA PENDIENTE DEBE SER APROXIMADAMENTE 1.0.

EL INTERCEPTO DEBE SER APROXIMADAMENTE 0.0.

EL COEFICIENTE DE DETERMINACION DEBE SER MAYOR A 0.98.

EL PROMEDIO DEL PORCIENTO DE RECOBRO DEBE SER APROXIMADAMENTE
100%.

EL COEFICIENTE DE VARIACION GLOBAL DEBE SER MENOR AL 2.0%.

RESULTADOS:

LA PENDIENTE ES 1.0.

EL INTERCEPTO ES APROXIMADAMENTE 0.0.

EL COEFICIENTE DE DETERMINACION ES MAYOR A 0.98.

EL PROMEDIO DEL PORCIENTO DE RECOBRO ES APROXIMADAMENTE 100%.
EL COEFICIENTE DE VARIACION GLOBAL ES MENOR AL 2.0%.
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LINEALIDAD DEL METODO

METRONIDAZOL TABLETAS

300

250
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150 + r2=0.98

100 +
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0 50 100 150 200 250 300
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Grafica No. 2: LINEALIDAD DEL METODO
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7.4. EXACTITUD DEL METODO.
CANTIDAD ADICIONADA CANTIDAD RECUPERADA POR CIENTO DE
(mg) (mg) RECOBRO

250.50 254.64 101.65

250.90 255.42 101.80

250.60 255.23 101.85

249.90 253.79 101.56

250.90 254.70 101.51

251.30 255.60 101.73

Obtenido Criterio de aceptacion

% C. V. 0.1% %C. V. <2.0%.

Por ciento de recobro 101.7% 98.0-102.0%

Tabla No. 7. Resultados de la exactitud del método.

IC (u) = 101.4 — 102.0

7.5. REPRODUCIBILIDAD DEL METODO.

ANALISTA TOTAL MEDIA
1 2 FILA FILA
99.49 99.55 199.04 99.52
1 99.35 99.84 199.19 99.60
D 101.04 99.69 200.73 100.37
1
98.66 98.06 196.72 98.36
A 2 98.21 98.74 196.95 98.48
98.21 98.50 196.71 98.36
TOTAL TOTAL
COLUMNA 594.96 594.38 FINAL 1189.34
MEDIA MEDIA
COLUMNA 99.16 99.06 FINAL 99.12
Obtenido Criterio de aceptacion
| % Coeficiente de variacion 0.88% C.V.220%

Tabla No. 8. Resultados de la reproducibilidad del método.

7.5.1. ANALISIS DE VARIANZA DE LA REPRODUCIBILIDAD DEL METODO.

Variacion de las filas con respecto a la media global:

Ve = 2[(99.52-99.12)% + (99.60-99.12)> + (100.37-99.12)> + (98.36-99.12)* + (98.48-

99.12)* + (98.36-99.12)*] = 7.04

Variacion de las medias de la columna respecto a la media global:

Ve = 6[(99.16-99.12)% + (99.06-99.12)*] = 0.0312
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Variacion total:

V = (99.49-99.12)* + (99.5-99.12)* + (101.04-99.12)* + (99.55-99.12)* + (99.84-99.12)?
+ (99.69-99.12)* + (98.66-99.12)* + (98.21-99.12)* + (98.21-99.12)* + (98.06-
99.12)* + (98.74-99.12)* + 98.50-99.12)* = 8.42

Variacidn aleatoria;

VE=V-Vr-Vc=2842-7.04-0.0312 = 1.35

VARIACION GRADOS DE LIBERTAD CUADRADO MEDIO F

Ve=7.04 1 2. =7.04 7.04/0.027 = 26.07 CON 1Y 5
GL

Ve=0.0312 5 %= 0.00624 0.00624/0.027 = 0.0231 CON
5Y5GL

Ve=135 5 §7 =027

V=2842 11

Tabla No. 9. Andlisis de varianza de la reproducibilidad del método.

Foos, 15 = 6.61, con 26.07 > 6.61, se rechaza la hipdtesis de que todos los tratamientos
son iguales, es decir, hay una diferencia significativa en los resultados debido al
dia del analisis.

Fo9s, 555 = 5.05, como F es menor a 1 concluimos que no hay diferencia significativa en
los resultados debido a los analistas.

7.6. ESPECIFICIDAD PARA CONTROL DE CALIDAD.

CRITERIO DE ACEPTACION: Ninguno de los componentes de la formula debe
interferir en la cuantificacion del Principio Activo.

RESULTADO: Ninglin componente de la formula interfiere con la cuantificacion del
principio activo. (Ver gréafica3).
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Grafica No. 3. Especificidad para control de calidad.
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7.7. ROBUSTEZ DEL METODO.

ROBUSTEZ
MUESTRA INICIAL CAMBIO DE SOLVENTE
% OBTENIDO % OBTENIDO
1 99.49 96.32
2 99.35 96.53
PROMEDIO 99.42 96.43
%CV 1.8
Syo=298.26 Syi=289.28
Ng= 3 n; = 3
Vo =99.42 ¥, =96.43

Tabla No. 10. Resultados de la robustez del método.

|di| =196.43 —99.42| = 2.99.

CRITERIO DE ACEPTACION: LA DIFERENCIA ABSOLUTA DE LA MEDIA
ARITMETICA A CADA CONDICION CON RESPECTO A LA NORMAL DEBE

SER MENOR A 2.0%.

RESULTADO: LA DIFERENCIA ABSOLUTA DE LA MEDIA ARITMETICA A
CADA CONDICION CON RESPECTO A LA NORMAL ES MAYOR A 2.0%.

7.8. TOLERANCIA DEL METODO.

TOLERANCIA AL CAMBIO DE EQUIPO

MUESTRA

% OBTENIDO

98.66

98.21

98.44

%‘wt\)-‘

98.44

S =

0.23

C.V.=

0.23

Tabla No. 11. Resultados de la tolerancia del método.

CRITERIO DE ACEPTACION: El COEFICIENTE DE VARIACION DEBE SER

MENOR A 2.0%.

RESULTADO: EL COEFICIENTE DE VARIACION ES MENOR A 2.0%.
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7.8 ESTABILIDAD ANALITICA DE LA MUESTRA.

MUESTRA INICIAL TEMPERATURA AMBIENTE | REFRIGERACION

24 HORAS 48 HORAS 24 HORAS 48 HORAS
1 98.66 97.46 98.24 98.23 100.36
2 98.21 97.57 98.19 98.34 99.37
3 98.21 97.60 98.15 97.37 100.06
PROMEDIO 98.36 97.54 98.19 97.98 99.93
|di] = [yi - yol
|d1] 1.20 0.42 0.43 1.70
|d2] 0.64 0.02 0.13 1.16
|d3] 0.61 0.06 0.84 1.85
PROMEDIO 0.82 0.17 0.47 1.57

Tabla No. 12. Estabilidad analitica de la muestra.

CRITERIO DE ACEPTACION:
EL VALOR DE |di| DEBE SER MENOR AL 2.0%.

RESULTADO:

LOS PROMEDIOS DE LOS VALORES DE |di| DE LAS CUATRO CONDICIONES
SON MENORES AL 2.0%.
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8. ANALISIS DE RESULTADOS

Con los resultados obtenidos durante la validacion y de acuerdo a los criterios de
aceptacion establecidos, se observa que el método es lineal en el intervalo analizado,
preciso, reproducible y exacto al 100%.

Como puede observarse en la tabla 1, de la linealidad del sistema, el coeficiente de
variacion global y el coeficiente de determinacién r’ y el intervalo de confianza que no
incluye el cero, estan dentro del criterio de aceptacion por lo tanto el sistema es lineal,
estos resultados se pueden corroborar en la grafica No. 1. Asi mismo en la precisién
del sistema se obtiene un coeficiente de variacion de 0.96%, lo cual quiere decir que el
sistema es preciso.

En la tabla No. 6 se presentan los resultados de la linealidad del método, aqui se
determinaron los siguientes parametros: la pendiente (m), el intercepto (b), el
coeficiente de determinacién (r?), el promedio del por ciento de recobro y el
coeficiente de variacion global,; observandose que los datos estan dentro de los
criterios de aceptacién para cada uno de ellos, por lo tanto el método es lineal en el
intervalo analizado. Esto se puede observar en la grafica No. 2. En la tabla No 7 se
muestra la exactitud del mismo en el cual el resultado esta dentro de criterio de
aceptacion, por lo tanto el método es exacto al 100%.

La tabla No. 8 muestra los resultados de la reproducibilidad, la cual se realiz6 por dos
analistas diferentes en dos dias diferentes, bajo las mismas condiciones de laboratorio.
Aqui el coeficiente de variacion esta dentro del criterio de aceptacion, por lo tanto el
método es reproducible.

En la prueba de especificidad para control de calidad, (grafica No. 3), los componentes
de la formula no interfieren en la cuantificacion del principio activo, ya que como se
puede observar los cromatogramas, el placebo no presenta ninguna respuesta al tiempo
de retencion del metronidazol que pueda interferir en su cuantificacion.

En la tabla No. 10 se pueden observar los resultados de la prueba de robustez la
diferencia absoluta entre los valores es mayor a dos y por lo tanto al aplicar el método
no se puede hacer un cambio de solvente, lo cual puede deberse a la baja solubilidad
del metronidazol en metanol.

En la tabla No. 11 pueden observarse los resultados de la tolerancia y dado que el
coeficiente de variacion es menor a 2.0 se concluye que el método es tolerante a un
cambio de cromatdgrafo, es decir puede ser analizado en cualquiera de los dos tipos de
cromatografos.

Como puede observarse en la tabla No. 12 se muestran los resultados de la prueba de
estabilidad analitica de la muestra, con los cuales se determina el tiempo en que éstas
son estables para ser analizadas. Las muestras son estables a temperatura ambiente y
en refrigeracion y pueden ser analizadas, hasta 48 horas después de su preparacion.
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9. CONCLUSIONES.

Se cuenta con un método validado de producto terminado para cumplir con la NOM-
059-SSA y las Buenas Practicas de Manufactura. Se actualizé la metodologia interna
de valoracion de metronidazol 500 mg tabletas, al método que aparece en FEUM 82,
Edicién. Se proporciono a control de calidad un método preciso, exacto, especifico y
reproducible para evaluar el contenido de metronidazol en tabletas de metronidazol
500 mg.

Finalmente se sugiere revalidar el método después de 3 afios de su uso, 0 antes si se
cambia la formulacion de las tabletas o la FEUM proporciona algun otro método.
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10.3 ANEXO 3

DEFINICIONES.

Analito. Componente especifico de una muestra, a medir en un analisis.

Calibracion. Conjunto de operaciones que determinan, bajo condiciones especificadas,
la relacion entre los valores indicados por un instrumento o sistema de medicién, o los
valores representados por una medicion material y los valores conocidos
correspondientes a un patron de referencia.

Documentacion. Conjunto de informacion que sustenta una actividad realizada.
Especificaciones. Descripcion del material, sustancia o producto, que incluye la
definicidn de sus propiedades y caracteristicas, con las tolerancias de variacion de los
parametros de calidad.

Especificidad. Capacidad de un método analitico para obtener una respuesta debida
Unicamente al analito y no a otros componentes de la muestra.

Exactitud. Concordancia entre un valor obtenido empleando el método y el valor de
referencia.

Estabilidad analitica de la muestra. Propiedad de una muestra, preparada para su
cuantificacion, de conservar su integridad fisicoguimica y la concentracion del analito,
después de almacenarse durante un tiempo determinado bajo condiciones especificas.
Intervalo. Concentraciones incluidas entre la concentracion superior e inferior del
analito (incluyendo éstas), para las cuales se ha demostrado que el método analitico es
preciso, exacto y lineal.

Linealidad. Habilidad para asegurar que los resultados obtenidos directamente o por
medio de una transformacion matematica definida, son proporcionales a la
concentracion del analito, dentro de un intervalo determinado.

Metodologia de prueba. Procedimiento o grupo de procedimientos, para determinar si
un producto o materia prima cumple con las especificaciones establecidas.

Método analitico. Descripcion de la secuencia de actividades, recursos materiales y
pardmetros que se deben cumplir, para llevar a cabo el analisis de un componente
especifico de la muestra.

Método analitico desarrollado internamente. Método desarrollado por el propio
laboratorio.

Método indicativo de estabilidad. Método cuantitativo capaz de detectar variaciones
en las propiedades del material evaluado, debidas a las condiciones de almacenaje.
Método analitico oficial. Método que aparece en la literatura oficial reconocida.
Método analitico no oficial. Método que no aparece en la literatura oficial reconocida.
Muestra. Porcion del material a evaluar.

Muestra analitica. Porcidn del material a evaluar de acuerdo al método analitico.
Muestra adicionada. Porcion representativa del material a evaluar, a la que se le
adicionan cantidades conocidas del analito.

Placebo analitico. Muestra que contiene todos los componentes de un producto a
excepcion del analito.

Placebo adicionado. Muestra de un placebo analitico al cual se le adiciona una
cantidad conocida de analito.

Precision. Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales, cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra
homogénea del producto o de una referencia.
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Recobro. Cantidad del analito determinada en el placebo adicionado o muestra
adicionada, empleando el método analitico.

Repetibilidad. Precision de un método analitico, expresada como la concordancia
obtenida entre determinaciones independientes realizadas por un solo analista, usando
los mismos instrumentos y método.

Reproducibilidad. Precision de un método analitico, expresada como la concordancia
entre determinaciones independientes realizadas por diferentes laboratorios.
Revalidacion. Comprobacién de que el método analitico mantiene su desempefio
cuando existen cambios en la composicion del producto, en el método analitico, o
cambios criticos en los procesos de fabricacion.

Robustez. Capacidad del método analitico de mantener su desempefio al presentarse
variaciones pequefias pero deliberadas, en los pardmetros normales de operacion del
metodo.

Sustancia de referencia. Sustancia de uniformidad reconocida destinada a utilizarse en
comprobaciones analiticas fisicas, quimicas o microbioldgicas en el transcurso de las
cuales sus propiedades se comparan con la sustancia en evaluacion.

Sustancia de referencia primaria. Sustancia que es designada o reconocida por tener
la més alta calidad metroldgica, cuyas propiedades se aceptan sin referencia a otras
sustancias.

Sustancia de referencia secundaria. Sustancia cuyas propiedades se asignan por
comparacion con una sustancia de referencia primaria, o bien, cuando es certificada
mediante un procedimiento cientificamente reconocido.

Tolerancia. Reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos por el analisis de
la misma muestra bajo diferentes condiciones normales de operacion como pueden ser
equipos, columnas. La robustez y la tolerancia son conceptos diferentes, ya que el
primero se refiere a la influencia de factores internos del método, mientras que la
tolerancia, se refiere a factores externos al método.

Validacion del método analitico. Proceso por el cual se demuestra, por estudios de
laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos para la aplicacion
analitica deseada.
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10.4 ANEXO 4

TABLA ESTADISTICA DE LA DISTRIBUCION t DE STUDENT

GRADOS DE GRADOS DE GRADOS DE
LIBERTAD to o5 LIBERTAD too7s LIBERTAD to 075
1 12.706 26 2.056 51 2.008
2 4.303 27 2.052 52 2.007
3 3.182 28 2.048 53 2.006
4 2776 29 2.045 54 2.005
5 2571 30 2.042 55 2.004
6 2.447 31 2.040 56 2.003
7 2.365 32 2.037 57 2.002
8 2.306 33 2.035 58 2.002
9 2.262 34 2.032 59 2.001
10 2.228 35 2.030 60 2.000
11 2.201 36 2.028 61 2.000
12 2.179 37 2.026 62 1.999
13 2.160 38 2.024 63 1.998
14 2.145 39 2.023 64 1.998
15 2.131 40 2.021 65 1.997
16 2.120 41 2.020 66 1.997
17 2.110 42 2.018 67 1.996
18 2.101 43 2.017 68 1.995
19 2.093 44 2.015 69 1.995
20 2.086 45 2.014 70 1.994
21 2.080 46 2.013 71 1.994
22 2.074 47 2.012 72 1.993
23 2.069 48 2.011 73 1.993
24 2.064 49 2.010 74 1.993
25 2.060 50 2.009 75 1.992

Los grados de libertad (gl) se fijan con base a la formula indicada en el subindice de la
t de Student.
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