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GLOSARIO

ABC Area bajo la curva

BP British Pharmacopoeia

CG Cromatografia de gases

CVv Coeficiente de variacion (%RSD)

di diferencia

EP European Pharmacopoeia

FEUM Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
FF Forma farmacéutica

Gl's Genéricos Intercambiables

HPLC. High Performance Liquid Chromatography
IC Intervalo de confianza

K’ Factor de capacidad

NF National Formulary

NOM Norma Oficial Mexicana

R Resolucién

SSA Secretaria de Salubridad y Asistencia

T Factor de coleo

UA Unidades de Area

USP United States Pharmacopeia

UV-VIS  Espectrofotometria Ultravioleta-Visible

FIGURAS

Figura 1. Componentes de un HPLC (Sistemas modulares e integrados)

Figura 2. Estructura del farmaco Loratadina

Figura 3. Estructura del farmaco Pseudoefedrina clorohidrato
(Bencenometanol,a-[1-(metilamino)etil]-,[S-(R*, R*)]-,hidrocloruro)

Figura 4.Cromatograma de separacion entre los farmacos de Loratadina y
seudoefedrina. Se grafican las unidades de area en funcion del tiempo

de retencion.
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OBJETIVO GENERAL

e Presentar un reporte del desarrollo y la validacion de un método analitico de
rutina para la identificacion y valoracion de los farmacos Loratadina y
Pseudoefedrina por HPLC en un medicamento con FF: tabletas, como caso

particular del ejercicio profesional.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Describir las actividades de la investigacion y el desarrollo de un método
analitico de rutina por HPLC.

e Describir las actividades de la validacion de un método analitico de rutina
por HPLC.

e Presentar el método validado que se utiliza en la cuantificacion de los
principios activos Loratadina y Pseudoefedrina de forma farmacéutica

tabletas.



PROLOGO

La informacién de este trabajo fue autorizada por Laboratorios Zerboni S.A.
con giro farmacéutico. Incluye informacion general del lugar de trabajo empezando
por una descripcion del laboratorio farmacéutico en el que me encuentro
laborando actualmente como analista quimico, informacion especifica del
departamento de investigacion y desarrollo y las actividades que ejecuto dentro
del mismo asi como un caso particular del desarrollo y validacién de un proyecto
por HPLC.

INTRODUCCION

Laboratorios Zerboni S.A. es una empresa farmacéutica Mexicana fundada
en 1964.

Actualmente y en respuesta a la regulacion farmacéutica mexicana,
Laboratorios Zerboni se ha enfocado al desarrollo de nuevos medicamentos con
farmacos conocidos calidad Genéricos Intercambiables (Gl’s), asi como a la
reingenieria de sus medicamentos genéricos no intercambiables para obtener la
modificacion de sus registros como GI’s.

En este contexto, un aspecto fundamental para el desarrollo de

medicamentos es la investigacion y el desarrollo de métodos analiticos asi como
su validacion.
Laboratorios Zerboni S.A. realiza el desarrollo de nuevos productos que tienen que
ver con la salud y que requieren métodos analiticos validados es decir, los
métodos deben probarse para determinar su efectividad incluyendo la evaluacién
de precision, linealidad, exactitud y especificidad, que proporciona una medida del
comportamiento de los métodos.

El desarrollo del método analitico para un medicamento con dos farmacos,
surgié debido a la necesidad de contar con un método capaz de identificar y
cuantificar los principios activos en una forma farmacéutica solida (tableta). Para
tal determinacion, se eligio desarrollar el método por HPLC.

Gracias a los avances de instrumentacion moderna, la técnica por HPLC

(High Performance Liquid Chromatography) es capaz de realizar la separacion
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fisica de una mezcla de compuestos a través de la interaccion selectiva entre los
solutos, una fase estacionaria y una fase movil, haciendo uso de instrumentacion
automatizada de alta eficiencia. *"

Las aplicaciones de ésta técnica han aumentado en gran manera para el
desarrollo y optimizacion de nuevos y diversos tipos de métodos cromatograficos
en la caracterizaciéon de mezclas complejas lo que en muchas ocasiones resulta
dificil por otros medios. Las muestras se desplazan con una fase moévil que se
hace pasar a través de una fase estacionaria que es insoluble, y que se fija a una
columna, las dos fases se eligen de tal forma que los componentes de la muestra
se distribuyen de modo distinto entre la fase mévil y la fase estacionaria. Aquellos
componentes que son fuertemente retenidos por la fase estacionaria se mueven
lentamente con el flujo de la fase movil; por el contrario los componentes que se
unen deébilmente a la fase estacionaria, se mueven con rapidez. Como
consecuencia de la distinta movilidad, los componentes de la muestra se separan
en bandas o0 zonas discretas que pueden analizarse cualitativa y/o

cuantitativamente. &%



DESCRIPCION DEL DESEMPENO PROFESIONAL

Descripcién de la Empresa

Se encuentra hubicada en la calle de Anahuac No. 147 col. El Mirador ex-Hda.
Coapa, Del. Coyoacan. Esta empresa se dedica a la fabricacién de diversos
medicamentos cuyo registro se pretende modificar como genérico intercambiable,
ademas de realizar maquilado a otras empresas. Uno de sus objetivos esta
orientado al desarrollo de genéricos intercambiables para lo cual, actualmente, en

el departamento de Investigacién y Desarrollo se trabaja en diversos proyectos.

Descripcidon del Departamento de Investigacion y Desarrollo

El departamento de Investigacion y Desarrollo tiene la mision de establecer y
documentar, con fundamento cientifico, las férmulas de los medicamentos, los
métodos analiticos usados para evaluar la calidad de los farmacos y excipientes,
productos intermedio y terminado de medicamentos, establecer los procesos de
produccion (incluyendo los controles de calidad de los parametros criticos de
proceso) y garantizar con ello la seguridad farmacéutica de cada uno de los
medicamentos elaborados.
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Organigrama del Departamento de Investigacion y Desarrollo
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Descripcién de Actividades

Las actividades que he realizado como integrante del Departamento de

Investigacion y Desarrollo son las siguientes:

Andlisis fisicoquimicos. El andlisis de materia prima, producto intermedio y
producto terminado. Se realiza para verificar la calidad farmacéutica de los
principios activos y excipientes de acuerdo a los criterios establecidos en las
diversas farmacopeas (USP, FEUM, BP, EP).
Investigacion y Desarrollo de nuevos método analiticos (fisicoquimicos).
Se realiza la Investigacion y el Desarrollo analitico para el analisis fisicoquimico
de materia prima, producto intermedio y producto terminado. Con base en
farmacopeas, revistas, libros técnicos especializados y normatividad se
investigan las condiciones teoricas del analisis, que involucra la caracterizacion
del farmaco y la especificidad del método respecto de los principios activos de
interés que forman parte de los componentes de una formulacion en las
diferentes etapas de un proceso de fabricacién. Asi también se investiga y
desarrollan métodos analiticos indicativos de la estabilidad de un producto.
Considerando los antecedentes bibliograficos se desarrollan las metodologias
analiticas para cada activo de un producto.
= Desarrollo del método de perfiles de disolucién. Haciendo mencion
especial de este método por su creciente interés en la evaluacion de
medicamentos por su correlacion con la biodisponiblidad del farmaco. Es un
método que evalla la calidad del medicamento respecto de la funcionalidad
de las formas farmacéuticas de comprimidos o polvos y polvos en
suspension y que se utiliza como criterio en la evaluacion de Gl's.
= Optimizacion de métodos. Optimizar el método en tiempo y cantidad de
reactivos es tarea obligada para hacer un método eficiente.
Validacién de metodologias analiticas. La validacion del método se resume
como la evaluacion de la confiabilidad en la aplicacién del método.
Desarrollo galénico o de producto. Para el desarrollo de formulaciones de
medicamentos GI's, he participado en la realizacion de pruebas de férmulas

cON NuUevos excipientes.



Para mi participacion en las actividades descritas he recibido capacitacion dentro
del Departamento de Investigacion y Desarrollo, llegando a adquirir el
conocimiento y la experiencia para el manejo y calibracién de instrumentacién
analitica de HPLC, CG, Disolutores, Espectrofotometros UV-Vis, Fluorémetro,
Espectrofotometro de Absorcion Atdmica entre otros. Como consecuencia de mi
ejercicio profesional, experiencia y conocimiento actualmente ejerzo el puesto de

instrumentista dentro del mismo Departamento.

DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO RUTINARIO POR
HPLC

La investigacion titulada:

“Desarrollo y Validacion de un Método Analitico para un Medicamento con
dos Farmacos (Loratadina y Pseudoefedrina)”

que sirve como ejemplo del trabajo que realizo dentro de mi desempefio
profesional en el Departamento de Investigacion y Desarrollo forma parte del
proyecto de investigacion:

“Desarrollo del medicamento tabletas con Pseudoefedrina & Loratadina”
Este proyecto involucra la investigacion para el desarrollo del medicamento que
contiene los dos farmacos Loratadina y Pseudoefedrina, y particularmente incluye
el apartado de la investigacién y el desarrollo de un método analitico para la
cuantificacion de los dos farmacos.

Método Analitico %34

Un método analitico se define como la descripcion de la secuencia de actividades,
que se deben cumplir, para llevar a cabo la evaluacion cualitativa o cuantitativa
del pardmetro de interés especifico de la muestra (analito). Como todo proceso de
medicidn, éste debe ser confiable para ser utilizado con un propésito 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 analitica deseada; es decir que cada parametro evaluado cumple con



los criterios estadisticos de validacion que se definen en la parte de Validacion de

Métodos Analiticos de esta memoria. Para la realizacion de esta actividad deben

considerarse los siguientes aspectos:

Moral y ética
Aseguramiento de la calidad
Econdmico

Regulatorio

Los métodos analiticos se clasifican bajo los siguientes criterios:

1) En funcién de su estado regulatorio en:
a. En métodos farmacopeicos. Todos aquellos métodos que
aparecen en cualquier farmacopea (FEUM, USP, BP, EP, etc.)
b. Métodos no farmacopeicos. Son aquellos no compendiados en
una farmacopea.
Los métodos que aparecen en las farmacopeas contienen las técnicas
analiticas para la aprobacién de los insumos requeridos en la industria
farmacéutica y estan avalados por las instituciones regulatorias de los
paises que las emiten.
Los métodos que no aparecen en farmacopeas se validan para demostrar
gue son confiables para las determinaciones analiticas deseadas.

2) En funcion de su aplicacion (NOM 059 SSA1 y NOM 073 SSA1) en:
a. Métodos para producto a granel.
b. Métodos para producto terminado.
c. Métodos para materia prima.
d

Métodos indicadores de estabilidad.

3) En funcidn de la naturaleza de la respuesta analitica en:
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a. Métodos fisicoquimicos. Cuando la respuesta es de caracter
fisico (absorcion de luz, emisién de luz, voltaje, etc.) o quimico

(titulaciones).

4) En funcion de su propdsito analitico en:
a. Métodos para identificar el analito (cuantitativo).
b. Métodos para cuantificar el analito (contenido o potencia) y para
establecer la presencia del analito a un limite (cuantitativo).

5) En funcion de la naturaleza del sistema de medicidn se clasifican en:

a. Métodos en los cuales el instrumento de medicion de la respuesta
analitica, permite medir una sefial (cromatografo de liquidos,
cromatdgrafo de gases, espectrofotdmetro, etc.).

b. Métodos en los cuales el equipo de medicion no permite medir

una sefal (buretas)

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

analito en la muestra. A esta Ultima técnica se le denomina sistema de medicion.

Técnica de Cromatografia®®

La cromatografia hoy, se ha convertido en una de las herramientas mas
poderosas de analisis quimico en muy diversos campos de aplicacion, y debido a
los avances de instrumentacion moderna, se ha desarrollado lo que se conoce
como HPLC (High Performance Liquid Chromatography). Esta es una técnica que
realiza la separacion fisica de una mezcla de compuestos a través de la
interaccion selectiva entre los solutos, una fase estacionaria y una fase movil,

haciendo uso de instrumentacién automatizada de alta eficiencia.
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Algunos términos comunes en HPLC:

- Disolvente o fase movil. Es la sustancia liquida que tiene la funcién de ser

el acarreador y/o diluente de los analitos que se van a analizar.

- Muestra, soluto o analito. Es el compuesto o mezcla de compuestos que se

desean separar y analizar.

- Empaque o fase estacionaria. Es el material que contiene la columna

analitica, en donde, gracias a su forma geométrica, grupo funcional, tamafio

e interacciones con el analito en la fase movil se lleva a cabo la separacion

de los analitos.

Sistema HPLC!&9

Un sistema HPLC representado en la figura ademas, incluye los siguientes

componentes:

- Bomba. Para un liquido a alta presion.

- Inyector o auto-muestreador. Para introducir la muestra en el sistema

presurizado.

- Detector. El cual detecta los componentes.

- Computadora o Registrador. Registra la informacion Cromatografica.

Disolvente

‘ A

Columna HPLC

Inyector
Automatico

Figura 1. Componentes de un HPLC
(Sistemas Modulares e Integrados)

Computadora

AR\

Desechos
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Ajuste del Sistema 789

Las pruebas para el ajuste del sistema, son una parte integral para los métodos
cromatograficos. Estos son utilizados para verificar parametros cromatograficos
como la resolucion y su reproducibilidad, y sean los adecuados para el andlisis a
realizar. Las pruebas estan basadas sobre los conceptos de que los equipos,
partes electrénicas, operaciones analiticas, y muestras a ser analizadas

constituyen un sistema integral que puede ser evaluado como tal. ")

El buen funcionamiento de un sistema cromatografico se vera reflejado en la
calidad del analisis. Por esta razén, se consideran los componentes del sistema
principalmente la columna, la fase mévil y el flujo de la misma, y temperatura para

obtener resultados 6ptimos. ©

Es conveniente preparar una curva de calibracion a concentraciones
adecuadas, a las condiciones especificadas del farmaco en analisis, asi como
inyectar blancos para poder detectar alguna posible interferencia. Las variaciones
normales en el equipo y en los materiales pueden requerir ajustes de las

condiciones experimentales para obtener una operacion aceptable.

Para asegurar la efectividad del sistema, es necesario someterlo a una prueba
antes de utilizarse. Se pueden obtener datos especificos de inyecciones repetidas
(no menos de 6) de una preparacion de muestra, estandar de referencia o

estandar interno.

Estos datos pueden ser comparados con valores maximos y minimos
especificados tales como eficiencia, precision, resolucion, tiempo de retencion,
naturaleza de la curva de calibracion, respuesta y recobros entre otros

parametros.

El parametro mas util es la reproducibilidad de inyecciones repetidas de la

solucion analitica mezclada con solucion de estandar interno, preparadas a partir
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de la referencia. La reproducibilidad de las inyecciones repetidas se expresa como

el coeficiente de variacion de acuerdo con la siguiente formula:

cv = =X w100
sD

Donde:
CV = Coeficiente de variacion en %
X = Promedio de una serie de n determinaciones

SD = Desviacién estandar de una serie de n determinaciones

La resolucion R, es la separacién entre dos picos, depende tanto de la
selectividad como de la eficiencia cromatografica.
La selectividad es una funcion de la retencion que la molécula tiene a lo largo

del proceso de separacion, y se le conoce como factor de capacidad (k’).
k'=(tj—1 6 k'=(t-t,)-t,

donde
t, = tiempo de retencidn inicial

t =tiempo de retencién del analito

La selectividad de una columna también referida como retencion relativa o
separacién entre picos (o), es la relacion entre los factores de capacidad (k') de

dos picos adyacentes.

donde..

k', = factor de capacidad del analito 2
k’,= factor de capacidad del analito 1
t, = tiempo de retencién del analito 2
t; = tiempo de retencion del analitol

to = tiempo inicial

14



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

N =16 (t/ W)?

Por lo anterior, la Resolucion (R) puede expresarse en términos de selectividad

y eficiencia de la siguiente manera.
R=N/4(a-1)(k/1-k)

En donde k es el promedio de k’; y k’»

Esta ecuacién 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 alifatica
0 grupos sustituyentes). La eficiencia se varia con cambios en la longitud de la
columna, en la velocidad del flujo del disolvente y tamafio de particula, y el factor
de capacidad se modifica con cambios en la fuerza elutropica del disolvente.

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

numeérica.

Validacion de Métodos Analiticos *3#59)

La industria farmacéutica esta especialmente interesada en la validacion de
métodos analiticos debido al gran incremento de nuevos productos que tienen que

ver con la salud y que requieren métodos de analisis apropiados.

El método analitico debe probarse para determinar su efectividad. La
validacion generalmente incluye una evaluacidbn en la precision, linealidad,
exactitud y especificidad, y proporciona una medida del comportamiento del
método.
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La validacion es el proceso por el cual queda establecido, por estudios de
laboratorio, que el alcance del método satisface los requisitos para las
aplicaciones analiticas deseadas. La capacidad se expresa en términos de
parametros analiticos.

El proceso de validacion de un método en particular esta basado en
principios cientificos adecuados y ha sido optimizado para propositos practicos de
medicion.

En la aplicacion de los criterios de evaluacion de un método analitico
prevalece ante todo la experiencia y el criterio de la persona que lleve a cabo la
validacion.

Es parte fundamental del desarrollo de una nueva formulacion y de la
técnica de analisis de control de calidad la secuencia de pruebas y analisis, en
donde el quimico se da cuenta de si el estudio, el cual esta siendo evaluado

sistematicamente, cumple con los propdésitos para los cuales fue disefiado.

El factor més importante durante la validacion de cualquier método
analitico, es el criterio del analista, que se aplica después de relacionar factores
como:

- principios activos

- concentraciones

- forma farmacéutica

- tipo de muestra

- método de analisis

- propdsito de técnica analitica
- instrumentacién

- sustancias relacionadas

Parametros de Validacion 1019
Linealidad. La linealidad de un sistema o método analitico es su habilidad

para asegurar que sus resultados analiticos, los cuales se obtienen directamente o

16



por medio de una transformacién matematica bien definida, son proporcionales a

la concentraciéon de la sustancia dentro de un intervalo determinado.

Intervalo. El intervalo de un método analitico esta definido por las
concentraciones comprendidas entre los niveles de concentracion superior e
inferior de la sustancia (incluyendo estos niveles), en el cual se ha demostrado

gue el método es preciso, exacto y lineal.

Exactitud. La exactitud de un método analitico es la concordancia entre un
valor obtenido experimentalmente y el valor de referencia. Se expresa como el
porciento de recobro obtenido del analisis de muestras a las que se les ha
adicionado cantidades conocidas de la sustancia.

Precision. La precision de un método analitico es el grado de concordancia
entre resultados analiticos individuales cuando el procedimiento se aplica
repetidamente a diferentes muestreos de una muestra homogénea del producto.
Usualmente se expresa en términos de Desviacién Estandar o del Coeficiente de

Variacion.

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

b) Reproducibilidad. Es la precision de un método analitico expresada
como la concordancia entre determinaciones independientes realizadas
bajo condiciones diferentes (diferentes analistas, diferentes dias, en el
mismo y/o en diferentes laboratorios, utilizando el mismo y/o diferentes

equipos, etc.).
Limite de deteccién. Es la minima concentracion de una sustancia en una

muestra la cual puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo

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

las condiciones de operacion establecidas.

Especificidad. Es la propiedad de un método analitico para obtener una
respuesta debida Unicamente a la sustancia de interés y no a otros componentes

de la muestra.

Robustez. Es la fortaleza del método analitico es decir, el grado de
reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos por el analisis de la misma
muestra bajo modificaciones de las condiciones normales de operacion, tales
como diferentes temperaturas, lotes de reactivos, columnas, sistemas de elucion,

tipos de empaque (soporte, fase estacionaria, etc.), condiciones ambientales, etc.

Estabilidad de la muestra. Es la propiedad de una muestra preparada
para su cuantificacion de conservar su integridad fisicoquimica y la concentracion
de la sustancia de interés, después de almacenarse durante un tiempo

determinado bajo condiciones especificas.

Ajuste del Sistema."8%M12 gj |Jas mediciones son susceptibles a
variaciones en las condiciones de analisis, podrian ser adecuadamente
controladas, o podrian incluirse medidas preventivas en el método. El resultado de
la evaluacion de la tolerancia y robustez del método es establecer una serie de
parametros para la adecuabilidad del sistema para asegurar que la validez del
método analitico es mantenida siempre que se utilice. Las variaciones tipicas son
las estabilidades de las soluciones analiticas, los equipos y los analistas. En
cromatografia de liquidos, las mas comunes son el pH de la fase movil, la
composicién de la fase movil, diferentes lotes o proveedores de columnas, la

temperatura, y el flujo.
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La adecuabilidad del sistema se basa en el concepto de que en los equipos, la
electrdnica, las operaciones analiticas, y las muestras a ser analizadas constituyen
un sistema integral que puede ser evaluado como tal. Los parametros para la
adecuabilidad del sistema a ser establecidos para un método particular, dependen
del tipo de método a ser evaluado. Estos son especialmente importantes en

métodos cromatogréficos, y estos se definen en la seccidon de la pagina 13.

Determinaciones 43459

Linealidad del Sistema

Se determina desarrollando una curva de calibracion (concentracion vs
respuesta medida) utilizando cuando menos 5 concentraciones preparadas a
partir de una misma solucién patron y haciendo analisis cuando menos por
duplicado por cada concentracion.

El intervalo entre las concentraciones a analizar dependera del propdésito
del método; para control de calidad y de seguimiento de estabilidad de un farmaco
en una forma farmacéutica, se incluye la concentracion seleccionada como 100%.
Nota. Se considera el 100% como la concentracion de la muestra en la solucion
final a analizar, que proporciona una respuesta adecuada dependiendo del método
de cuantificacion.

Criterio.

CV<1.5%
r>0.99, r*>0.98

Precisiéon del Sistema
Se determina por el andlisis sextuplicado de una misma solucién estandar

correspondiente al 100% establecido en la linearidad del sistema.

Criterio
CV <1.5%
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Linealidad del Método
Se determina a partir de placebos adicionados de cuando menos 3
diferentes cantidades de la sustancia de interés (placebos cargados), cada uno de

manera independiente, haciendo los analisis por triplicado.

Las concentraciones de los placebos cargados deben ser las adecuadas
para que, utilizando el método propuesto, las concentraciones de las soluciones
finales a analizar estén dentro del intervalo de la linearidad del sistema, incluyendo
siempre el correspondiente al 100%.

La amplitud del estudio depende del uso y aplicaciones del método, (control
de calidad, estudios de estabilidad, etc.) y se realiza por un mismo analista en las

mismas condiciones de operacion.

Criterio
Cantidad adicionada vs cantidad recuperada: m=1, b =0, r*=0.98
% recuperados 98 — 102%

CV en cada nivel y los globales de todo el intervalo de linearidad <2%

Exactitud y Repetibilidad al 100%

Se determina de, cuando menos 6 placebos cargados de manera
independiente con la cantidad necesaria de la sustancia de interés para obtener la
concentracion del 100%, utilizando el método propuesto. Haciendo el analisis en
las mismas condiciones de operacion y por el mismo analista.

Criterio

El % recuperado 98 — 102%

CV <2%

Precisiéon (Reproducibilidad)
Se determina de una muestra homogénea del producto cercana al 100% de
la concentracion teorica, analizada cuando menos por dos analistas, en dos dias

diferentes y por triplicado.
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Criterio
CV total < 2%. Dependiendo de la naturaleza de la muestra, el CV puede

incrementarse.

Limite de Deteccion.

Integrar todos los picos registrados en cromatograma. Seleccionar el pico
con mayor area y multiplicar este valor de area por el factor 3. Por otra parte
realizar mediante regresion lineal la interpolacion del area obtenida para calcular
la concentraciéon minima detectable con la curva de linealidad del sistema.
Verificacion experimental de datos. Preparar a partir del placebo cargado al 100%
y por dilucion una solucion con la concentracion obtenida por interpolacion.
Calcular la relacion entre el area (ABC) de la sefal del analito y el area de la
sefal del ruido.

Criterio de aceptacion. El valor de limite de deteccidén se acepta si el area bajo la

curva del analito es > a 3 veces la sefial del ruido obtenida experimentalmente.

Limite de Cuantificacion

Integrar todos los picos registrados en cromatograma. Seleccionar el pico
con mayor area y multiplicar este valor de area por el factor 10. Por otra parte
realizar mediante regresion lineal la interpolacién de el area obtenida para calcular
la concentracion minima detectable con la curva de linealidad del sistema.
Verificacidn experimental de datos. Preparar a partir del placebo cargado al 100%
y por dilucién una solucién con la concentracion obtenida por interpolacion.
Criterio de aceptacién. El valor de limite de cuantificacion se acepta si el area bajo

la curva del analito es > a 10 veces la sefial del ruido obtenida experimentalmente.

Estabilidad de la Muestra Analitica
Se determina mediante la comparacion de los resultados de los analisis
iniciales de 3 muestras con los obtenidos de las mismas muestras después de

permanecer por un tiempo determinado en diferentes condiciones.
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Almacenar las muestras utilizadas bajo distintas condiciones (por ejemplo:
temperatura ambiente, refrigeracion, protegidas de la luz, etc.), durante un tiempo
preestablecido por el analista dependiendo de las propiedades fisicoquimicas de la
sustancia. Reanalizarlas bajo las mismas condiciones de operacion, utilizando una
solucion de referencia recientemente preparada, para cada tiempo, de acuerdo a
lo establecido en el método analitico. La determinacion debe ser efectuada por un

mismo analista.

Criterio
La muestra es estable si el IC (intervalo de confianza) para la diferencia de
la media de la muestra con respecto a la media del analisis inicial incluye el valor

de cero y/o la magnitud del efecto no exceda de + 2.0%

Intervalo

El intervalo del método se definird una vez que los resultados de la validaciéon de
los parametros: precision, exactitud y linealidad cumplan los criterios de
aceptacion y sera limitado por los valores inferior y superior obtenidos de la curva

de linealidad del sistema.

Especificidad para Métodos de Control de Calidad
Con el método propuesto:
1. Analizar placebos del producto.
2. Identificar la(s) respuesta(s) del (los) activo(s), y si procede, de los excipientes
y/o de otras sustancias presentes.
Criterio
Confirmar que el método desarrollado es capaz de cuantificar la sustancia de

interés sin que exista interferencia de otras sustancias presentes.
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Especificidad para Métodos Indicadores de Estabilidad

En caso de contar con los posibles productos de degradacion, se preparan
muestras con placebo "afiadido" de estos y la sustancia de interés y analizar con
el método propuesto.

Si no se cuenta con los productos de degradacion, es necesario degradar la

muestra bajo diferentes condiciones.

La degradacion debe ser tal que la concentracion de la sustancia en estudio
este disminuida por lo menos en un 25% con respecto a la original.

Se sugieren los siguientes métodos para degradar la sustancia escogiendo
aquel que, de acuerdo a las propiedades fisicoquimicas del compuesto, sea el
mas adecuado:

1. Colocar la sustancia de interés, el placebo y muestras del lote del producto en
un horno de 70°C-120'C o a 20°C por debajo del punto de fusién de la
sustancia de interés durante un numero de dias apropiado (2 a 4 semanas).

2. Exponer la sustancia de interés, el placebo y muestras del lote del producto a
luz UV, luz fluorescente y/o humedad.

3. Si es necesario, hacer soluciones de la sustancia de interés ajustando el pH 1-
2 ylo 10-12 y colocarlas a 60°C — 80°C durante 2-4 semanas.

4. Si se trata de formas farmacéuticas liquidas o semisdlidas pueden degradarse
por oxidacién (con peroxido de hidrégeno) y permanecer de 2-4 semanas a
temperatura ambiente; y/o por hidrélisis (pH 1-2 y 10-12), colocando las
muestras de 60°C — 80°C durante 2-4 semanas.

Criterio

Verificar que los productos de degradacion y/o sustancias relacionadas no

interfieran con la cuantificacion de la sustancia de interés utilizando el método
desarrollado.

Se ajustan las condiciones de operacion para obtener la maxima resolucion.
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Propiedades de la Loratadina y Pseudoefedrina®®*%

Loratadina.

La Loratadina tiene una férmula molecular CH23CIN2,O,, con un peso
molecular de 382.89 g/ mol y una composicién porcentual de C-69.01%, H-6.06 %,
Cl-9.26%, N-7.32% y 0O-8.36%. El compuesto es un polvo blanco con un punto de
fusion de 134-136°C. El compuesto es muy soluble en acetona, cloroformo,

metanol, tolueno e insoluble en agua. pKa = 5.0.

' \_

Figura 2. Estructura del farmaco Loratadina

Farmacocinética y farmacodinamia

La Loratadina es un antihistaminico triciclico potente, de accion prolongada,
con actividad como antagonista selectivo de receptores H; periféricos. Es
absorbida por completo después de su administracién por via oral; la vida media
de eliminacion del plasma es de 9 horas, sin embargo su efecto antihistaminico
persiste durante 24 horas. El inicio de acciéon es muy rapido, estimandose en 30
minutos aproximadamente. Posteriormente se metaboliza extensamente en el
higado y es excretada a través de orina en un 40.0 % y en heces en un 41.0 % en
un periodo maximo de 10 dias. Aproximadamente el 27.0 % de la dosis se elimina
por orina en las primeras 24 horas. La Loratadina se une a proteinas plasmaticas

en un alto porcentaje (97.0 % - 99.0 %). La Loratadina esta indicada como

24



antihistaminico y en el tratamiento de rinitis alérgica incluyendo la congestion

nasal, rinorrea, prurito y lagrimeo.

Pseudoefedrina.

La Pseudoefedrina (C10H1sNO) es un agonista a-adrenérgico cuyo peso
molecular es de 165.23 g/mol y una composicion porcentual de C- 72.69 %, H-
9.15%, N-8.48% y 0-9.68%. En su forma de sal Clorhidrato (C1oH1sNO,HCI,) de
peso molecular 201.70 g/mol, es un polvo blanco cristalino con un punto de fusion
entre 182-186°C, es muy soluble en agua, liboremente soluble en alcohol y
ligeramente soluble en cloroformo. En su forma de sal Sulfato (C1oH15NO)2,H2SOy,
su peso molecular es 428.5 g/mol con punto de fusion entre 174-179°C. pKa pase =
9.8.
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Figura 3. Estructura del farmaco Pseudoefedrina clorohidrato
Bencenometanol,a-[1-(metilamino)etil]-,[S-(R*, R*)]-,hidrocloruro

Farmacocinética y farmacodinamia

La Pseudoefedrina es uno de los alcaloides naturales de la efedra que se
presenta comercialmente en forma de sal estable (Clorhidrato o Sulfato), La
molécula con accion antidescongestionante nasal de efecto simpaticomimeético, se
absorbe completamente en el tracto gastrointestinal después de su administracion
via oral, alcanzando concentraciones pico en plasma entre 1y 3 horas después de
su administracion. La Pseudoefedrina se excreta principalmente sin cambios en la

orina en un 55.0 % a 90.0 % en 24 horas, sin embargo una pequefia proporcion se
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metaboliza en el higado por N-desmetilacion (menos del 1.0%). Su vida media
plasmatica se ha determinado aproximadamente en 6 horas y es indicada como

descongestivo nasal y en los sintomas asociados con la rinitis alérgica.

ANTECEDENTES ANALITICOS POR HPLC DE LORATADINA Y
PSEUDOEFEDRINA.

Desarrollo del Método Analitico

Como parte del Desarrollo del medicamento se fabrican pruebas piloto del
producto farmacéutico para las cuales es de suma importancia la valoracion de los
activos en las diferentes etapas del proceso de fabricacion. Al no contar con una
metodologia de andlisis especifica en la literatura, se procede a desarrollarla, es
por eso, que con mi formacion profesional cuento con conocimientos cientificos y
técnicos para realizar el analisis y la solucion de los problemas que surjan dentro
de estas actividades, donde participo para que la organizacion y los recursos de la
empresa sean adecuadamente utilizados dandome a la tarea de desarrollar,

implementar, optimizar y validar metodologias analiticas.

El desarrollo del método analitico para el medicamento que combina los
farmacos Loratadina y Pseudoefedrina surgié debido a la necesidad de contar con
un meétodo capaz de identificar y cuantificar los dos principios activos en la forma
farmacéutica (tabletas) del medicamento en desarrollo. La investigacion
bibliografica reveld6 que medicamentos con esta combinacién utilizan la técnica de
HPLC en consecuencia para tal determinacion, se eligié desarrollar el método por
HPLC porque se cuenta con la instrumentacién analitica y porque la mayoria de
los métodos compendiados para la cuantificacion de farmacos esta sustentada en
esta técnica. En el desarrollo del método se consideraron las técnicas analiticas
que se encuentran en USP 28, NF23 2005 para los principios activos de
pseudoefedrina clorhidrato y loratadina. Para establecer una separacion Optima
entre los picos de interés, bajo las condiciones de ajuste del sistema para el
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método, se utilizd una fase mévil con proporciones de buffer ajustado a pH acido y
acetonitrilo, una columna de acero inoxidable con empaque Cig (octadecilsilano),
ademas de un gradiente adecuado para la separacion. Los instrumentos utilizados
para el desarrollo del método fueron: un médulo de separaciéon Waters y un
detector de arreglo de diodos ajustados a una longitud de onda de 260nm. El
analisis cuantitativo se realiz6 por el método de estandar externo que consiste en
correr un estandar (con grado de pureza USP) sometido a las mismas condiciones
del procesamiento de muestra en el cromatografo y registrando los valores de

area para su posterior comparacion.

Para estas condiciones, se toman en cuenta las propiedades quimicas de
los analitos, en este caso, el pKa = 9.8 de Pseudoefedrina clorhidrato (soluble en
agua), debido a las condiciones iniciales de la fase mévil de acidez (polares), se
mantuvo la especie protonada del analito, lo cual evitd que la molécula de
pseudoeferina se fijara menos a la columna y saliera primero como se muestra en
el cromatograma en el apartado de andlisis y discusion. La Loratadina (pKa = 5.0,
insoluble en agua) en estas condiciones y, debido a su naturaleza no polar se
retiene mas en la columna. La aplicaciéon de un gradiente es para modificar la
polaridad de la fase mévil hacia una menos polar con la que la Loratadina eluye

facilmente de la columna.
El método desarrollado se incluye en el anexo correspondiente y

continuando con el proyecto el paso subsecuente es la validaciéon del método

desarrollado.

27



ANALISIS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en la validacion de la metodologia analitica

desarrollada para la valoracién de un medicamento con 2 farmacos (Loratadina y

Pseudoefedrina) que se incluyen, cumplen con los criterios de validacién y

muestran que las condiciones de andlisis fueron 6ptimas para separar, identificar y

cuantificar los 2 activos.

Se obtiene el presente cromatograma bajo las condiciones del método

establecidas donde se observan los picos separados de la pseudoefedrina vy

loratadina.
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Pseudoefedrina. Se grafican las unidades de area en funcién del tiempo de retencion.
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Resultados de la Validacion del Método Analitico para un Medicamento con 2

Farmacos (Loratadina y Pseudoefedrina ).

Tablala. Linealidad del Sistema de Pseudoefedrina

% Nivel Alicuota Concentracion (m/v) Area (UA) Factor Conc./Respuestal
1 97597 2.90727E-06
1 97279 2.91677E-06
80 4 2 129909 2.9122E-06
2 129901 2.91238E-06
100 5 3 162249 2.91466E-06
3 161984 2.91943E-06
120 6 4 195021 2.90985E-06
4 193041 2.93969E-06
140 7 5 226084 2.92839E-06
5 226057 2.92874E-06
Criterios de aceptacion Resultado
R%2 0.98 0.99989
CV < 2.00% 0.40%

IC(m), no incluye el 0

Tabla 1b. Linealidad del Sistema de Loratadina

337001.4774,342614.3982

% Nivel Alicuota Concentracion (m/v) Area (UA) | Factor Conc./Respuesta
60 3 1 124037 9.58E-08
1 129663 9.164E-08
80 4 2 163913 9.666E-08
2 164156 9.651E-08
100 5 3 205056 9.658E-08
3 204389 9.689E-08
120 6 4 244970 9.701E-08
4 243911 9.743E-08
140 7 5 28680 9.739E-08
5 284978 9.729E-08
Criterios de aceptacion Resultado
rez 0.98 0.9993
Cv < 2.00% 1.80%

IC(m), no incluye el 0

9791221.07,10223119.466
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Precisién del sistema
Concentraciéon 1
Tabla 2a. Pseudoefedrina

Promedio

Criterio de aceptacion
CV<1.5%

AREA

167403

166365

166967

168729

167390

166535

167232

Resultado
0.50%

Concentraciéon 2

Tabla 2b. Loratadina

AREA

227250

226743

226328

228480

226119

225474

Promedio 167232

Criterio de aceptacion
CV<1.5%

Tabla 3a. Linealidad del Método de Pseudoefedrina

Resultado
0.50%

Al 80%
Muestra Cantidad Adicionada (UA) Cantidad Recuperada (UA) [% de Recobro
1 162073.7 125102 79.19
2 162073.7 128453 79.26
3 162073.7 129602 79.97
CV<2.0% 0.54%
Al 100%
Muestra Cantidad Adicionada (UA) Cantidad Recuperada (UA) [% de Recobro
1 162073.7 160552 99.06
2 162073.7 162137 100.04
3 162073.7 160704 99.16
CV<2.0% 0.50%
Al 120%
Muestra Cantidad Adicionada(UA) Cantidad Recuperada(UA) |% de Recobro
1 162073.7 192592 118.8
2 162073.7 192672 118.88
3 162073.7 193423 119.34
CV<2.0% 0.20%
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Tabla 3b. Linealidad del Método de Loratadina

Al 80%
Muestra Cantidad Adicionada(UA) Cantidad Recuperada(UA)| % de Recobro
1 223394 174695 78.2
2 223394 180322 80.72
3 223394 181190 81.11
CV<2.0% 1.97%
Al 100%
Muestra Cantidad Adicionada(UA) Cantidad Recuperada(UA)| % de Recobro
1 223394 224586 100.53
2 223394 226484 101.38
3 223394 224930 100.68
CV<2.0% 0.40%
Al 120%
Muestra Cantidad Adicionada(UA) Cantidad Recuperada(UA)| % de Recobro
1 223394 271259 121.43
2 223394 271382 121.48
3 223394 272705 122.00
CV<2.0% 0.30%
LINEALIDAD DEL METODO
Tabla 4a. Linealidad del Sistema de Pseusoefedrina
Factor
% Nivel Alicuota Concentraciéon (m/v) (UA) Conc./Respuesta
60 3 1 99681 2.8453E-06
1 98072 2.89198E-06
80 4 2 132962 2.84414E-06
2 131392 2.87813E-06
100 5 3 165116 2.86284E-06
3 164107 2.88046E-06
120 6 4 196326 2.8893E-06
4 198549 2.85695E-06
140 7 5 230970 2.86524E-06
5 229849 2.87922E-06
Criterios de aceptacion Resultado
2 0.98 0.9997
CV < 2.00% 0.60%

IC(m), no incluye el 0

342566.4115,352004.5911
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LINEALIDAD DEL METODO

Tabladb. Linealidad del Sistema Loratadina

% Nivel Alicuota Concentracion (m/v) (UA) Factor Conc./Respuesta
60 3 1 133454 8.904E-08
1 135799 8.75E-08
80 4 2 179115 8.845E-08
2 180764 8.765E-08
100 5 3 224463 8.823E-08
3 223699 8.853E-08
120 6 4 267568 8.882E-08
4 269827 8.807E-08
140 7 5 313159 8.854E-08
5 312124 8.883E-08
Criterios de aceptacion Resultado
2 0.98 0.9998
CV < 2.00% 0.60%

IC(m), no incluye el 0

Reproducibilidad entre analistas

Tabla 5a. Pseudoefedrina

11100155.64,11359347.494

Tabla 5b. Loratadina

anélisis Analista analisis Analista
1 2 1 2
155033 155293 208700 205583
1 158367 156607 1 208884 205783
158982 155849 203867 203574
155830 153237 207653 208572
2 156834 151901 2 210398 207240
157811 153175 207302 203912
CV<2.0% 1.00% 1.50% CV <2.0% 1.10% 0.90%
Tabla 6a. Limite de Deteccién de Pseudoefedrina
Muestra Sefial | 3 x Ruido | Respuesta
Concentracion(m/v) mV mV UA
1 Blanco 0.066 0.198 198
2 1 - - 1606.8
3 2 - - 2972.4
4 3 - - 4785.1
5 4 - - 5959
6 5 - - 7945.7
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Nota. El valor de la sefial esta dado en valor absoluto, debido a sefiales negativas
dadas por la deriva.
El limite de deteccion se estima en 1 mg/mL, que es la cantidad del analito

inmediatamente posterior a 3 veces el nivel de ruido.

Tabla 6b. Limite de Deteccién de Loratadina

Muestra Sefial | 3 x Ruido Respuesta

Concentracion (m/v) MV mV UA
1 Blanco 0.066 0.198 198
2 1 - - 4924.6
3 2 - - 6836
4 3 - - 9361.3
5 4 - - 11036.8
6 5 - - 13818

Nota. El valor de la sefial estd dado en valor absoluto, debido a sefiales negativas
dadas por la deriva.
El limite de deteccion se estima en 1 mg/mL, que es la cantidad del analito

inmediatamente posterior a 3 veces el nivel de ruido.

Tabla 7a. Limite de Cuantificacion de
Pseudoefedrina

Muestra Sefial 3 x Ruido Respuesta
Concentracion (m/v) mV mV AU
1 Blanco 0.066 0.66 660
2 1 - - 1606.8
3 2 - - 2972.4
4 3 - - 4785.1
5 4 - - 5959
6 5 - - 7945.7

Nota. El valor de la sefial esta dado en valor absoluto, debido a sefiales negativas
dadas por la deriva.
El limite de deteccién se estima en 2 mg/mL, que es la cantidad del analito

inmediatamente posterior a 10 veces el nivel de ruido.
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Tabla 7b. Limite de Cuantificacién de Loratadina

Muestra Sefial | 3 x Ruido Respuesta

Concentracion (m/v) mV mV UA
1 Blanco 0.066 0.66 660
2 1 - - 4924.6
3 2 - - 6836
4 3 - - 9361.3
5 4 - - 11036.8
6 5 - - 13818

Nota. El valor de la sefial esta dado en valor absoluto, debido a sefiales negativas
dadas por la deriva.
El limite de deteccion se estima en 2 mg/mL, que es la cantidad del analito

inmediatamente posterior a 10 veces el nivel de ruido.

Estabilidad analitica de la solucién
estandar

Tabla 8a. Estabilidades. Contenido del analito en % de Pseudoefedrina

Tiempo de almacenamiento
inyeccion Inicial 3hrs 6hrs 9hrs
1 100 99.36 99.80 100.20
2 100 99.4 99.91 100.12
3 100 99.43 99.85 100.10
Promedio 100 99.39 99.85 100.14
di=Y1-Y0= 99.39 - 100 0.61
di=Y1-Y0= 99.85 - 100 0.15
di=Y1-Y0= 100.14 - 100 0.14

El valor no debe exceder el 2%

Tabla 8b. Estabilidades. Contenido del analito en % de

Loratadina
Tiempo de almacenamiento

Muestra Iniciall 3hrs | 6hrs 9hrs
1 100 | 99.5| 99.5 100
2 100 | 99.5| 100 100

3 100 | 99.5| 100 100.5

Promedio 100 | 99.5 | 99.84 100.15
di=Y1l-Y0= 99.5 - 100 0.5
di=Y1-Y0= 99.84 - 100 0.16
di=Y1-Y0= 100.5 - 100 0.15

El valor no debe exceder el 2%
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Estabilidad en Muestra Analitica
Tabla 9a. Estabilidades protegidas de la luz. Contenido del analito en % de
Pseudoefedrina

Tipo de almacenamiento

Muestra Inicial [ambiente Protegido Refrigeracion
1 100 99.95 100.3 99.42
2 100 100.5 100.3 99.98
3 100 100.5 99.9 100.4
Promedio 100 | 100.31 100.16 99.93
di=Y1l-Y0= 100.31 - 100 0.31
di=Y1l-Y0= 100.16 - 100 0.16
di=Y1l-Y0= 99.93 - 100 0.07

El valor no debe exceder el 2%

Tabla 9b. Estabilidades protegidas de la luz. Contenido del analito en % de Loratadina
Tipo de almacenamiento

Muestra | Inicial | ambiente | Protegido Refrigeracion
1 100 100 100 100
2 100 100.5 100.5 100
3 100 100 100.5 100
Promedio 100 100.2 100.33 100
di=Y1l-Y0= 100.2 - 100 0.2
di=Y1l-Y0= 100.33 - 100 0.33
di=Y1l-Y0= 100 - 100 0

El valor no debe exceder el 2%

Intervalo

Los pardmetros de validacion precision, exactitud y linealidad evaluados
con anterioridad, cumplieron con los criterios de aceptacion establecidos, de tal
manera que el intervalo para el método analitico de pseudoefedrina y loratadina

gueda comprendido entre concentraciones adecuadas para el andlisis.

Especificidad
De acuerdo a los resultados obtenidos en la prueba de especificidad, no

existen interferencias entre las sefiales obtenidas del blanco con relacién a los
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picos de interés tanto en estandares como en la muestra asi como no presentan

productos e degradacion.

El resultado de la prueba es satisfactorio

Tabla 10a. Robustez de Pseudoefedrina
Cond. Normal

Fase movil FM 25:75 * FM 20:80 FM 20:80
N 260 nm 260 nm 260 nm
Muestra 30°C 30°C 35°C
1 97.07% 96.85% 96.29%
2 98.02% 96.75% 96.26%
3 96.82% 97.21% 96.37%
CV = 0.65% 0.24% 0.05%
Criterio CV =< 2.0%
Tabla 10b. Robustez de Loratadina
Cond. Normal
Fase moévil | FM 25:75 *FM 20:80 | FM 20:80
A 260 nm 260 nm 260 nm
Muestra 30°C 30°C 35°C
1 96.78% 94.18% 94.27%
2 96.49% 94.14% 94.83%
3 97.51% 94.23% 94.23%
CV = 0.54% 0.04% 0.35%
Criterio CV<2.0%
Ajuste del Sistema
Pseudoefedrina Loratadina
Concentracion 1 (m/v) Concentracion 2 (m/v)
Tabla 11a Tabla 11b
UA UA
162120 204608
162486 204757
162401 204303
162298 204735
162391 204577
Criterio de aceptacion Resultado Criterio de aceptacion Resultado
CV <2.0% 0.10% CV <2.0% 0.10%
k=20 2.4 k'=22.0 7
R=15 no aplica R=15 22.4
T<20 0.8 T<20 1.2

36



RECOMENDACIONES

Actualmente el desarrollo de un método de andlisis es comunmente basado
en informacion previa o literatura existente usando la misma o similar
instrumentaciéon. Aprovechando las propiedades fisicoquimicas de los activos, se
pueden seleccionar las caracteristicas de la columna a utlizar que sean
compatibles con la fase mévil que como resultado dé una éptima separacion e
identificacion de los analitos de interés en una muestra.

Ademas de las consideraciones anteriores, es recomendable hacer uso de
las buenas practicas de laboratorio que nos lleven a realizar una experimentacion

donde se obtengan resultados confiables.

CONCLUSIONES
Respecto del Desempeiio Profesional.

v' El campo de trabajo para el quimico industrial en los diferentes sectores
productivos del pais es muy amplio, dada la diversidad de las ramas de la
industria. Entre las mas importantes esta la industria farmacéutica, donde
actualmente participo tanto en el mejoramiento y crecimiento de la empresa
como en el andlisis y elaboracion de productos destinados al consumo
humano.

v' El desarrollo y validacion del método presentado como ejemplo de las
actividades en las cuales participo dentro del departamento donde trabajo
cumplié con los parametros establecidos de validacion y es utilizado para el
analisis de este medicamento. El departamento de validaciéon de
Laboratorios Zerboni verific6 el método y determiné que cumple con los

parametros de validacion.

Respecto del Estudio de Validacién del Método Analitico
v Los resultados obtenidos de los parametros de validacion confirman que el
método desarrollado es lineal, exacto, preciso y reproducible para los dos

analitos en el intervalo determinado para el método analitico.

37



Se determind también, como se muestra en el cromatograma ubicado en el
apartado de andlisis y discusion (Figura 4), que el método es especifico y
no existen interferencias en los picos de pesudoefedrina y loratadina.

Asi también no se obtuvieron productos de degradacion a las condiciones
luz, y temperatura a las que fue sometida la muestra y que estan
especificadas en las tablas de resultados para la estabilidad analitica de
pseudoefedrina y loratadina.

De igual manera, los analitos sometidos a las diferentes condiciones de
proporcion de fase movil y temperatura establecidos en las tablas 10a y
10b, no presentan variaciones significativas comparadas con las
condiciones normales del método de tal forma que los analitos cumplen con
los criterios establecidos para estabilidad de la muestra analitica y robustez.
Los resultados para pseudoefedrina y loratadina que se muestran en las
tablas 6a, 6b, 7a'y 7b cumplen con los criterios de aceptacion, y el limite de
deteccidn para pseudoefedrina y loratadina se estima en 1 mg/mL, que es
la cantidad del analito inmediatamente posterior a 3 veces el nivel de ruido.
El limite de cuantificacion para pseudoefedrina y loratadina se estima en 2
mg/mL, que es la cantidad del analito inmediatamente posterior a 10 veces
el nivel de ruido.

Los criterios de aceptacion para el ajuste del sistema definido para las
condiciones de corrida de la pseudoefedrina y loratadina se muestran en la
tabla 11a y 11b asi como las condiciones experimentales en las que se
llevé a cabo la validacion. Estas condiciones cumplieron con los criterios de
aceptacion para coeficiente de variaciéon (CV), factor de capacidad (k’),
Resolucién (R) y factor de coleo (T) establecidos.
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