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CUMPLIMIENTO DE LOS REQUERIMIENTOS PARA LA ACEPTACION DE UN
METODO INDICATIVO DE ESTABILIDAD POR CROMATOGRAFIA DE
LIQUIDOS PARA PRODUCTOS DE DEGRADACION DE UN MEDICAMENTO
CON ELECTROLITOS.

RESUMEN

Se desarroll6 un método indicativo de estabilidad para el andlisis de polvo
para solucion oral de electrolitos a través de la evaluacion del principal producto
de degradacion derivado de la glucosa presente en la formulacion, el 5-
Hidroximetilfurfural (5-HMF). La primera parte consistio en una serie de pruebas
para lograr optimizar el método a través de lo cual se establecio que las
condiciones cromatograficas de andlisis son: columna NH; 150 mm x 4.6 mm, 5
um. equivalente a L18, detector espectrofotométrico, velocidad de flujo 0.5
mL/min, volumen de inyeccién 15 uL, fase movil Acetonitrilo:Solucion de é&cido
fosforico 0.01M pH 3, 50:50, temperatura de la columna ambiente y tiempo de
corrida 9 minutos, con un procesamiento de datos a través de cuantificacion por el
método de estandar externo. Posteriormente se realizo la validacion del método en
la cual se cumplieron las caracteristicas de desempefio analitico para la validacién
de un método categoria Il de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos 92
edicién, que incluye las pruebas limite de especificidad y limite de deteccion,
ademas se incluyé adecuabilidad, linealidad y precision del sistema y método,
exactitud y selectividad a través de los cuales se establece que el método es
capaz de cuantificar en forma reproducible y exacta en un intervalo de
concentracién de 1.2—2.8 pg/mL, con un coeficiente de determinacion (r?)= 0.9998,
un limite de cuantificacion de 0.5 uyg/mL y un limite de deteccion de 0.25 ug/mL en
base a relacién sefial ruido, con un recobro promedio de 100.38%.



l. MARCO TEORICO

A. Cromatografia

La cromatografia es una técnica usada para la separacion de los

componentes de una muestra, en la cual los componentes se distribuyen en dos

fases, una de las cuales es estacionaria y que puede ser un sélido, gel o liquido

retenido sobre un solido, y la otra fase es movil la cual puede ser liquido, gas o

fluido supercritico.® 2

B. Clasificacion

La cromatografia se clasifica con base en distintas caracteristicas como son:

Fundamento de proceso cromatografico

Naturaleza de la fase movil. Si esta es un gas se denomina CG
(cromatografia gaseosa), si es un liquido CL (cromatografia liquida).
Naturaleza de la fase estacionaria. Si la fase estacionaria es un sdlido, la
mévil puede ser liquido (CSL), gas (CSG) o fluido supercritico y de manera
analoga si la fase estacionaria es liquida la movil podra ser liquido (CLL),
gas (CLG) o fluido supercritico (CLS).

El fendmeno que ocurre dentro de la columna. En donde puede haber
interaccion directa o indirecta del analito con la fase estacionaria siendo asi
que se tiene modalidades de reparto, intercambio i6nico, afinidad,

interacciones hidrofébicas, par i6nico, micelar y exclusién molecular.® 2



Forma de realizar el proceso
(Dispositivo experimental)

Plana. Consiste en un adsorbente solido distribuido sobre una superficie
plana que presenta cierta capilaridad la cual permite que la fase movil pase
entre las particulas y se presente la separacion.

Columna. Consiste en un soporte solido adsorbente dentro de un tubo a
través del cual se hace pasar la fase movil por lo que la elucién de solutos

puede llevarse a cabo por gravedad o presién positiva.® 2

C. Clasificacion de la cromatografia de liquidos

Cromatografia liquido-solido (CLS) (adsorcion). En donde se usa una fase
estacionaria polar y una fase mévil no polar.

Cromatografia liquido-liquido (CLL) (particion). En esta modalidad las
moléculas del soluto se distribuyen entre dos liquidos, uno es la fase movil
y el otro la fase estacionaria.

Cromatografia de fase ligada (CFL). Donde se reemplaza el tipo de unién
de la fase estacionaria a su soporte para lograr una unién quimica
perdurable, para ello se usan materiales altamente hidrofébicos e
hidrofilicos (octadecilo, octilo, hexilo, butilo, ciano, amino, fenilo, nitro, etc).
Cromatografia de intercambio i6nico (CIE). Donde se emplean rellenos en
los cuales la particula esta constituida por un polimero o silicagel unidos a
un grupo funcional aniénico o catiénico.

Cromatografia de exclusion molecular (CEM). Donde se emplean materiales
de porosidad controlada que funcionan como tamiz o filtro y separa a las
moléculas segun un orden decreciente de tamafio molecular.

Cromatografia de Afinidad. Donde la interaccion de los solutos con la fase
estacionaria es debida a interacciones tipo ‘“llave-cerradura” muy

selectivas.!?




D. Componentes de un sistema cromatografico

El sistema cromatografico (Fig 1.) esta constituido por:

1. Bomba

Es la encargada de impulsar la fase maovil proveniente del recipiente con
disolvente hacia el inyector y desde ahi hacia la columna, el flujo de trabajo puede
ser muy variable, ya que hay bombas capaces de entregar volumenes del orden
de los microlitros/minuto (uL/min) hasta los de mililitros/minuto (mL/min). En
general hay dos tipos de bombas, las de pistén (bombas reciprocantes) y las de
desplazamiento continuo, siendo las primeras las de uso mas difundido. Los
materiales del que estan construidas deben ser resistentes al ataque quimico y
desgaste mecanico, es asi que los materiales con los que se construyen son acero

inoxidable, zafiro, rubi y teflon.* 2

Las caracteristicas importantes en una bomba son:

- Flujo. Convencionalmente se encuentra entre 0.1 — 10.0 mL/min trabajando
a presiones de hasta 6000 psi.

- Exactitud en el flujo. Lo cual se refiere a la divergencia entre el flujo de
trabajo establecido y el flujo de trabajo entregado, su importancia esta en la
exactitud en la determinacion de los tiempos de retencion.

- Ruido. Se refiere a las variaciones denominadas pulsaciones y que
producen variaciones en el flujo de disolvente entregado en intervalos
cortos de tiempo.

- Deriva. Que es un cambio continuo ya sea positivo 0 negativo en la entrega
del disolvente que se produce en intervalos de tiempo muy largos que llega
a producir diferencias en las areas de los picos.

- Sistema de corte. El cual es necesario para cuando se superen los valores

limite de presién para evitar que los excesos dafien la columna.’ 3




2. Inyector

Es el dispositivo que permite introducir la muestra que se encuentra en
solucion sin interrumpir el flujo de solvente a través del sistema, sus

caracteristicas son: °

De facil operacion.
Inerte al ataque quimico y capaz de soportar altas presiones.

Preciso en cuanto a la cantidad de muestra introducida en el sistema.

No provocar diluciones importantes en la muestra.

Los tipos basicos son:
- Inyectores automaticos.

- Valvulas de intercambio.

Invector I
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Fig 1. Componentes de un sistema cromatografico.®’

3. Sistema de deteccidn
El detector es la parte que permite ubicar y procesar en tiempo y espacio la
posicion de cada componente de una muestra a la salida de la columna y debe de
reunir caracteristicas como el tener un amplio rango dinamico de respuesta,
poseer respuesta lineal, no contribuir al ensanchamiento de banda, responder a

todos los solutos, sensibilidad apropiada, no verse afectado por cambios de




temperatura, poseer buena relacién sefial ruido, no ser destructivo, tener una

constante de tiempo baja.’”

El detector ultravioleta es selectivo y es el mas empleado por poseer un
rango lineal y buena sensibilidad que permite detectar analitos en el orden de
nanogramos y puede emplearse con gradientes de solventes. El detector
ultravioleta opera en el rango de 190 a 350 nm y en algunos equipos se puede
extender a la zona visible del espectro 350 a 700 nm recibiendo asi el nombre de
detector UV/visible, la concentracion del analito en la muestra se determina por la
aplicacion de la ley de Beer; existen dos tipos de detectores ultravioleta, los de
longitud de onda fija y los de longitud de onda variable. ElI primero como su
nombre lo indica opera a longitudes de onda prefijadas determinadas por las
lineas de emision de la lampara habitualmente de mercurio, en donde la longitud
de onda comunmente trabajada es la linea de 254 nm, pero también se usan 313,
334 y 365 nm, la lampara funciona como monocromador y para eliminar las
longitudes de onda no deseadas se utilizan filtros de interferencia (Fig. 2). El
detector de longitud de onda variable es un espectrofotometro en el cual se
reemplaza el compartimiento de cubetas por una celda de flujo, este detector
permite seleccionar libremente la longitud de onda de trabajo con lo cual se puede
elegir la longitud de onda de méaxima absorcion del analito para asi poder
aumentar la sensibilidad de la medicion, para esto se necesita una lampara de
emision continua de deuterio o xendn, la luz emitida por la ldAmpara se enfoca en
un monocromador para que la luz monocromética se dirija hacia la celda de
medida y de ahi hacia el fotomultiplicador. Dentro de estos detectores se tiene al
denominado arreglo de fotodiodos, en donde la celda se ilumina con luz blanca (no
monocromatica) y la luz que emerge de la celda llega a una red de difraccion y de
ahi es dispersada hacia un elemento fotosensible que son los fotodiodos los
cuales consiguen medir la luz transmitida en todo el espectro de absorcion de

analito de interés en tiempo real, de ahi su importancia.'™
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Fig 2. Detector de onda variable o espectrofotométrico.*

El detector de indice de refraccion es universal, no destructivo y mide la
diferencia de indice de refraccion entre el solvente puro y el solvente que contiene
la muestra. Sin embargo es poco sensible lo cual limita su campo de aplicacion y
entre sus desventajas es que se ve afectado por los cambios de temperatura por
lo que se requiere un control de 0.001°C, que no puede utilizarse con
programacion de cambio de disolventes porque ello implica composicion distinta
de fase movil lo cual produce un cambio en el indice de refraccion y se dificulta la
estabilizacion de la linea base. Existen tres tipos diferentes de detectores de

indice de refraccién: Fresnel, Deflexion (Fig. 3), Interferométrico.’™

Fig. 3. Detector de indice de refraccién de deflexion. *




E. Bases de la separacion

Al pasar la muestra y la fase movil por la fase estacionaria se presentan
distintas interacciones entre cada uno de los componentes que pueden ser de tipo
hidrofobicas, puentes de hidrogeno, momento dipolar, electrostaticas, las cuales
regirdn la mayor o menor afinidad de la muestra por la fase estacionaria 0 movil a
través de un equilibrio, siendo asi que cuando el componente es mas afin a la fase
estacionaria se retiene mas y tarda mayor tiempo en eluir y asi de manera
contraria, tomando también en cuenta que para que un compuesto eluya de la
columna serd necesario un determinado volumen de fase mdévil denominado
volumen de elucion, el cual si se mantiene constante sera proporcional a un

tiempo conocido como tiempo de retencién.* 2

A partir del proceso cromatografico se obtiene un eluato el cual es el
resultado del proceso de separacién de la solucidon que contiene la muestra que
eluye a través de la fase estacionaria y a partir de él se obtiene un gréafico o
cromatograma que representa la relacion del soluto en funcion del tiempo, en él se
observan picos de diversas anchuras debido a las distintas retenciones de los
analitos ya que al salir de la columna el analito esta diluido a medida que avanza a
través del sistema, lo cual es denominado proceso de ensanchamiento de banda,
qgue esta regido por los fendmenos de: proceso multipaso, difusion longitudinal y
resistencia a la transferencia de masa (Figura 4). El primero trata de como al eluir
por la columna rellena particulas de fase estacionaria el analito puede recorrer
muy distintos caminos, los cuales puede ser faciles o dificiles de seguir, este
fendmeno esta regido por el diametro de particula y la calidad con la que se
empaqueta la columna; en el caso de la difusion longitudinal se refiere a que la
concentracion del soluto es distinta conforme avanza en la columna; y la
resistencia a la transferencia de masa se debe al desplazamiento del analito a
través de la columna donde el proceso de retencion no es instantaneo debido a la

distancia que existe entre el analito y la fase estacionaria y debido a que la fase




movil se encuentra en movimiento las moléculas mas lejanas pueden viajar antes
de ser retenidas por la fase estacionaria, todo ello provocando la dispersion de la
banda. Ademas de Ilo anterior, existen otros fendmenos de naturaleza
extracolumnar que contribuyen al ensanchamiento de banda tales como: volumen

de inyeccidn, celda y constante del tiempo del detector, tuberias, etc.
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Fig. 4. a) Proceso multipaso, b) Difusion longitudinal, ¢) Resistencia a la

transferencia de masa.®

F. Cromatografia en Fase Normal

Es una de las modalidades mas antiguas, la cual se realiza sobre fases
estacionarias hidrofilicas como lo son la silice o alimina microporosa con
disolventes de mediana a baja polaridad como fase movil. En la actualidad el
método predominante es la cromatografia de fase ligada, éste es un método

apropiado para la separacion de solutos de polaridad mediana a alta.> * ©

El relleno de la fase estacionaria pueden ser particulas porosas de silice,
copolimero de estireno y divinilbenceno, entre otros, que pueden ser modificados
guimicamente para reemplazar sus grupos funcionales activos, los silanoles, de
caracter polar, por grupos funcionales ciano, diol, nitro o amino, entre otros, cuya

ventaja sobre los rellenos tradicionales de silicagel reside en la menor frecuencia




de retencion irreversible, menor influencia del agua y una respuesta mas rapida al

cambio de disolventes . La preparacion de la fase ligada amino es por la reaccién
de la silica gel con cloruro de tionilo y el producto de ésta reaccién con una amina,
entre sus aplicaciones esta el andlisis de carbohidratos, vitaminas como la D,
conservadores, separacion de isémeros, como intercambiador aniénico débil entre

otros b3

En cuanto a la fase movil se utilizan generalmente mezclas de dos
disolventes, uno de baja fuerza de elucion y el otro de mayor fuerza, los cuales

deberan ser ajustados hasta obtener el la separacion requerida.t

1. Mecanismo de separacion
El proceso de adsorcion de los analitos sobre una fase estacionaria polar
esta gobernado por las interacciones entre los grupos polares de la superficie
adsorbente y los del analito, como lo son las interacciones dipolo-dipolo, puentes
de hidrogeno, mecanismos de transferencia de carga y formacién de complejo 1.
La retencion se debe entonces a la competencia que se establece entre fase
movil- superficie adsorbente y analito-superficie adsorbente.!

Esta técnica posee un rango lineal el cual puede ser ampliado agregando a
la fase modvil algun modificador organico como lo son agua, tetrahidrofurano,
acetonitrilo y alcoholes como el metanol, etanol, isopropanol, lo cuales actian
como neutralizadores de los sitios de alta reactividad de la fase estacionaria como

son los grupos silanoles.*

En cuanto a las teorias que explican el proceso de separacion existen dos tipos:

- Modelo de Snyder-Soczewinski. Denominado de desplazamiento. El cual
supone que las moléculas del analito en solucién compiten dentro de la

columna con las moléculas del disolvente por los sitios activos del




adsorbente que posee caracteristicas polares, ademas supone que la

superficie adsorbente es totalmente homogénea y que se halla
completamente cubierta por las moléculas del disolvente en forma de
monocapa. Establece también distintos tipos de interaccion: el
desplazamiento sin localizaciéon que es cuando el analito desplaza un
volumen igual de disolvente adsorbido en forma de monocapa sin
preferencia por lugares especificos; deslocalizaciobn por acceso
restringido que se aplica cuando la polaridad de los disolventes y analitos
va aumentando e interactian mas fuertemente con los sitios activos del
adsorbente; la deslocalizacion por competencia por el sitio activo la cual
tiene lugar cuando las moléculas del disolvente o del analito estan
adsorbidas adyacentes a otras moléculas de las mismas en forma
deslocalizada; y la deslocalizacion intramolecular que tiene lugar con
moléculas de analito o de disolvente que poseen mas de un grupo funcional
que pueden interactuar con la superficie adsorbente, por lo que si uno de
ellos es mas fuerte que los demas la molécula interactda con la superficie a

través de este grupo.*

Modelo de Scott-Kucera. Aplicable a disolventes no anfotéricos como
acetonitrilo, tetrahidrofurano, acetato de etilo. EI modelo supone que
después de un tratamiento térmico de la silice o el pasaje de un disolvente
anhidro quedard una monocapa de agua adsorbida en la superficie y al
ponerse en equilibrio con un disolvente no polar se formara una segunda
monocapa para que después las moléculas del analito interactien
incorporandose a la segunda monocapa, lo cual es conocido como proceso
de adsorcion por medio de fuerzas dispersivas. En cuanto a interacciones:
supone que usando un disolvente de baja polaridad las moléculas de soluto
desplazaran a las de disolvente e interactuaran con los grupos hidroxilo
hidratados de la superficie; otra es que si las moléculas del analito son muy

polares, incluso més que el disolvente, no se lograra formar la monocapa
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debido a que se presentaran fendmenos de asociacion y desplazamiento;

por ultimo teniendo moléculas de analito muy polares y presentandose
asociacion con las del disolvente se puede formar con ambas una fase

estacionaria.t

G. Validacion

Es necesario asegurar la calidad de los medicamentos, y una de las formas
de garantizarla es través de los estudios de estabilidad en donde se debe analizar
los productos de degradacion e impurezas, por ello se requiere emplear métodos
analiticos adecuados y validados, los cuales estan sujetos a varios requisitos de
acuerdo a la normatividad vigente. La Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos es el documento legal instituido por la Ley General de Salud donde se
establecen los métodos de analisis y los requisitos que se deben cumplir para que

los medicamentos sean eficaces y seguros.?

La validacién de un método es el proceso que establece, mediante estudios
0 pruebas de laboratorio; que las caracteristicas de desempefio de método,

satisfacen los requisitos para su aplicacién analitica.? "8

La NOM-059-SSA1-2006 en el apartado 14.5.1 indica que los métodos
analiticos que no sean farmacopéicos y que sean utilizados para evaluacion de
producto terminado, asi en como estudios de estabilidad, deben ser validados de

acuerdo a un protocolo aprobado.’

1. Clasificacion
Los métodos analiticos con fines de validacion se clasifican en cuatro

categorias por sus distintos esquemas de estudio.
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- Categoria |. Métodos para cuantificar a un componente en muestras en

producto terminado, ya sean farmacos, aditivos, preparados u otros analitos
de interés.

- Categoria Il. Métodos para la determinacion de impurezas (productos de
degradacion, sustancias relacionadas, isbmeros 6pticos) en muestras de
farmacos, preparados farmacéuticos o aditivos, que incluyen
determinaciones cuantitativas o pruebas limite.

- Categoria Ill. Métodos utilizados en la determinacién de un analito en una
muestra con el objeto de evaluar una caracteristica de desempefio del
preparado (disolucion de capsulas, liberacion controlada).

- Categoria IV. Pruebas de identificacion de una analito en muestras de
farmacos, aditivos o preparados farmacéuticos cuyo propdsito es establecer

la presencia del analito de interés.” ’

Un meétodo indicativo de estabilidad es aquel que esta basado en las
caracteristicas quimicas, estructurales, asi como de los productos de degradacion,
impurezas, sustancias relacionadas, etc del analito de estudio, de manera que se
pueda distinguir cada ingrediente activo de otras sustancias para asi poder ser
cuantificado con precision y exactitud. La Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos 92 edicion establece que los métodos analiticos para la determinacion
de impurezas pueden incluir determinacién cuantitativa o puede ser una prueba

limite.> 8

2. Caracteristicas de desempefio analitico

a. Verificacion del sistema o Adecuabilidad
Son pruebas utlizadas para verificar que el sistema funciona
correctamente, con base en criterios establecidos previamente. Se basa en que
tanto el equipo, instrumentos y operaciones analiticas constituyen un sistema

integral, el cual debe ser evaluado como tal. Esta verificacidn permite establecer la
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confiabilidad del sistema. Su determinaciéon esta en funcion de una respuesta

analitica como lo es variabilidad, indicador de eficiencia, respuesta de blancos,

entre otros.> ’

b. Especificidad/Selectividad
Es la capacidad de un método analitico para obtener una respuesta debida
Gnicamente al analito de interés y no a otros componentes de la muestra, que
pueden estar presentes 0 que se pudieran presentar por efectos ambientales y/o
de interaccién con los mismos componentes tales como impurezas, productos de
degradacion o componentes de la misma muestra. Esto permite investigar la
influencia de otros componentes de la muestra en determinaciones cualitativas o

cuantitativas.> & 10-14

c. Limite de deteccion
Es la cantidad minima de analito en una muestra que puede ser detectada,
pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones de aplicacion del
método, por lo que solo indica que la cantidad del analito es superior o inferior a la
concentracion establecida. Es una caracteristica que debe determinarse cuando

un método se aplica como prueba limite.> " # 104

H. Electrolitos polvo para solucion oral

El polvo para solucion de electrolitos orales contiene cloruro de sodio,
cloruro de potasio, citrato de sodio y glucosa, compuestos que son analizados por
métodos farmacopéicos a través de las técnicas de flamometria para los iones
potasio y sodio, volumetria para cloruros y citratos y polarimetria para la glucosa,
de la cual el principal producto de degradacion es el 5-Hidroximetilfurfural que es

analizado por espectrofotometria ultravioleta.
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En la actualidad el andlisis por cromatografia de liquidos de estos

compuestos se realiza para los iones como cloruros, citratos, sodio y potasio a
través de cromatografia de intercambio idénico con detector electroquimico; para la
glucosa se usa cromatografia en fase normal, fase reversa e intercambio i6nico
utilizando deteccion ultravioleta o indice de refraccion e incluso se han
desarrollado columnas especiales para el andlisis especifico de diversos
carbohidratos, y por ultimo para el 5-Hidroximetilfurfural se usa la cromatografia en

fase reversa y deteccién ultravioleta.**2°

1. Glucosa

La glucosa (Figura 5) es un carbohidrato constituido por atomos de
carbono, hidrégeno y oxigeno (CgH1206), unidos mediante enlaces covalentes, es
un solido cristalino de color blanco, facilmente soluble en agua, ligeramente
soluble en alcohol, con peso molecular de 180.16 g/mol y su rotacion especifica es
de 52.6-53.2 °C.> %°

CH,0H

|

c
Ho/
| H
|

0—{
=

Cc

or\clm

C

H

O—x
™~

o—

H

Fig. 5. Estructura de la glucosa.

Es uno de los carbohidratos mas simples denominados monosacéridos, ya
gue es una molécula de seis carbonos que no puede ser hidrolizada a una forma
mas simple, estd compuesta por un grupo carbonilo (aldehido) y grupos hidroxilo,
por lo que se le denomina polihidroxialdehido. Los monosacéridos se clasifican de
acuerdo a tres caracteristicas tales como: la posicion del grupo carbonilo en donde
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se le establece como aldosa, en cuanto al nimero de atomos de carbono siendo

asi una hexosa y su quiralidad debida a que con la excepcion del primero y el
altimo carbono, todos los demas son asimétricos, por lo que poseen centros
estéricos con dos posibles configuraciones cada uno (el -H y -OH pueden estar a
cualquier lado del atomo de carbono), asi que debido a esta asimetria, cada
monosacarido posee un cierto numero de isémeros. Por ejemplo la D-glucosa,
tiene la formula CgH1206, de la cual, exceptuando dos de sus seis atomos de
carbono, todos son centros quirales, haciendo que la D-glucosa sea uno de los
estereoisomeros posibles. Como los estereocisémeros D son los mas comunes que
los L, usualmente la letra D es omitida. Los grupos OH, le proporcionan solubilidad
en agua, asi como la capacidad de formar ésteres. Por oxidacion del OH terminal
se producen acidos urdnicos y por reduccion se da lugar a desoxiazucares.
Debido al carbonilo C=0, tienen propiedades reductoras, reduce el reactivo de
Fehling, nitrato de plata, por reduccién del C=0 se forman polialcoholes, pueden
formar oxazonas, asi como hemiacetales. Se oxidan frente a sustancias menos
oxidantes que ellos. También son llamadas Opticas ya que dos compuestos
pueden tener la misma féormula plana, pero luego en el espacio pueden ser
diferentes y llamarse estereoisomeros basandose en carbonos asimétricos. Otra
de sus caracteristicas es que presentan el fendmeno de la mutorrotacion
(estabilizacion del poder rotatorio), por lo que pueden ser levogiras (-) L; o
dextrégiras (+) D. Los carbohidratos en disolucion estan en forma ciclica,
formando hemiacetales de manera tal que el H de un grupo OH se une al
carbonilo, al ocurrir la ciclacion se da lugar a la forma furanosa (5 atomos). El
anillo puede ser pentagonal o furanodsido (por su semejanza al furano), o

hexagonal o pirandxico (por su semejanza al pirano).

La glucosa se encuentra en la miel y en el jugo de numerosas frutas, se
produce a través de la hidrolisis de numerosos glucésidos naturales. Esta presente
en la sangre de los animales a través de la cual se distribuye por todo el cuerpo

para ingresar en la célula y producir la respiracién celular.*
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5-Hidroximetilfurfural

El Hidroximetilfurfural, HMF o 5-(Hidroximetil)furfural es un aldehido y un
furano formado durante la descomposicion térmica de los carbohidratos. Se sabe
gue es el principal producto de degradacion de las soluciones de glucosa a través
de la formacion de intermediarios desconocidos, una parte del 5-HMF es entonces
dirigida a la separacion en dos acidos, el acido 5-Hidroximetilfuroico y el acido
furano-2,5-dicarboxilico por lo que es una opcién de compuesto indicador de la
estabilidad. Es un sdélido en forma de agujas ligeramente volatil en el aire, su
formula CgHeO3, facilmente soluble en agua, metanol, etanol, acetona, acetato de
etilo, insoluble en éter, cloroformo y benceno, su peso molecular es de 126.11

g/mol y su punto de fusion se encuentra entre 30-34 °C.

La degradacion térmica de los azlcares es reaccion de gran relevancia en
los alimentos, siendo catalizadas por acidos o bases, las pentosas dan lugar a 2-
furaldehido como principal producto de degradacion, mientras que las hexosas
dan lugar a 5-hidroximetil-2-furaldehido (HMF) y otros compuestos tales como 2-
hidroxiacetilfurano e isomatol. El HMF se ha identificado en una variedad de
alimentos procesados incluyendo la leche, jugos de frutas, bebidas alcohdlicas,
miel, etc. Se ha estudiado y designado a la dieta que contiene HMF como
potencialmente carcindgena pero aun hay en desarrollo distintos protocolos para
determinar el metabolismo, toxicidad y potencial carcinogénico del HMF. Hasta el
momento dentro de la industria de alimentos el contenido de HMF en la miel es un
indicativo de las condiciones de almacenamiento, tratamiento, de la edad del
producto e indicador del sabor rancio el cual también esta correlacionado con el
almacenamiento y formacion de 5-HMF. La cantidad maxima permitida en algunas
federaciones europeas como Alemania, Bélgica, Italia, Austria y Espafia que
comercializan miel es de 15 mg/Kg de HMF. Otras normatividades tienen como

méximo permitido 40 mg de HMF/kg de miel.?"°
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Fig. 6. Estructura del 5-HMF.

Entre los factores que influyen para la formacion de este compuesto se
encuentran: la exposicién a altas temperaturas, la procedencia de las mieles de
zonas calidas y la acidez del medio. Es importante mencionar que en funcion de la
formulacién de los electrolitos de sabores, éstos contienen saborizantes naturales,
los cuales provienen de aceites esenciales los cuales tienen su origen en las
plantas. Los aceites esenciales, cuya composicion quimica es muy compleja y
variable ya que contienen mezclas de ésteres, hidrocarburos, alcoholes,
compuestos carbonilicos y compuestos del grupo de los terpenos, siendo asi un
conjunto que brinda las caracteristicas fisicas propias de cada aceite. Propiedades
fisicas: incoloros, volatiles, con aromas muy caracteristicos, alto indice de
refraccion, oOpticamente activos, son liposolubles y solubles en disolventes
organicos habituales, pero lo suficientemente miscibles en agua para impartirle su
aroma, su densidad es inferior a la del agua. En cuanto a propiedades quimicas
se encuentra el hecho de que al ser expuestos al aire, se oxidan facilmente y se
obscurecen. Los aceites esenciales se localizan normalmente en los espacios
intercelulares de los tejidos vegetales, donde se encuentran diseminados por toda
la planta o bien concentrados en las flores 0 en las semillas, muchos de estos
compuestos son volatiles y se pueden extraer de la planta por destilacion con
arrastre de vapor, por extraccion con disolventes organicos, por medio de gases
supercriticos o con presion. Es a través de estos tratamientos que se obtiene el
concentrado denominado aceite esencial; los responsables del aroma de los
aceites son la mezcla de varias sustancias con grupos funcionales como cetonas,
ésteres, alcoholes, aldehidos, en una proporcibn menor, estas sustancias en

estado puro presentan un aroma caracteristico; pero es el conjunto de todas asi
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como su debida proporcion lo que determina el aroma y las propiedades; el

constituyente principal de los aceites esenciales son los terpenos y representan el
75-90 % del peso total del aceite, los terpenos estan formados por la union de un
namero entero de unidades pentacarbonadas ramificadas derivadas del 2-
metilbutadieno (isopreno), la diversidad de metabolitos terpénicos naturales
justifica la existencia de esqueletos o bases que constituyen a los aceites
esenciales, siendo estos monoterpenos y sesquiterpenos debido a que son los de
menor peso molecular.

Los aceites esenciales son usados en perfumeria, alimentos, medicina,
farmacéutica, etc. Un aceite esencial modificado es aquel al que se le ha afiadido
o eliminado un componente para, por ejemplo, potenciar su aroma o eliminar los
terpenos de los aceites citricos, y asi para obtener productos mas concentrados y
evitar la oxidacion de los terpenos por el oxigeno atmosférico. Y precisamente los
aceites esenciales se utilizan para la obtencion de sabores, ya que los terpenos no
contribuyen al aroma global y al ser derivados desterpenados se reduce el efecto

de la oxidacion, el cual incorpora un aroma y sabor rancio.*
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Fig. 7. Reaccion de descomposicion de glucosa a 5-Hidroximetilfurfural.

La prueba limite farmacopéica para el 5-HMF y sustancias relacionadas fue

establecida en la publicacién del Cuarto Suplemento para la USP XIX en Mayo de
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1978. Dicha prueba se lleva a cabo por la medicion directa de la absorbancia de

una soluciéon diluida de la muestra a la longitud de onda de 284 nm, la prueba
indica que el limite maximo es de 0.25 unidades de absorbancia, lo cual
corresponde a una concentracion de aproximadamente 2 upg/mL. Una gran
desventaja de este método es la interferencia de absorcion de otras especies a
284 nm. >’

También, esta prueba se encuentra en monografias para soluciones de
glucosa sola o en mezcla con sales como el cloruro de sodio en donde la gran
importancia de la prueba radica en que son soluciones parenterales, por lo que es
necesario que los métodos de analisis sean apropiados para asegurar la calidad y
el tiempo Optimo de almacenamiento del producto debido a su importancia clinica,
ya que se ha asociado los altos niveles de 5-HMF con la tromboflebitis y posibles

interacciones posibles del 5-HMF con la heparina.? *.

En el caso del polvo para
solucion oral de electrolitos esta indicado en marbete que una vez preparada la
solucion se debe consumir en un lapso de 24 h y transcurrido este tiempo debe

desecharse la solucion, por lo que el andlisis se realiza al inicio y a las 24 h.

|. Métodos para cuantificar 5-HMF

Algunos métodos no cromatograficos para el analisis del 5-HMF son:

El método cualitativo de Fiehe que se basa en la reaccion colorimétrica de
Fiehe, caracterizada por la coloracion roja perceptible a simple vista que da el
HMF, originado por el calentamiento de azucar comercial o de glucosa al

reaccionar con resorcinol en medio acido, el cual es usado en analisis de miel.*°

Otro método cuantitativo es el de Winkler el cual consiste en medir
espectrofotométricamente la absorbancia a 550 nm de la reaccion del HMF con el
reactivo de determinacion (p-toluidina), el cual forma un complejo coloreado que

alcanza un valor maximo a los cuatro min de iniciada la reaccién.*°
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En cuanto a métodos cromatograficos existen reportados por fase reversa

la gran mayoria con aplicaciéon en el area de los alimentos y otros del area

farmacéutica como los siguientes ejemplos que se resumen en las tablas 1 -

5.31, 32

Método 1

Método 2

Columna

(1) Columna répida de &cido
Phenomenex Rezex RFQ (100x7.8
mm)

(2) Dionex Carbopac PA1 intercambio
anionico de 4mm x 250 mm

Hipersil ODS (5um) 125 mmx4.6
mm de acero inoxidable

Fase Moévil

(1) Agua
(2) NaOH 50 mM

Dihidrogenofosfato de sodio 0.05M
pH 5.5 : metanol

Método de
Cuantificacion

(1,2) Estandar Externo.

Estandar interno: benzofenona,
benzaldehido, vainillina, &cido
benzoico, 2-furaldehido (0.05M) y
estandar externo.

muestra

Velocidad de (1,2) 1.0 mL/min 2 mL/min
Flujo
Volumen de (1) 30 pL
inyeccion (2) 15 L -
Temperatura (1,2) 45°C Ambiente
(1) UV 284 nm
Sistema de (2) Amperométrico con electrodos de UV 283 nm
deteccion referencia Ag/AgCl, UV 284 nm, indice
de refraccion
Concentracion (1,2) 5 mg/mL 5 pg/mL

Equipo

HPLC, HP1100
Detector fotodiodos G1315, Detector
indice de refraccion G1362
(2) Sistema cromatogréafico Dionex
GP40, detector amperométrico Dionex
EDA40 con electrodos de referencia

Ag/AgCl.31

HPLC (bomba Wilson 302/802,
valvula de inyeccion Rheodyne 7125
equipada con un rizo de 20-pL)
Detector Gilson Holocromo (detector
de amplitud de onda variable)
Hewlett-Packard HP-1040.32

Tabla 1. Condiciones de trabajo de dos métodos cromatograficos por fase reversa

para determinar

5- Hidroximetilfurfural 3% 32

(1) Variacién 1, (2) Variacion 2,

para el método 1.
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Concentracion
comercial de 5-HMF (ppm) | Dextrosa Método USP 5-
dextrosa (%) HMF
5% 7.2 4.8 6.3
5%+0.45% NaCl 9.0 4.7 8.3
2.5%+0.45% NacCl 3.6 2.4 3.3
Dextrosa 5% sin | No detectado 5.0 No detectado
proceso en
autoclave

Tabla 2. Resultados del método 1 para determinacion de dextrosa y 5-
Hidroximetilfurfural en presentaciones comerciales, variacién 1.3

[mg/mL] | Recobro RSD
7.5 101.7 0.6
11.25 100.0 0.2
15 99.3 1.9
18.75 101.2 2.9
22.5 98.9 1.1

Tabla 3. Resultados del método 1 para determinacion de 5- Hidroximetilfurfural,
variacién 2.3
RSD es el coeficiente de variacion.

[mg/mL] | Recobro RSD
1 99.9 5.5
1.5 100.5 3.4
2 99.0 2.3
2.5 100.0 0.7
3 101.0 0.3

Tabla 4. Resultados del método 1 para determinacién de Dextrosa, variacion 2.3
RSD es el coeficiente de variacion.

K’ RSD N Rango lineal r?
Estandar - 4.32 - 1-5 mg/mL 0.993
externo

Estandar | 2.05 1.0 30,000 1-5 mg/mL 0.998
interno

Tabla 5. Resultados del método 2 para determinar 5-Hidroximetilfurfural.

Siendo K factor de capacidad, N nimero de platos tedricos, RSD coeficiente de
variacién y R? coeficiente de correlacion.
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I PROBLEMA DE INVESTIGACION

Inicialmente se cuenta con un método farmacopéico por
espectrofotometria UV para evaluar el limite de 5-Hidroximetilfurfural, el cual es
poco sensible e inespecifico, por lo que debido a la mayor sensibilidad y
especificidad de la cromatografia de liquidos se desarrollara un método
indicativo de estabilidad que evalle el limite del principal producto de
degradacion de un polvo para solucién de electrolitos, el 5-Hidroximetilfural (5-
HMF).
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.  OBJETIVO

Desarrollar y validar un método por cromatografia de liquidos de alta
resolucion como indicativo de estabilidad para analizar un polvo para solucion
oral de electrolitos, demostrando que cumple con los requerimientos de
especificidad y limite de deteccién de la Farmacopea de los Estados Unidos

Mexicanos 92 edicion.
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IV. HIPOTESIS

A través del desarrollo y validacion un método de cromatografia de
liquidos de alta resolucién por fase normal y detector ultravioleta es posible
analizar el 5-HMF presente en un polvo para solucion de electrolitos orales de

manera que cumpla con los requerimientos de prueba limite.
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V. METODOLOGIA

A. Material

Espatula cromo-niquel

Membrana de filtracion de teflon 0.45 pm, 13 mm
Membrana de filtracion de teflon 0.45 um, 45 mm
Matraces volumétricos de 1000 mL

Matraces volumeétricos de 50 mL

Matraces volumétricos de 10 mL

Matraces volumétricos de 5 mL

Pipeta volumétrica de 4 mL

Pipeta volumétrica de 6 mL

Pipeta volumétrica de 1 mL

B. Equipo e instrumentos

Balanza analitica Ohaus
Equipo desionizador de agua system milli-Q water millipore
Potenciometro
Equipo de filtracion
Bomba para vacio
Columna NH; 150 mm x 4.6 mm, 5 pum.
Sistema cromatogréfico:
Cromatografo de liquidos Agilent 1100 Series AF01141
Bomba cuaternaria G1311A
Inyector con automuestreador G1329A
Compartimiento de columna G1316A
Detector indice de refraccion 1362A

Detector con arreglo de fotodiodos G1315B
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C. Reactivos y sustancias de referencia

e Agua grado HPLC

e Metanol grado HPLC (JT Baker)

e Acetonitrilo grado HPLC (JT Baker)

e Acido fosférico grado HPLC (JT Baker)

e Glucosa (Sigma-Aldrich)

e Citrato de sodio (JT Baker)

e Sacarina sddica (Sigma-Aldrich)

e 5-Hidroximetilfurfural (Sigma-Aldrich)
Lote: 05704AJ

Pureza: 99%

D. Optimizacién del método

Con base a la metodologia interna para el analisis de los electrolitos y a lo
reportado para el andlisis de glucosa desarrollado por Sigma-Aldrich %, se

propuso el siguiente tratamiento de muestra.
1. Preparacion de la fase movil

Se mezclo agua y Acetonitrilo en proporciones 25:75, se filtr6 a través de

una membrana de 0.45 um y desgasificod con vacio.

2. Preparacion de estandares

a. Glucosa

Se pesé exactamente 70 mg de Glucosa y se transfiri6 a un matraz
volumétrico de 10 mL, se agregdé 2 mL de agua, se disolvio y diluyé a volumen

con agua y se mezclé. Se transfiri6 4 mL de la preparacion de estandar a un
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matraz volumétrico de 10 mL. Se diluy6 y llevé a volumen con fase movil, se

mezclo. Se filtrd a través de membrana de teflon 0.45 um y se transfirié a un vial.

Concentracion tedrica final = 2.8 mg/mL de Glucosa.

b. Citrato de sodio

Se pes6 exactamente 10 mg de Citrato sodico y se transfiri6 a un matraz
volumétrico de 10 mL, se agrego 2 mL de agua, se disolvio y diluyé a volumen
con agua y se mezcld. Se transfiri6 6 mL de la preparacion de estandar a un
matraz volumétrico de 10 mL. Se diluyé y llevé a volumen con fase movil, se
mezclo. Se filtrd a través de membrana de teflon 0.45 um y se transfirié a un vial.

Concentracion tedrica final = 0.6 mg/mL de Citrato sodico.

c. Sacarina sodica

Se pesd exactamente 25 mg de Sacarina sodica y se transfirié a un matraz
volumétrico de 50 mL, se agrego 10 mL de agua, se disolvid y diluyé a volumen
con agua y se mezcld. Se transfiri6 2 mL de la preparacion de estandar a un
matraz volumétrico de 50 mL. Se diluyé y llevé a volumen con fase movil, se
mezclo. Se filtrd a través de membrana de teflon 0.45 um y se transfirié a un vial.

Concentracion tedrica final = 0.02 mg/mL de Sacarina sodica.

d. 5- Hidroximetilfurfural

Se pes6 exactamente 25 mg de 5-Hidroximetilfurfural y se transfirié a un
matraz volumétrico de 5 mL, se agregd 2 mL de agua, se disolvio y diluy6é a
volumen con agua y se mezcld. Se transfirio 2 mL de la preparacion de
estandar a un matraz volumétrico de 10 mL. Se diluyo y llevdé a volumen con
fase movil, se mezclé. Se filtr6 a través de membrana de teflon 0.45 pm y se
transfirié a un vial.

Concentracion tedrica final = 1 mg/mL de 5-Hidroximetilfurfural.
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3. Preparacion de la muestra (por duplicado)

Se mezclé el contenido de 10 sobres y se calcul6 el peso promedio. Se
pesé aproximadamente 27.9 g de la muestra y se transfiri6 a un matraz
volumétrico de 1000 mL, se disolvié y llevé a volumen con agua. Se tomaron
dos alicuotas de 1 mL de la solucién anterior, se transfirio una de ellas a un
matraz volumétrico de 5 mL (citrato y sacarina) y la otra a un matraz volumétrico
de 10 mL (Glucosa), se diluyé y llevé a volumen con fase movil, se mezclé y

filtré a través de membrana de teflon de 0.45 um a un vial.

Concentracion tedrica final = 2 mg/mL de Glucosa.
0.58 mg/mL de Citrato sédico.
0.011 mg/mL de Sacarina Sédica.

E. Condiciones Cromatograficas:

Detector: UV Visible Longitud de onda variable.
Fase movil: Agua-Acetonitrilo (25:75).
Volumen de inyeccion: 5uL.

Velocidad de flujo: 1.0 mL/min.

Tiempo de corrida: 15 min.

Temperatura de columna: Ambiente.
F. Procedimiento:
1.- Se estabiliz6 el sistema con la fase mévil durante media hora.

2.- Se inyectd una porcion de 5 pL de la fase mévil. Se evalud la linea base y se

determiné el ruido y/o desviaciones.
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3.- Se realiz6 analisis a las longitudes de onda de 200, 230, 254, 280,284 nm,

inyectando 1 porcién de 5 uL de cada una de las preparaciones estandar.

4.- Se observaron las caracteristicas de los picos de respuesta de cada
estandar (definicibn de pico, tiempo de retencion, asimetria, platos tedricos,
resolucién, longitud de onda méxima).

5.- En base a lo anterior se determind si el sistema de deteccién es adecuado
para el andlisis, se realiz6 también el analisis con detector de indice de
refraccidbn bajo condiciones de fase estacionaria, fase modvil, volumen de
inyeccion y velocidad flujo idénticas pero a temperatura de 35°C y a partir de
eso se determino el sistema de deteccion mas adecuado para el analisis.

6.- Se determiné que las condiciones cromatograficas establecidas no son
fueron adecuadas para el analisis por lo que se optimiz6é el método realizando
pruebas segun la figura 8 que se establecié en base a los andlisis previos, se
iniciaron las analisis siempre por los extremos del cuadro y se fueron

descartando las variables segun correspondia.

Proporcién de
disolvente organico

media
Proporcion de l
disolvente orgéanico Pro L
. porcién de
baja > 1 o] 2 4/ disolvente organico alta

B ra

4 3
- pH alto
pH bajo
pH medio

Fig. 8. Optimizacion del método.

7.- Se eligieron las condiciones cromatograficas ¢ptimas de analisis.

8.- En base al analisis bajo las condiciones O6ptimas se establecieron las
caracteristicas para poder establecer limite de deteccién y especificidad.

9.- Para productos de degradacion: En base al andlisis con la condicion 6ptima

se determind el tiempo de retencidn del 5-Hidroximetilfurfural y de picos
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diferentes correspondientes a impurezas llamados desconocidos que se

pudieron detectar.

G. Validaciéon del método

1. Adecuabilidad del sistema

Se inyecto por sextuplicado la solucion de adecuabilidad del estdndar de 5-

HMF a una concentracion de 2 pg/mL.

2. Especificidad/Selectividad

Se sometio a las condiciones de degradacion basica, acida y oxidacion el

contenido de un sobre con polvo de electrolitos orales de la siguiente forma:

1.- Se vacio el contenido de un sobre de electrolitos APO polvo sabor natural (27.9
g) en un matraz volumétrico de 1000mL, se diluyo con agua y se llevo a volumen.
2.- Se tomaron 3 alicuotas de 20 mL y se colocé cada una en un matraz
volumétrico de 50 mL, se diluyd y se llevo a volumen con HCI 1N para degradacion
acida, NaOH 1N para degradacion béasica y peroxido de hidrogeno al 30% para
oxidacion.

3.- Se sometid a reflujo por 60 min.

4.-Se neutralizé a pH 7 con HCl y NaOH diluido (10 %) segun corresponde la
degradacion.

5.- De cada degradacion se tomé6 una alicuota de 5 mL y se colocd en un matraz
volumétrico de 10mL, se diluyé y se llevo a volumen con fase movil.

6.- Se filtr6 a través de membrana teflén 0.45 um y se transfirié a un vial.

7.- Se inyect6 por triplicado cada muestra.

8.- Se observo la respuesta.

3. Linealidad y precision del sistema
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Se prepar6 una curva de calibracion (concentracidn vs respuesta medida), a

partir de una solucion stock de 5-HMF con niveles de concentracion de 60%, 80%,
100%, 120% y 140% de la concentracion que se trabaja con la muestra es decir
1.20, 1.60, 2.0, 2.40, 2.80 pg/mL, triplicando cada nivel; para la muestra del 100% se
triplicaron otras muestras mas para hacer la precision y asi se tuvo un total de 6

determinaciones en este nivel.

4. Linealidad y exactitud del método

Ya que se conocen los componentes de la muestra (aditivos) y se cuenta con
ellos se prepararon placebos cargados (adicionados de 5-HMF de concentracion
conocida por triplicado) preparandolos independientemente de tal forma que se
analizaron empleando el método propuesto, las concentraciones de las soluciones
estan dentro del intervalo de las concentraciones de 60%, 80%, 100%, 120% Yy
140%, haciendo el andlisis en las mismas condiciones de operacion y por el mismo

analista.

Para Linealidad del método se calculd: El porcentaje de recobro de cada
placebo adicionado o muestra adicionada, la pendiente, la ordenada al origen, el
coeficiente de determinacion, el intervalo de confianza para la pendiente, el intervalo
de confianza para la ordenada al origen, Para la exactitud se calculd: El coeficiente

de variacion de regresion.

5. Limite de deteccién

De acuerdo a evaluacién visual en base a relacién sefial ruido

Se compararon las sefiales de medicion de muestras con bajas

concentraciones conocidas de 5-HMF, con las de muestra blanco (aditivos),
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estableciendo la minima concentraciéon a la cual el analito puede ser detectado
adecuadamente generando una respuesta con respecto a la muestra blanco en una

proporcion de 3 a 1 pero menor de 10 a 1.

Como informativo se evalu6: Por Pendiente de calibracién y desviacién

estandar de los blancos.

Se utilizé una serie de soluciones comenzando con una concentracion de no
méas de 20 % (0.00625%, 0.0125%, 0.025%, 0.05%) del nivel especificado en el
ensayo analitico. Simultdneamente se prepararon 5 blancos (placebos) y se midi6 la

respuesta analitica.

Para la curva de calibracion sin incluir los blancos, se calcul6 el valor de la
pendiente (bl), el coeficiente de determinacién (r?).

Para los blancos, se calculo la desviacion estandar (Sb) de los blancos.

Se calculé el limite de deteccion con la siguiente formula:
LD = 3.3Sh/bl

Donde:

Sb = Desviacion estandar de los blancos.

bl = Pendiente de la curva de calibracion

Nota: El valor calculado con la anterior férmula de LD es Unicamente informativo el

gue se obtuvo para resultado es el de la relacion sefial ruido.

Como informativo se evalldo: Por Pendiente de -calibraciéon, desviacién

estandar de regresion y desviacion estandar de la ordenada al origen.
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Se utilizé una serie de soluciones comenzando con una concentracion de no
mas de 20 % (0.00625%, 0.0125%, 0.025% y 0.05%) del nivel especificado en el

ensayo analitico, se midi6 la respuesta analitica.

Se calcul6 el valor de la pendiente (bl), el coeficiente de determinacion (r2),
la desviacién estandar de regresion (S y/x) y la desviacion estandar de la ordenada
al origen (Sb0).

Se calculé LD con las formulas siguientes y se reportd el promedio de los tres
criterios de LD calculados y la desviacion estandar de regresion.
Con desviacion estandar de regresion
Se calcul6 el LD con la siguiente férmula:
LD =3.3Sy/x/bl

Con desviacion estandar de la ordenada al origen se calculé con la siguiente
formula:
LD = 3.3 Sho/bl
Donde:
bl = Pendiente de la curva de calibracion.
Sbh0 = Desviacion estandar de ordenada al origen

S y/x = Desviacién estandar de regresion

El valor estimado LD debi6 ser verificado utilizando el procedimiento sefial ruido.

6. Limite de cuantificacion

En base en la curva de calibracion y la desviacion estandar de los blancos.

Se prepararon 4 concentraciones de 5-HMF a valores menores o que incluya

la especificacion de la prueba de impurezas limite por diluciéon. Simultdneamente se
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prepararon 5 blancos. Se compararon las sefiales de medicion de las muestras con
bajas concentraciones conocidas de 5-HMF, con las de muestra blanco,
estableciendo la minima concentracién a la cual el analito podia ser cuantificado
adecuadamente generando una respuesta con respecto a la muestra blanco en una
proporcién de por lo menos 10 a 1, lo que correspondio a la concentracion asociada

al limite de cuantificacion.

Para la curva de calibracion, sin incluir los blancos, se calcul6 el valor de la
pendiente (b1), el coeficiente de determinacion (r2) y el intervalo de confianza para
la pendiente (IC(B1)). Para los blancos se calcul6 la desviacion estandar (Sb) de los

blancos.

Se calculd el limite de cuantificacion con la siguiente formula:
LC=_10X Sp
b1
Se evalu6 la exactitud y repetibilidad del valor estimado del limite de

cuantificacion.
7. Precision del método (reproducibilidad)
Se determind en una muestra homogénea a una concentracion del 100%,
analizando por dos analistas, en dos diferentes dias y por triplicado.

H. Condiciones cromatograficas y metodologia final

Con base en los resultados de la tabla 7 de optimizacién de método se
establecieron las siguientes condiciones cromatograficas y de tratamiento de

muestra:

- Columna: NH; 150 mm x 4.6 mm, 5 pm. equivalente a L18.
- Detector espectrofotométrico.

- Velocidad de flujo: 0.5 mL/min.
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- Volumen de inyeccion: 15 uL.

- Fase movil: Acetonitrilo: Solucién de &cido fosforico 0.01M pH 3, 50:50.
- Temperatura de la columna: Ambiente.

- Tiempo de corrida: 9 minutos.

Procesamiento de datos: Cuantificacion por el método de estandar externo.

1. Preparacion de la fase movil para aforo de muestras y referencia:

Solucién de acido fosforico 0.01 M: Se midi6 0.68 mL de é&cido fosférico
concentradoy se colocé en un matraz volumétrico de 1000 mL con 300 mL de agua,
se llevo casi a volumen con agua y medié pH. Se ajustd el pH a 3.0 + 0.1 con
hidroxido de sodio diluido (10%) y se llevé a volumen con agua. Se filtré y
desgasifico.

Acetonitrilo: Se filtré y desgasifico.

Fase movil: Se mezclo Acetonitrilo y solucion de acido fosférico 0.01M pH 0.01M

en proporcién 50:50.

2. Preparacion de la referencia

Se pes6 exactamente 20 mg de 5-Hidroximetilfurfural y se transfirié a un
matraz volumétrico de 100 mL, se disolvio y llevo a volumen con agua. Se transfirid
una alicuota de 1 mL de la solucién anterior a un matraz volumétrico de 100 mL, se
diluy6 y llevé a volumen con fase movil. Se filtr6 una porcion a través de una

membrana de teflén de 0.45um y se transfirié a un vial.

Conc. Final: 2 ug/mL de 5-Hidroximetilfurfural.

35



3. Preparacion de la muestra (por duplicado)

1. Se pesaron individualmente al menos 10 sobres de electrolitos APO polvo
sabor natural (27.9 Q).

Se vacio el contenido de los sobres y se mezclaron.

3. Se pesaron individualmente los sobres vacios y se obtuvo por diferencia el
peso promedio del polvo.

4. Se pesO6 con exactitud una cantidad equivalente a 20 g de Glucosa
(aproximadamente 27.9g de polvo de la muestra), se transfirieron a un
matraz volumétrico de 1000mL, se diluyé y llevé a volumen con agua.

5. Se transfirié una alicuota de 10 mL de la solucion anterior a un matraz
volumétrico de 50 mL, se diluyd y llevo a volumen con fase movil.

6. Se filtré6 una porcién a través de una membrana de teflén de 0.45u y se

transfirié a un vial.

Conc. Final: 4 mg/mL de Glucosa.

Se programo el detector de la siguiente manera:

Time | Sample
0.00 284
4.80 284
5.00 230
9.00 230

Tabla 6. Programacion del detector para analisis de 5-HMF.

4. Prueba de adecuabilidad del sistema:

1. Se estabiliz6 el sistema con la fase mévil durante 30 minutos.

36



2. Se inyecté 1 porcion de fase mévil (blanco), se evalué la linea base y se

determind que no se presenté ruido y/o desviacion alguna atribuida al
solvente o inestabilidad.
Se inyectd consecutivamente 6 porciones de la preparacién de Referencia.
Se observé que el tiempo de retencion relativo para el 5-Hidroximetilfurfural
es de aproximadamente 1.0, para el pico desconocido 1 de 1.16, para el
pico desconocido 2 de 1.26 y para el pico desconocido 3 de 1.63.

5. Se determind que la desviacién estandar relativa entre los picos de interés
de las seis inyecciones de la preparacion de referencia no fuera mayor a 5
%.

5. Procedimiento de procesamiento de datos

1. Se realizaron 6 inyecciones de la soluciébn de Referencia, para ello se
usaron las soluciones de adecuabilidad del sistema siempre ya que estas
fueron realizadas justo antes de la inyeccion de la muestra.

2. Se realiz6 una inyeccion del blanco de muestra (fase movil) y se
determinaron todos los picos diferentes a 5-Hidroximetilfurfural.

3. Se realizé la inyeccion de cada una de las muestras y se determinaron
todos los picos presentes en la muestra exceptuando picos referentes al
blanco.

4. Se cuantificaron la cantidad de productos de degradacion en la muestra

utilizando las siguientes formulas y las 6 inyecciones de referencia.

% 5-Hidroximetilfurfural= ABC mtaxmgRefx 1 x 1000 x50x PP x POT
ABC Ref 100 100 gmta 10 20,000*

% Pico Desconocido = ABC Desconocido xmg Ref x 1 x 1000 x50 x PP xPOT
ABC Ref 100 100 g mta 10 20,000*
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En donde:

ABC mta = Area bajo la curva de 5-Hidroximetilfurfural en la muestra
ABC Ref = Area bajo la curva de 5-Hidroximetilfurfural en la Referencia

ABC Desconocido = Area bajo la curva de Desconocido en la muestra

mg Ref = mg de la Referencia de 5-Hidroximetilfurfural

g mta = g de muestra utilizados

POT = Pureza de la Referencia de 5-Hidroximetilfurufral
PP = Peso promedio del contenido de los sobres en g

20,000* = Concentracion tedrica de glucosa por sobre en mg

PRODUCTOS DE DEGRADACION COMO METODO INDICATIVO DE

ESTABILIDAD

No mas del 0.05% de 5-HIDROXIMETILFURFURAL.
No mas del 0.2% de DESCONOCIDOS INDIVIDUALES.
No mas del 2% de IMPUREZAS TOTALES.
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VI.  RESULTADOS
En la tabla 7 se presentan los resultados generados a partir de las pruebas
realizadas para la optimizacién del método.

Numero Concentracion Velocidad
de pMg/mL Fase movil de flujo Deteccion Resultado
prueba mL/min
1 2575
Agua:ACN 200, 230, | Para todas las longitudes se observa
2 1.20 35:65 1 254, 280, un pico en un Tr de 2.0 coleado.
Ang‘gngSCN 284 nm. IR | En IR no se observa respuesta.
3 Agua:ACN
Solo para todas las longitudes se
4 1.20 ho TS observa un pico encimado de otro de
pH3:ACN 200, 230, mayor tamafio.
1 254, 280,
284 nm. IR
5 1.20 35:65 Solo para todas las longitudes se
Ac. fos 0.01 M observa un pico en un Tr de 1.9
pH3:ACN ligeramente coleado.
Solo para todas las longitudes se
6 1.20 Ac. %i:g_‘r’m M qbserva un pico en un Tr de 2.0
pH3:ACN ligeramente coleado.
1 200, 230, Solo para todas las longitudes se
7 1.20 Ac. f205s:§’01M 254, 280, observan picos encimados.
pH7:ACN 284 nm. IR
8 0.5,1.0 3565 1 200, 230, Solo se observan picos encimados
A;H?T\A%SLM 254, 280, | que no se separan ni definen para
' 284 nm. IR | todas las longitudes.
9 0.5 3565 1 200, 230, En las longitudes de onda 280, 284
Ac. L‘?gfﬁ M 254, 280, | se observa un pico enun Trde 1.9. A
e 284 nm. IR | 254y 230 se observan otros picos no
identificados.
1 200, 230, | Para las longitudes de onda
10 0.5,1.0 Ac. 2)5;:?5§01M 254,280, | estudiadas se observan picos muy
pH3:CAN 284 nm, IR | deformes y encimados.
1.0mL Se observa pico a 1.9 min.
11 0.5mL 200, 230,
0.5,1.0 254, 280, Aumenta el tiempo de retencién a 3.8
12 284 nm, IR | min.
) 50:50
Ae- fosggﬁ,M PH3: En ambos casos a 284 y 280 se
define bien el pico, a 200, 254 y 230
se define el pico méas un
desconocido, siendo en 230 donde se
define mejor.
13 0.5,1.0 1000/C1;‘r—ag‘;?j’it\?:. fos 0.5mL 200, 230, | Solo para longitudes de 284, 280y
0.01M pH3 254,280, | 230, se define el pico.
0% - 100% 284 nm, IR
Acetonitrilo

Tabla 7. Resultados de optimizacion de método.
VALIDACION
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1. Adecuabilidad del sistema

En la tabla 8 se presentan los valores correspondientes a la inyecciones de la

prueba de adecuabilidad.

Inyeccion Area Platos
Asimetria tedricos

1 397.74353 1.04690 4930
2 397.17523 1.03797 4870
3 397.06128 1.02755 4890
4 396.99084 0.99327 4839
5 397.20322 0.99376 4849
6 396.13550 0.99768 4892

promedio | 397.0516

S 0.4761

CVv 0.1199

Tabla 8. Adecuabilidad del sistema.

Criterio de Aceptacion
Asimetria < 2
Numero de platos tedricos 22000

Respuesta analitica CV< 5%

2. Especificidad /Selectividad
En la figuras 9, 10 y 11 se muestran los cromatogramas correspondientes a
las degradaciones basica, acida y oxidacion del contenido de un sobre con polvo de
electrolitos orales y en la 12 el correspondiente al producto sin ser sometido a

degradacion.
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Figura 9. Cromatograma de la reaccion de degradacion basica de electrolitos.

Raf=ail, TT (ELECLCWGT-4

fruan

Figura 10. Cromatograma de la reaccion de degradacién acida de electrolitos.
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Figura 11. Cromatograma de la reaccién de degradacion de oxidacion de
electrolitos.
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Figura 12. Cromatograma de electrolitos sin degradacion.

Criterio de Aceptacion
Confirmar que el método propuesto es capaz de separar la sustancia de

interés de cualquier interferencia presente.

3. Linealidad y precision del sistema

En la tabla 9 se presentan los valores de concentracion, area obtenida y

coeficiente de variacion de la evaluacién de linealidad de sistema.

En la tabla 10 se presentan los resultados generados a partir del analisis de
regresion con los datos de linealidad del sistema y la prueba de hipoétesis

correspondiente.
En la Grafica 1 se muestra la linealidad del sistema.

En la tabla 11 se presentan los resultados para precision del sistema, a la

concentracion de 2ug/mL (100%).
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Solucion X (Mg/mL) Y(Area) CcVv

1 1.198 232.80656

2 1.198 240.46281 1.868
3 1.198 240.54756

4 1.597 320.24646

5 1.597 321.94156 0.572
6 1.597 318.28415

7 1.996 399.68100

8 1.996 400.79776 0.149
9 1.996 400.60873
10 2.395 477.06985
11 2.395 482.22070 0.974
12 2.395 486.43793
13 2.794 564.13910
14 2.794 564.83362 0.279
15 2.794 561.82629

Tabla 9. Linealidad del sistema. Concentracion (X) vs Respuesta ().

2
Concentracion (pg/mL)

Gréfica 1. Linealidad de sistema.

r 0.9998 X 29.940 Sy/x 2.133
r2 0.9995 >x?|  64.53627 Sho 0.976
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bl 203.7778 Yy|  6011.904 gl, n? 13
bo -5.9469 >y | 2607957.48 | t0.975,gl, n” *(tablas) | 2.160
n 15 >Xy | 12973.00952
t cal 168.136601 Ho se rechaza, por lo tanto el area
pendiente Tcal >ttab depende de concentracion
tcal
ordenada -2.36559821
al origen tcal <t tabl Ho se acepta, por lo tanto b=0
INTERVALO DE
CONFIANZA PARA LA PENDIENTE
LIC = 201.67 LIC = Limite inferior de confianza
LSC = 205.89 LSC =Limite superior de confianza
El intervalo no incluye
el cero
PARA LA ORDENADA
AL ORIGEN
LIC = -12.5181 LIC = Limite inferior de confianza
LSC = 0.6143 LSC =Limite superior de confianza
El intervalo incluye el
cero
Tabla 10. Prueba de hipoétesis de datos de linealidad de sistema.
Solucion X (%) Y(Area)
1 100 435.80792
2 100 442.81223
3 100 419.29306
4 100 418.92258
5 100 419.44333
6 100 421.73962
promedio 426.33646
S 10.338
CV 2.425
Tabla 11. Precision de sistema.
Criterios de Aceptacion

Para Linealidad

r’ >0.98
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El intervalo de confianza no incluye el cero

Para precision
CV < 5.0%
4. Linealidad y exactitud del método

En la tabla 12 se presentan los valores de mg adicionados, mg recuperados y
% de recobro obtenidos de la evaluacion de linealidad de método.

En la tabla 13 se presentan los resultados generados a partir del andlisis de
regresion con los datos de linealidad del método y la prueba de hipoétesis
correspondiente.

En la Gréfica 2 se muestra la linealidad del método.

En la tabla 14 se presentan los resultados para exactitud de método, a la

concentracion de 2ug/ml (100%).

Solucién M i~ % recobro
adicionados | recuperados
1 1.193 1.169 97.99
2 1.193 1.181 98.99
3 1.193 1.184 99.25
4 1.590 1.600 100.63
5 1.590 1.581 99.43
6 1.988 2.029 102.06
7 1.988 2.036 102.41
8 1.988 2.029 102.06
9 2.386 2.369 99.29
10 2.386 2.384 99.92
11 2.386 2.384 99.92
12 2.783 2.792 100.32
13 2.783 2.772 99.60
14 2.783 2.770 99.53

Tabla 12. Linealidad de método.
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S-HIDROXIMETILFURFURAL PARA ELECTROLITOS
NATURAL

LINEALIDAD DEL METODO DE

y = 1.0030x - 0.0025

R*= 0.9985

Cantidad recuperada (pg)

C.3 1.0

Cantidad Adicionada (ug)

1.5 20 2.3

Gréfica 2. Linealidad de método.

r 0.9992 S| 0.468
r? 0.9985 Sy/x|  0.007
bl 1.003 gl 12
b0 -0.0025 t0.975n-2|  2.160
n 14 t0.975n-1|  2.145
>x 28.230 PROM X|  2.016
>x? 61 PROM %R | 100.100
Yy 28 Sho|  0.007
Ty 62 S%R|  1.286
XY 62 SX 0.593

INTERVALO DE CONFIANZA

PARA LA PENDIENTE
LIC = -0.007 LIC = Limite inferior de confianza
LSC = 2.013 LSC =Limite superior de confianza
El intervalo
incluye el uno
PARA LA ORDENADA AL ORIGEN
LIC = -0.017 LIC = Limite inferior de confianza
LSC = 0.013 LSC =Limite superior de confianza
El intervalo
incluye el cero
PARA LA MEDIA POBLACIONAL
LIC = 99.363 LIC = Limite inferior de confianza
LSC = 100.837 LSC =Limite superior de confianza
El intervalo
incluye el 100
CVv 1.285

Tabla 13. Prueba de hipotesis de datos de linealidad de método.
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Exactitud

Solucién . .“g Kg % recobro

adicionados |recuperados

1 1.988 1.973 99.25

2 1.988 2.022 101.71

3 1.988 2.039 102.57

4 1.988 1.979 99.55

5 1.988 1.986 99.90

6 1.988 1.974 99.30

Exactitud del método

Promedio| 100.38 S 1.408
N 6 CVv 1.403

| toersna| 2,571

INTERVALO DE CONFIANZA

PARA LA MEDIA POBLACIONAL

LIC=

98.901

LIC = Limite inferior de confianza

LSC=

101.857

LSC =Limite superior de confianza

El intervalo incluye el 100

Tabla 14. Exactitud del método.

Criterios de Aceptacion

Para Linealidad del método

r’ >0.98

bl =1 El intervalo de confianza incluye la unidad

b0 = 0 El intervalo de confianza incluye el cero

CV < 5% de recobro para método cromatografico

Para Exactitud del

método

El intervalo de confianza debe incluir el 100%

CV < 5% del % de

recobro
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5. Limite de deteccion y Limite de cuantificacién (6)

En la tabla 15 se presentan los valores de evaluacion de sefial - ruido para la
determinacion de limite de deteccidn y cuantificacion.

En la tabla 16 se presentan los valores de concentracion, area y coeficiente
de variacion obtenidos de la evaluacion de una curva de calibracion para determinar
el limite de deteccion y cuantificacion.

En la Grafica 3 se muestra la curva de calibracion para determinar limite de
deteccidn y cuantificacion.

En la tabla 17 se presentan los resultados generados a partir del andlisis de
regresion de la curva de calibracion para determinar limite de deteccion y

cuantificacion.

Nivel de Concentracién Relamqn Sefal
: ruido
ruido (ug/mL)
blanco 1 0.1092 2.8
blanco 2 0.1595 3.7
blanco 3 0.6737 0.25 5.9
blanco 4 0.2347

blanco 5 0.1392 8.7
9.3

S, 1.6559 0.5 11.7

>y 1.3163 24.2
>y’ 0.5657 23.0
N 5 1.0 37.0
545

25.4

2.0 70.8

Tabla 15. Evaluacion del nivel de ruido para determinacion de limite de deteccion y
cuantificacion.
Criterios de Aceptacién
Un analito podré ser detectado visualmente en una relaciéon sefal-ruido si es
mayor o igual de 3:1, pero menor de 10 a 1 es generalmente aceptado, el limite de

deteccidn debera ser menor a la especificacion de la prueba de impurezas limite.
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. X < :

Solucién (Mg/mL) Y(AREA) [Promedio CVv

1 0.278 | 45.30084

2 0.278 | 47.10122 | 46.364 2.0

3 0.278 | 46.69111

4 0.557 | 93.64457

5 0.557 | 95.29651 | 94.758 1.0

6 0.557 | 95.33363

7 1.114 |190.35255

8 1.114 [196.65799| 193.321 1.6

9 1.114 |192.95296

10 2.228 [384.69153

11 2.228 [394.79227| 391.214 1.4

12 2.228 [394.15695

Tabla 16. Curva de calibracion para determinar limite de deteccion y

cuantificacion.

Area

LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION DE
5-HIDROXIMETILFURFURAL

450
400
350 -
300
250
200
150 -
100
50 -

y=177.0x - 3.443

R==0.999

1

1.5

Concentracion (Hg/mL)

Gréfica 3. Curva para determinar limite de deteccion y limite de cuantificacion.

PROMEDIO X 1.044
R| 09998 |Tx 12,531 Sy/x 23
r2| 09996 |>x? 19.777539 Si 0.9
bl| 177025 |Xy 2176.972 Seo|  0.4963
bO| -3444 |3 604737.4961 gl 10
N 12 >Xy 3457.959845 | t0.975,9l, n 2.228

INTERVALO DE
CONFIANZA

Para la pendiente

LIC =

175.00

LIC = Limite inferior de confianza

LSC =

179.05

LSC =Limite superior de confianza

El intervalo no incluye el

Cero

Tabla 17. Analisis de regresion de datos de curva para determinar limite de

deteccion y cuantificacion.
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Criterios de Aceptacion
r’ 2 0.98

El IC no debera incluir el cero

El LD debe ser menor a la especificacion de la prueba de impurezas limite.

El calculo del limite de deteccion se realiz6 con las siguientes formulas:

- Basado en la desviacion estandar de los blancos

| 33
. XSb
[D="""""
b, LD 0.0309 pg/mL
- Basado en ladesviacion estandar de regresion
| LD _ 33 X Sy/x
b, LD 0.0437 pg/mL

El célculo del limite de cuantificacion se realizd con las siguientes férmulas:

- Basado en ladesviacion estandar de los blancos

10 XSb

| _
LC = b, LC 0.0935 pg/ mL

- Basado en la desviacion estandar de regresion

. 10 X Sy/x
- b, LC 0.1325 pg/mL

| LC

Criterio de Aceptacion
¥ >0.98
IC(B1), no debe incluir el cero.

El LC debe ser menor a la especificacion del contenido/valoracion de la prueba de
impurezas.
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7. Precision del método (precisiéon intermedia)

En la tabla 18 se presentan los resultados de precision intermedia para

analistaly2enlosdiasly 2.

La figura 9 muestra el cromatograma correspondiente al analisis del producto
para precision itermedia con la adicion de 5-HMF para comprobar la aplicacion del

método.

ANALISTA
1 2
0.0000 0.0000
— 0.0000 0.0000
0.0000 0.0000
<
(@)
~ 0.0000 0.0000
0.0000 0.0000 NO SE DETECTAN
0.0000 0.0000
cv=| 00 |
Tabla 18. Precision intermedia.
DADI B, 5ig=284,16 Ref=off, TT (ELECRPRO004-0406.0) * : m
mui 3974 - 5-HMF
30—2 }
] |
1 REFERENCIA 5-HMF \
10-1 /
o] _MLL
6 T % T T T T v T —_

2 4 5] 8 mir

Figura 13. Cromatograma de la adicién 5-HMF para aplicacién de método.

Criterios de Aceptacion
Dos analistas- Dos dias

CV Total <5% para métodos Cromatograficos de productos de degradacion.
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VIl. DISCUSION DE RESULTADOS

En la tabla 7 se observan los resultados de la pruebas de optimizacion de
método para ello se parti6 del método de andlisis de glucosa desarrollado por
SigmaAldrich®®, cuyas caracteristicas son similares a otros trabajos®*?,
inicialmente el proyecto estaba destinado a desarrollar un método para analizar
electrolitos orales y sus productos de degradacion, por lo que los primeros andlisis
fueron dirigidos a observar la respuesta del cada uno de esos componentes bajo
esas condiciones de andlisis. Se encontré que tanto como para cloruro de potasio,
cloruro de sodio, citrato de sodio no hubo respuesta lo cual se debe a la
naturaleza idnica de estos excipientes ya que comunmente son analizados por
cromatografia de intercambio iénico a través de un detector electroquimico’®?*. En
base a ello se decidié que el método fuera solo para determinacion de glucosa y 5-
HMF, en la tabla 6 se observa que en las pruebas se inyectaron las muestras bajo

23-25 ademas se

parametros comunmente usados para este tipo de andlisis
inyectaron concentraciones de 1.20, 1.0, y 0.5 ug por las razones anteriores y para
no saturar la capacidad de la columna®; en los resultados es muy notorio que para
ninguna prueba se tienen resultados aceptables usando detector de indice de
refraccidon; se encontr6 que para la deteccion ultravioleta todas las longitudes de
onda estudiadas presentaron un pico visiblemente coleado a los 2 minutos pero a
284 nm que es la misma que se utiliza en el andlisis farmacopéico® se obtuvo el
pico menos coleado, se programo el equipo a esta longitud durante 4.8 minutos
para dar tiempo de que eluya el pico correspondiente al 5-HMF (3.8 min) después
de este tiempo se cambia a la longitud de onda a 230 nm ya que en la pruebas se
observaron otros picos correspondientes a impurezas desconocidas quimicamente
pero identificadas en tiempo de retencion que coinciden con lo observado en
selectividad, para otras pruebas se cambio la velocidad de flujo a 0.5 mL/min ya
gue de esta manera aumenté el tiempo de retencion del 5-HMF a 3.8 minutos y asi
se evitd que el pico eluyera en el frente del disolvente debido a que por la

naturaleza del 5-HMF y de la columna el analito no se retiene facilmente en la

columna. Sin embargo bajo todas estas mismas condiciones la glucosa no mostro
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una buena respuesta y solo se pudo observar un pico pero deforme con detector

23,24

de indice de refraccion“>“",que es el detector recomendado para andlisis

cromatografico, aunque también se analiza con detector ultravioleta a 190 nm pero

14,23 ademas de

se encuentran muchas interferencias como la absorcion del agua
que con esa fase movil era un poco mas tardado y dificil estabilizar el sistema, por
lo tanto se decidié que el método fuera Unicamente el indicativo de estabilidad
para el producto de degradacién de la glucosa, el 5-HMF.

En cuanto a la validacion:

La adecuabilidad cumplié los requerimientos® por ello se asegura que el
equipo se comporta de manera confiable durante la aplicacion del método y que el
inyector funciona adecuadamente.

Linealidad y precision del sistema y método. Se demostré la capacidad de
proporcionar una respuesta que es directamente proporcional a la concentracion
de 5-HMF presente en la muestra en un intervalo de concentracion de 1.2-2.8
pg/mL, el valor de la pendiente esta relacionado con la sensibilidad y entre mayor
sea mayor sensibilidad se tendra, el valor de la ordenada al origen es indicativo
del error sistematico, el valor del coeficiente de correlaciéon es mayor de 0.982 lo
cual demuestra una relacién fuerte y positiva entre las variables, a través del
coeficiente de determinaciéon cuyo valor fue mayor de 0.98° se observd la
proporcion estadistica de la variacion de “Y” debido a “X” o sea la medida del
grado de asociacion lineal. En cuanto a la precision se cumple con el parametro
establecido® sin embargo este valor es alto y dado que la precisién expresa el
grado de concordancia entre una serie de medidas cuyo objetivo es determinar la
variabilidad significa que es posible que exista un error en el sistema que influye
en los resultados obtenidos. En cuanto a la exactitud el porcentaje de recobro y su
CV se encuentran dentro de la especificacion &, por lo que el método es eficiente,
tomando en cuenta que la exactitud y precisidbn se encuentran influenciadas por
errores sistematicos.

El limite de deteccion y cuantificacion se determiné por la evaluacion de la
relacion sefial ruido' y la comparacién con blancos, también a través de una recta
de calibracion, sin embargo la que se usa y reporta es la primera pues es la que
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define experimentalmente esos limites, en el caso del desarrollo de método esto

es muy importante debido a que se trata de la determinacion de un producto de
degradacion el cual si es que se llega a encontrar normalmente sera en una muy
baja concentracion.

Para selectividad se analizO con el método el producto en condiciones
normales y también se someti6 a degradaciones, para observar las posibles
interferencias de alguna entidad quimica en el anélisis® , en condiciones normales
no hubo interferencia, ademas se observa que la fase mévil no ejerce ninguna
influencia, para las degradaciones acida y basica se encontraron dos picos los
cuales no interfieren en la elucién del pico del 5-HMF pero son tomados en cuenta
para determinarlos porque aunque quimicamente son desconocidos son productos
de degradacion y por lo tanto son los que se indican como impurezas 0 picos
desconocidos en el procedimiento general, para la degradacion por oxidacion la
repuesta no fue satisfactoria (Figura 12) pues se observa mucha interferencia y no
se logra definir ningln pico por lo que se omiti6.

Para precision intermedia se observa que no se detect6 el 5-HMF lo cual se
debe a que el analisis se realizé en producto que aun no ha sido sometido a
estudios de estabilidad y para ese momento aun la glucosa no se ha degradado,
por ello y para poder estudiar la precision intermedia se decidié adicionar al
producto 5-HMF en concentracion de 2 uyg/mL lo cual dio resultados dentro de
especificacion. Con ello queddé demostrada la aplicacion al poder analizar el 5-
HMF adicionado a dichas muestras.

No se realizd estabilidad de la muestra debido a que los criterios internos
usados para estudiar este parametro son el tiempo de analisis y el nimero de
muestras y siendo estos de valores pequefios se determind no estudiar la
estabilidad.
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VIII. CONCLUSION

El método analitico desarrollado a través de cromatografia de liquidos de
alta resolucion mediante fase normal y deteccidn ultravioleta es adecuado para la
separacion y cuantificaciéon del 5-HMF ya que cumplié con las caracteristicas de
desempefio analitico para la validacion de un método categoria Il de la
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos 92 edicion, por lo que sirve como
indicativo de estabilidad para el analisis de polvo para solucion oral de electrolitos

y con ello poder garantizar la calidad del producto.
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Desviacion estandar
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