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1, INTRODUCCION

Graclias a los avances tecnoldgicos, hoy dia la (ndustria
farmacettica as{ como otras {industrias afines tienen como objetivo
principal el asegurar un adecuado control de calidad tante de materia
prima. producto en proceso y producto terminade. Por lo cual la vallidaectdn
retrospectiva y prospectiva han tomado gran importancia en estas ireas.

El proceso de validacidn comprende una serie de pruebas
sistemiticas mediante las cuales queda establecido de manera clara y
objetiva, que ol método estudiade reltne los requisites para las
aplicaciones analfticas deseadas. De tal forma que we! proceso de
validacidén de un método en particular estd basado en principios cientificos
adecuados y ha sido optimizade para propésitos de cuanuficacidn.‘

La validacidn de los mdtodos analiticos, permite evaluar
pardmetros estadisticos como son la linealidad, precisidn, exactitud,
reproducibilidad entre otros, con dichos pardmetros podemos  obtener
informacidn sobre la confiabilidad del método analf{tico. Por otra parte
los pardmetros que se deben cumplir para la valldacién de los métodos
analfticos son establecidos por la Secretarfia de Salud del pafs (Méx.lco]z.
Y P.D.A_. { Food and Drug Administration )' por parte de organismos
internacicnales, los cuales han publicado una serlie de normas y
especificaciones legales que respaldan al métode analitico, tomando esto
como referencia, cada laboratorio 1lleva a cabo la validacidn del método

anal{tico de acuerdc a sus nncwidadns.‘_

El mdtodo analitico se considera valldado unicamente para la
formulacidn especifica y dentro del intervalo de concentracidn estudiado.5



2. FUNDAMENTACION DEL TEMA
2.1 Validacidn

2.1.1 Definicidn

La validacidn de un .mdétodo analitico es el procesc mediante el
cual se comprueba y certifica la aceptabilidad de dicha metodolegfa para
dar resultados anal{ticos confiables y reproducibles.

El proceso de validacidn para mdtodos analiticos nos indica el
uso de estindares de referencia y placebos cargados para determinar la
exactitud de los ensayos, donde el placebo cargade es el principlo active
en cantidad exacta mds la mezcla de exciplentes en la cantidad
correspondiente en la !‘ormulacién.dﬂ

Los pardmetros que se deben cumplir para la validacidn de un
método analitico para un producto terminade son los slguiontos:.

Linealidad
Linealidad del sistema
Linealidad del mdtodo
Precisidn
Repetibilidad
Reproducibilidad
Espacificidad frente a excipientes
Mdtodos de Control de Calidad
Métodos indicativos de estabilidad
Exactitud
Estabilidad de la muestra

2.1.2 Linealidad
La linealidad de un sistema o de un método analitico es su
habilidad para asegurar que los resultados anal{ticos, son propeorcionales a
la concentracidn de la sustancia dentro de un range determinado, estos
pueden ser obtenidos directamente o por medic de una transformacidn
matemitica bien do!‘inlda‘.



2.1.2.1 Linealidad del sistema. La linealidad del
sistema se determina construyendo una curva de calibracidén de una
misma solucidn estdndar utilizando cuando menos cinco niveles y haclendo
anflizis por triplicado para cada uno de los niveles establecidos, el nivel
central debe de corresponder al 100% de la concentracidn asperada.‘

Se deberd elaborar una curva con los resultados obtenidos, con
estos datos se calcularin los siguientes plréme'-ros:‘

Media X
Desviacidn estdndar s
Coeficiente de variacidn cv
Pendiente B
Ordenada al origen A
Coefiente de correlacidén lineal R
Error estadndar de correlacidn Rz

Criterio de aceptacidn:
Y < 1.B %

R > O.99
Rz 3 0.08
A =z 0,00
8 = 1.00

2.1.2.2 Linealidad del método. Se determina con placebos
adicionados al principlo activo [ placebos cargados }, cada unc de manera
independiente; se realiza con cinco niveles de concentracidédn que
corresponde generalmente a 80, 60, 100, 110 y 120 %, del valer esperado,
haciendo anflisis por triplicade para cada uno de los niveles establecidos.
Para métodos donde no se ha establecido el valor esperade, el
rango debera ser mds extenso { S0 a 150 % }, la amplitud del estudio
daependerd del use y aplicacliones del método [ control de calldad y/o
indicativo de estabiiidad ).
Debard de llevarse a cabo por un mismo analista bajo las mismas
condiciones de operacidn y utilizando el mismo aquipo.



-'Con los datos obtenidos calculars
Modia
Desviacidn estdndar
Coeficiente de varliacidn
Pendiente
COrdenada al origen
Coaeficiente de correlacidn lineal
Error experimental de regresidn

También debe de construlrse la curva y calcular la ecuacidn de la
recta que indique un modelo lineal -

" Criterio de aceptacién:
Ordenada al origen {A) = 0.0
Pendiente (83 = 1.0
Coeficiente de correlacidn lineal (R} 2 ©.900

El coeficiente de variacidn (CV]), dependerd del tipo de método,
forma farmacetitica y concentracidn del activo en 1a muestra, como se
observa en la tabla I.

Pt od: - % CV

Cromatogrdfico 2.0

© ' quimicos 3.0

" Espectrofotométricos 3.0
Microbioldégicos 3.0a 5.0

Tabla I. Valores de Coeficiente de variacién a considerar
para la linealidad del método.

2.1.3 Precisidn, -
La precisidn del mdtodo analitico es el grade de concordancia
entre los resultades analfticos individuales cuando el procedimiento se
aplica repetidamente a diferentes muestreos de una mezcla homogénea del
producto, Usualmente se expresa en términos de desviacidn estdndar o de
coeficiente de variacidn, '



- La precislién es una medida del grado de reproducibilidad y/o
repetibilidad del mdtodo analitico bajo
operacidn.

las condiciones normales de

2.1.3.1 Precisidn del sistema C Repotibilidad ). So de-

termina por el andlisis m{nimo de sels muestras obtenidas de una misma so-
lucidn estiéndar correspendiente al 100% de la concentracidn esperada, esta
blecida en la linealidad del método.
Con los datos obtenidos se calcula:

Media

Desviacidn estdndar

Coeficiente de varlacidn

Criterio de aceptacidn:
C.V. ¢ 2%

2.1.3,2 Precisidn del Método ¢ Reproducibilidad ). Es
importante evaluar la influencia de la variacién debida al mdtodo, cuando
se analicen cantidades conocldas adicicnadas del principlo activo a un
placebo y relacionarlas con el andlisis del producto (forma farmacdutical,
ya que la adicidén del ingrediente incluye un error experimental distinto a
la varlacidn existente entre el producto a ensayar.

Esta variacidn puede evaluarse conjuntamente con la reproducibili-
dad del 'mé’t_odo. por lo que sa deberi preparar el placebo de acuerdo al
procodirﬁlpnto de manufactura normal con cantidades perfectamente conccidas
y deben ser evaluadas por diferentes analistas para un estudio interanalis-
ta, bajo las mismas condiciones de operacién, en diferentes dias.

La evaluacién de la reproducibiliad se hace con respecto a la
tabla de andlisis de varfanza [ ANADEVA ], la cual nos indica la fuente de
variacién que influye en la cbtenclén de los resultados.

Se debe realtizar por lo menos con dos analistas, los cuales deben
llevar a cabo en un dia el andlisis por triplicado al 100% de la concentra
cidn y an otro dia repetir el andlisis de la muestra por - triplicado, bajo
las mismas condicicnes del primer d{a. Deben de trabajar de manera inde-
pendiente, partiendo de una muestra homogénea del producto a una concentra
eidn téorica del 100'/.‘.



Con los resultados obtenidos calcular:
Hedia
Coeficiente de variacién
Desviacidn estdndar
F de cdlculo

Criterio de aceptacidn:
Los valores para el coeficlente de variacidn para los diferentes
métodos se muestran en la tabla II:

Método %e. V.
Micreoblolégicos 3 a B mdx.
Titrimétricos 3 mix.
Espectrofotométricos 3 méx,
Cromatogrdficos 2 mix.

Tabla II. Valores da C.V. para ovaluar la
reproducibilidad

Criterio de aceptacidn:

< F

F analista ( Fn ) tablam ( F lub.)

Faa  (Fa)  €F o (Fua)

Este modelo es para un andlisis de wvarianza con dos varlables
(analista, dia), empleando un sistema completamente al azar con factores
anidados para el anidlisis de varianza.

2.1.4. Especificidad frente a exciplentes. Es la medida del
grado de interferencia o ausencia de mezclas complejas en un andlisis. Es
la habilidad de un método analitico para evaluar una respuesta debida dni-
camente a la sustancia de interds sin la interferencia de los componentes
de la mezcla,

El pardmetro de especificidad se realiza dependiendo de el tipo de
método [control de calidad o indicativo de establilidad).



. 2.1.4.1 Mdtodos de control do calidad. Se realiza de la
siguiente manera: -

~Analizar placebos del producto con el método propuesto.
~Identificar las respuestas del [los) activols), en ca«
so de tt_wnnr.la. y de otras sustancias auxiliares.

-En caso de contar con los posibles productos de degra-
dacidn. se preparan muestras con placebos "afladidos™
de dstos y la sustancia de interds se analizan con el
método propuesto.

Criterio de aceptacidn:

~Confirmar que el mdtodo desarrollado sea capaz de sepa-—
rar la sustancia de interds de cualquier interferencia
presente. ’

-De no ser as{, optimizar el médtodo o desarrollar otro.

2.1.4.2 Mdtodos indicativos de estabilidad. Se sugleren
les siguientes mdtodos para degradar la sustancia, el anali{sta que realice
el estudio deber{ de seleccionar aquel que de acuerdo a las propledades
fisicoquimicas del compuesto, %ea ol mis adecuado u otro si ast lo
considera pertinente, La degradacidn debe de ser tal que la concentracidén
de la sustancia en estudio estd disminuida de un 10 & un B0% con respecto
al original.
—Colocar la sustancia de interds, ol placebo y el placebo
cargado en un horne a 70°C. 120°C 6 a 20°C menos que el
punte de fusidn de la sustancia de interds durante un a~
propiado nimero de dias {2 a 4 semanas).
~Exponer la sustancia de interds, el placebo y el placebo
cargado, a luz UV o a luz flucrescente y/oc humedad.
-Si se trata de formas farmacduticas liquidas o
somisdslidas pueden degradarse por oxidacidn (con
peréxido de hidrdgeno} y permanecer de 2 a 4 saomanas a
temperatura ambiente; y/0 por hidrélisis .preparando
soluciones de lals]} sustanciafs} de interds ajustando
el pH de 1 a 2 y de 10 a 12 colocando las muestras a 80°
o en un rango de B80°C a B0O°C durante dos a cuatre
semanas.
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~Varificar la aparicidn de sustancias relacionadas [ pro-
ductos de degradacidn '), utilizando por lo menos dos de
cualquiera de las tdcnicas cromategrdficas siguientes:
(Cromatorarf{a de Liquidos de Alta Presidn, Cromatografia
de Gases, Cromatografia de Capa Dalgada)‘.

Criterio de aceptacidn:
~Verificar que cada producto de degradacidén pueda ser
separado ‘de la sustancia de interéds y las sustancias re-
laclonadas no interfieran con la cuantifificacidn de la
sustancia de interds utilizando el método desarrollado,
~AjJustar la secuencia de operacién para obtener la midxima
resolucidn.
-De no ser asi{, optimizar el método & desarrollar
otro. .

2.1.8. Exactitud.

La exactitud de un méilode analfitico es la concordacia entre un
valor obtenido experimentalmente y el valor de referencia.

Se expresa como el porciento do recobro cbtenido del anflisis de
muestras a las que se les ha adiclonado cantidades conocidas de principio

activo,

Se determina por el andlisis de cuando menos sels placeboes
adicionados con el 100% del principlo activo, de manera independiente por
ol mismo analista y en las mismas condiciones de operacldén.

Este modelo es para determinar la exactitud al 100% de la
concentracidn de la cantidad cu.culada.‘

Otre disefic experimental es por medio de la determinacidén de
placebos cargades, evaluando clnco niveles, esto se puede hacer
directamente con los resultados de la linealidad del método cuando se hace
un andlisis por quintuplicade per cada nl.vnl.‘

11



Con los resultados obtenides calcular:
Hedia
Desviacldén esténdar

Coeficiente de variacidn
Intervalo de conflanza

Criterio da aceptacidn.

El coeficlente de variacidn expresa la desviacidn que existe
entre una y- otra muestra expresado en porciento, En la tabla No III se
muestran los .va].cros de coefliciente de variacidn para la evaluacidén de la
exactitud, dependiendo del método de cuantificacidn.

Método %C V.
Cromatografia de liquidos 2 mix.
de alta presidn,

Espectrofotométricos 2 mdx,
Titrimétricos 3 a8 midx,

Tabla I1I. Valores de Coeflciente de variacidn a considerar,
para evaluar la exactitud.

2.1.6 Establlidad de la muestra

Son los requerimientos o condiclones a determinar a fin de que la
muestra preparada mantenga constante su propiedad cuantificable, dentre de
un cierto intorvalio de tiempo establecido. .

Al evaluar las muestras para su establlidad , éstas son sometidas
a diferentes condicicnes de almacenamiento, las muestras deben ser
analizadas antes y despué de al se a un tiempo determinado,
dependiendo de las condiciones que se fljen para su operacién.
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2.2 Cromatografia.
2.2.1 Definicidn

La cromatograff{a es una tédenica que permite separar, aislar e
identificar los componentes de una mezcla de compuestos quimices. La
muestra es distribuida entre dos fases, una estacionaria y otra mdvil, de
tal forma que cada uno de los componentes de la mezcla es selectivamente
retenido por la fase nsanLonarla.m

La separacidn se lleva a efecto en una columna tubular rellena de
un sdélido poroso finamente dividido, el cual puede actuar como fase
estacionaria proplamente dicha o como soporte de una fase estacionaria
li{quida, También se puede efectuar usando como fase estacionaria papel
filtro o un sdélido finamente dividido colecado en forma de capa fina sobre
una placa de wvidrio. Estos tres tipos de cromatografia se basan en los
mismos principios fundamentales, y se conocen respectivamente coma
cromatografia en columna, en papel y de capa tina.‘ Para fines del

. o
presente trabajo solo se considerard la cromatograffia en columna.

2.2.2 Clasificacidn

En la cromatografia en columna, la fase mdvil puede ser un liquido
© un gas, y seguin el caso se denominan respectivamente " Cromatografia
Liquida " y " Cromatografia de Gases ". Esta fase mévil fluye a travds
del relleno de la columna, arrastrando los componentes de la mezcla, que
son selectivamente retenidos por la fase estacionarla. El flujo de la
fase mévil so mantiene constante a través de todo el proceso y de esta
manera se logra que cada componente de la mezcla sea eluido de la columna
como un compuesto puro, disueltc en la fase mévil. A esta técnica se le
llama "cromatografia de elucidn”. © De acuerdo a la naturaleza de las fases
involucradas y con los mecanismos de separacidén, es posible distinguir
diferentes tipos de cromategrafia, tal como se indica en el Figura 1
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CROMATOGRAANFIA

OAR LIQUIDO -
2,
GAR-LIOULIDO aAm-80LIDO I '
COLUMNA PLANA
1
T T Ll
I . I I - I CAPA FINA PAPEL
LIa-goL LIa-LIQ FASE QUIN. INTIRCAMSIO EXCLUSION
UNIDA 10NIGO l

PERMEACION EN OEL FILTRACION EN OXL

Figura 1 Clasificacldn general de la cromatografria

La cromatograffa 1liquida en sus inicios consistid basicamente
en una columna de vidrio, cuyc didmetro varia entre 2 y 10 cm, rellena de
algin material, como sf{lice, aludmina, azdcar, etc., cuyas particulas son
por lo general de un Lamafic cercanc a 200 ym, %@ introduce la fase disuelta
en la fase'mévil o disolvente por medio de un cuentagotas ‘o de una pipeta,
Yy dnspud'a' se agrega el disolvente, con el cual se eluye la muestra a través
de la columna. Los tamafios de la muestra varf{an entre 0.1 y 1 g. o mis.
El disolvente o fase mdvil fluye a través de la columna por efecto de la

gr d, produciend una débil presidn ejercida por el volumen de la
fase mévil que se agrega a la columna, El disolvente so colecta en la base
de la columna en fracciones de determinade volumen. Uno de los inconvenien
tes de esta tdenica os el largo tiempo de andlisis requerido, que puede ser
de horas o de dfas, otra desventaja es que el material de rellenc se utili-
za por lo general una sola vez debido a que parte de la muestra usualmente
se adsorbe en forma lrreversible.m

El problema principal de este tipo de cromatografi{a liquida es la
identificacién y cuantificacidén de los componentes que eluyen de la columna
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disueltos en la fase mévil. Por 1o general se usa alguna técnica
andliar, como por ejemplo espectrofotometria, andlisis quimico, c’u
simplemente un registro gravimétrico, para evaluar el contenlido de cada uno
de los componentes de la mezcla en las fracciocnes r.colcct,adns.m

La cromatograff{a de liquidos de alta presidén utiliza columnas de
difmetro muy reducido, aproximadamente 2 mm., rellenas de materiales
especiales cuyas particulas tienen un tamafio no mayor de 30-40 um. y con
frecuencia hasta de 68 & 10 um., ya que estas columnas ofrecen Una gran
resistencia al flujo do la fase mévil es nescesario emplear equipos de
bombeo de alta presidn. La ‘cnnudad de fase estaclionaria dentro de la
columna ef pequefia, por lo que es necesario que el tamafic de la muestra
también sea pequefia, entre 1 y 10 mg. La muestra se introduce en la cdmara
de inyeccidn mediante una jeringa y vélvulas do inyeccidn,

El detector colocado a la salida de la columna registra la
composicidn det li{quido eluldo obteniendo un cromatograma que se utiliza
para la identificacidn y cuantificacidén de la muestra. '

Un punto de gran importancia es que en la cromatografia de liqui-
dos de alta prosidén es necesario que la muestra sea soluble en la fase
mévil. . ’

Hay cinco métodos de cromatografi{a de liquidos de alta presidén
basados en diferentes mecanismos de separacién de los componentes de la
nuestra. Mediante @i cambio de columnas es posible utilizar cada uno de
les siguientes métodos dependiendo de las necesidades del .nﬂislc.le

a, Cromatograffa Liquido - Liquido. Esta basado en la diferen
cia de solubilidad quo presenta la muestra en cada una de las fases.
Por lo que los compuestos mds solubles en la fase estaclonaria sean
selectivamente retenidos por ella en tanto que los menos solubles son
transportados mds rdpidamente por la fase mévil.

’ Esta tdcnica se utiliza para compuestos moderadamente polares.
El mayor inconveniente de osta tdcnica es la solubllidad de la fase
estaclonaria en la fase mévil y el deterioro de la col:umna. Una manera de
resolverlo es saturande la fase mdévil con la fase estacicnaria por medio de
una precolumna que contenga un alto porcentaje de la fase estaclonaria.
Otra forma es utilizando materiales que contengan la fase estacionaria
quimicamente unida a un soporte, a modo de materlial de relleno de la
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columna; esto evita la pérdida de la fase estacionaria y hace innecesario
el uso de precolumnas para saturar la fase u\évu.m

Debido a 1o anterior 1la cromatografia l{quide-liquido, en la cual
la fase ostacionaria es sostenida fisicamente sobre la superficie de un
soporte, dentro de la columna, no suele ser muy empleada.

Por otra parte, la cromatografia liquido-liquido requiers un
cuidadoso control del flujo y de 1a temperatura para poder lograr la
identificacién de un determinado compussto en funcidén del tismpo de olucl&n
que @s caracteristico, en las soluciocnes de flujo y t.mp.r;tuf; utilizadas,
del compuesto determinado. ©

b. Cromatografis de Fase Quimicamente Unida. La fase estacipo
naria de eata técnica estd quimicamente unida a la superficie del soporte
por lo que la fase mévil diffcilmente produc; deterioro en la columna.

Si se vari{a la naturaleza de los grupos funcionales de la fase
estacionaria es posible obtener diferentes tipos de selectividad. Dichos
grupos pueden ser de naturaleza polar, como.el grupo amino ( —NH, ) y el
grupo nitrile ( -CN ] en el caso de cromatografia de fase normal, o bien no
polar como el grupo octile ( -CHe ). octadecile { =Cull;, ). fenilo
( ~CH, ).otc. on el caso de la cromatografia de fase inversa.

La cantidad de fase estacionaria que es posible unir al soporte
.( generalmente particulas de s{lice ) es limitada y como consecuencia’ los
tamafios de muestra =zeparados en estas columnas son hecesariamente ’
reducidos, "gonoruln\-hto menores a 1 mg.

'AEJ. mecanismo de separacién de esta técnica no ha sido
completamente claro hasta la focha, es un mecanismo complejo, cuyas
caracter{sticas son simllares a la cromatografia liquido — sdlido.

A madida que el ntmero de sustancias a estudiar por medio de esta
tdenica ha {do en aumento, su popularidad ha crecido y hoy en di{a es quizas
la més utilizada, w0

¢, Cromatografia Liquido-S8lido. El mecanismo de separacidn
de esta tdécnica se basa en la compotencia que existe entre las moldculas de
la muestra y la fase m&vil por ocupar los sitios activos de la superficlie
del sdélido. Algunos de los sdlidos utilizados son altimina y gel de s{lice.

Esta cromatograffa es muy dtil y se aplica a moldculas de baja o

18



mediana polaridad, de peso molecular no mayor a 1000 unidades. Las columnas
usadas var{an entre 15 y 285 cm de longitud y entroe 2 y 3 mm de didmetro
interno. La actividad de la superficle de muchos sélidos [ incluyendo s{-
lice ] se ve con frecuencia afectada por la retencidn de clertas ' moléculas
de alta polaridad como alcoholes, fenoles. agua, etc. y debido a elio en
ocaslones es dificil reproducir los resultados obtenidos en los andlisis
porque las propliedades de 1a superficle han sufrido cambios, wen
consecuencia, la superficie de la s{lice empleada en cromatografia liquida
de alta presidn es habitualmente sometida a procesos de desactivacldn con
ol propdsito de disminulr la retencidén de moldculas muy polares y de este
modo se mantiena la superficie en condiciones uniformes, lo que contribuye
a mejorar en ‘t‘orma notable la reproducibilidad de los andlisis.

En muchas ocasiones, debido a una fuerte absorcidn o retencién de
los componentes de la muestra en el sdlido actlivo es necesaric aumentar la
polaridad de la fase mévil en forma constante y uniforme, con lo cual se lo
gra un incremento de la solubllidad de los caomponentes de la muestra en la .
1a fase mdvil. A esta variante se le denomina elucidén por gradiente & pro-
gramacidn de la fase mévil. A menos que se utilicen rellenocs de columna
que contengan la fase estaclonaria qu{micamente unida a un soporte sdlido
es muy diff{cil en cromatografia liquido-li{quidc efectuar una programacidn
de la fase mévil por el problema de solubjlidad de la fase estacionaria en
la fase mévi]..m

d. Cromatografia Liquida por Exclusidn. Este Lipo do cromato-
graf{a, conocido tambidn como cromatografia de permeacién o cromatografia
de filtracidn, efectuUa la separacidn de acuerdo con el tamafio de moldculas,

La columna se rellena de un gel, cuyos poros son de un tamafio
similar al tamafio de las moldculas de la muestra. Las moldculas pequefias
pueden penetrar diches pores en tanto que las grandes no. El intervalo de
pesos moleculares en que'se puede trabajar por cromatograf{a de exclusidén
var{a desde aproximadamente ©00 unidades e inclusive menos, hasta varliocs
millenes. Las columnas empleadas son muy largas [varios metros) y esto es
especialmente clerte cuando so desea soparar muestras cuyos pesos
moleculares estan distribuidos en intervalos muy amplios. Las dos
variantes que existen en cromatografia de exclusidn: cromatograffa de
permeacidn y cromatografia de filtraciédn, no implican mecanismos de
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‘separacién diferentes y su divisidn se debe a motives puramente histdéricos.
La cromatografia de. filtracién emplea materiales blandos, incapaces de
' resistir presiones mayores de 4 atmdsferas y es muy aplicada en el estudio
de los biopolimeres. En contraste, la cromatografia de permeacidn emplea
Amat.er!.alos de relleno semirr{gidos o r{gidos, que pueden resistir presiones
muy elevadas. w©

Aunque existen excepciones, la eficlencia de las columnas de
cromatografia por exclusidn es por lo general relativamente baja, per lo
cual no es comin en esta técnica obtener la separacidn de compuestos
individuales, sino mids blen fracciones de un cierto intervalo de pesos
moleculares. EL mecanismo do soparacidn es tal que el tiempo de elucidn o
retencidn es inversamente proporcicnal al peso molecular; las moldculas
mis pequefias son las que son objetos de una mayor retencidn en la columna,

®. Cromatografia por Intercambio Idnico. La separacién por
intercambio idnico se basa en la competaencia entre la fase mévil y la mues
tra iénica por los grupos actives de la resina {ntercambladora de iones.
Este tipo de separacidn se aplica a compuestos de un intervalo de
pesos moleculares muy amplio, ejemplos caracteristicos de dstos son los pdp
. tidos y aminodcidos.
Las columnas varian enitre 28 y 80 cm do longitud y do 3 a 4 mm de
didmetro interno; el porquéd estas columnas son mis largas que las empleadas
en otros Llpos de cromatografia radica en la baja eficiencia de los

mt.rlul'o_s intercambladores de lones. .

2.2.3 Torminologia empleada en cromatografia de liquidos de
alta presidn.

El lenguaje comin empleado en cromu’)graria utiliza algunos
términos y simbolos caracteristicos de esta tdcnica instrumental, a
continuacidén se mencionan los mds utilizados, indicando en los casos
pertinentes su importancia operacional y la forma en que son evaluados.
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2.2.3.1 Tiempo de retencidn, tiempo muerto, tiempo de
retencidn ajustado, nidmero de platos tedricos.

a. Tiempo de retencidn (t,). Es el tiempo que la muestra
permanece dentro de la columna y se mide desde el momento en que la muestra
se introduce en el sistema hasta el momento en que so cobtiene el méximo de
la seflal o pico. El tlempo de retencidn es caracterfstico de la muestra, la
columna, la fase mévil y la temperatura. Por lo goneral se emplea como medi
da de tipo cualitativo y se expresa en unidades de tiempo.

b. Tiempo muwerto (Lo). Es el tiempo requerido para eluir
una muestra no retenida en la columna y se determina midiendo o} tiompo de
retencidén de la fase mévil mizma, o bien do una muestra similar.

c. Tiempo de retencidn ajustado (L.). Es la diferencia
ontre L,y t,, os decir de la medida de tiempo que la muestra permanece .
retenida en el material de rellenoc de la columna.

d. Nimero de platos tedricos (N}). Un plato tedrico es el
equilibrio de la distribucidén de la muestra entre la fase mévil y la fase
estacionaria. N se determina de acuerdo a la sigulente férmula:

Ne (7 % )

Donde wb o5 el anchoa de la base del pico. El nimerc de platos
tedricos es una medida de la eficiencia de la columna y sistemas asociados,

y es as{ que cuanto mayor sea N, mids eficiente sera la columna.

2.2.3.2 Ancho da la base del pico, altura equivalente,
velocidad lineal promadio, coeficlante do
distribucidn.

a. Ancho de la base del pico (Vlb). Es la porcidn de la
linea basal interceptada por tangentes trazadas a ambos lados de un pico,
asumiendo qua la forma del pico es gaussiana, esta anchura es



aproximadamente igual a cuatro veces el valor de la desviaclédn estindar de
una distribuclidén gaussiana,

b, Altura equivalente a un plato tedrico (AEPT).
AEPT = L 7/ N

Donde, L es 1a longitud de la columna, expresada en mm. Recordando
1a definicidén de plato tedrice, se deduce que AEPT es la longitud de la
columna requerida para cblener .un equilibrio de la muestra entre la fase
mévil y la fase estacionaria. Si el valor de AEPT es pequefio, este se
traduce a un mayor nimero de platos tedricos por unidad de longitud.

c. Velocidad lineal promedio de la fase mdvil (u). Se
exprosa como:
u = L 7/ \.o

Este ‘parimncro de operacién se usa cuando, Se presenta
esquemdticamente AEPT en funcién de u { grificas de Van Deemter ).

d. Coeficlente de distribucidn de reparto (K).

K = i @, _mul B_L 3 o _osta aria
< Cantidad de muestra / ml de fase mdvil
El coeficlente de distribucidn es una propiedad fisica fundamental
de cada sustancia. Es caracteri{stico de cada muesira y del sistema de fase
mévil y de fase estacionaria en consideracidn, y también es funcidén de la

temperatura.

2.2.3.3 Relacidén de fases, factor de capacidad,
resolucidn, selectividad,

8. Relacidn de fases (). Se representa por:

f = ml deé fase mévil / ml de fase estacionaria
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Si este término se expresa de otra forma, se puede decir que, por
cada seccién de la columna, equivale a la porcidén del volumen de dicha
secclidn ocupado por la fase mévil y la fase estacionaria.

b. Factor de capacidad (K'). Se expresa as{:
XK' = t 7t

a o

c. Resolucidn (R] Es una medida cuantitativa del grado
de separacién entre dos plcos, y se expresa asi:

R o= btz -ty /[1e[wn+wb)]= 2(ta-ta) 7 W +W

Todas las partes de esta ecuacidn doben ser expresadas on las

mismas unidades, Un valor de R igual a 1.8 significa una separacidn .

completa, por lo tanto valores por debajo de este indicarian una mala
separacidén de los solutos,

d. Sa.l.cttvl.dad'(u). Valores elevados do alfa significan
mejores separaciones, se expresa de la siguiente manera:

a = ta2 / t
o a

En forma préctica se puede decir que alfa es una medida de la
solubilidad diferencial de dos compuestos en la fase estacionaria,

2.2.3.4 Eficiencia de la columna. Al introducir una mues—
tra en la columna désta se presenta como un estrecho perfil de concentracidn
a medida que la muestra se reparte entre la fase estacionaria y la fase
mévil y o5 arrastrada por la tltima a travds de la columna, se extiende en
una concentracidn'de perfil gaussiano o normal. Mientras mis tiempo perma-
nezca el pico en la columna mis se ensancha, volviendose mis cortc y mds
ancho pero sin perder su forma gaussiana. A la capacidad de la columna de
proporclonar picos altes y delgados se le ilama alta eficiencia de la colum

+ na y se mide calculando el nimerc de platos tedricos.
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2.2,3,6 Ecuacidn de resolucidn, La resolucidn es una me—
dida de 1la capacidad ixﬁn tiene la columna para separar dos picos ¥y es
definida como la distancia que hay entre el centro de los picos dividida
entre el promedio de las anchuras de los mismos como Se observa en la
Figura N. 2,

v, v,

Figura 2 Grdfica tipica ‘de resolucién o separacidén de dos
componentes por una columna cromatogrifica

Vv, — v,

ARG I I |

Para ol cdlculo de la resolucidn se utilizan los plcos mds
Juntes, y si estos se puodnn’seplrar con déxito, todos los demis que estén
contenidos en la muestra lo hardn. ’

La resolucién esti relacionada con la eficiencia ya que -al
utilizar la férmula come denominador el promedioc de las anchu‘ras de pico se
maneja la velocidad de ensanchamiento de la banda en la columna y puede
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medirse como @l numero de platos tedricos.

Una resolucién igual a 1 se considera como una separacidn cnmplot.a;
aungue on realidad es ©8% Cuando al R = 1.5 la resolucidén eos completa y
‘hay -sdéle una sobreposicidén do 0.3% Una forma de explicar la resolucidn es
observar que R = 1.0 @s ¢l nimero deo picos que.pueden acomodarse entre los
picos de interds.

Tanto selectividad, come la eficlencia N y ol factor de capacidad
K estan estrechamente ligadas a la resolucidn al utilizar la siguiente
rérmula.

R= 14 (a-17a) (N ) (x* 71+ )

wEL, VIDAD cr

Rmi R=2 Rw)

Figura 3 Los picos muestran como al aumentar numericamente la
resolucidn la separacidn de los componentes es mayor.

2.2. 4 Componentes de un cromatdgrafo de llquidos.

Los componentes esenciales encontrades on un instrumento para
cromatograf{a de liquidos deo alta presidn incluye: una bomba, inyector
columna, detector y reglstrador. -

La columna osta considerada como ol corazdén del sistema, la cual
so encuentra rollena de fase estacicnaria la cual esta compuesta por
particulas del tamafo de micras (10"’ # }» y para lo cual es necesaric una
bomba de alta presién para transpertar la fase mévil a travds de la
columna. El procese cromatogréfico empileza por la inyaccidn del solute en
la columna. La separacidn ocurre al bombear la fase mdévil y el soluto a
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través de la columna, cada compuesto que eluye de la columna es detectado
ya sea por un detector universal o selectivo, dependiendo de las
propledades de los componentes a medir.

La respuesta del detector para cada componente se manifiesta en
una carta graficadora como un cromatograma. Para colectar, guardar y
analizar los datos cromatogridficos, estan siendo usados en conjuncidn con
los graficadores, computadoras, integradores y otros equipos. para el

pr&casnmisn!.o de datos. La sefial producida se manifestard en forma de
picos { Gauslanos ) repr tando la tractén de los componentes
eluidos, La calidad de la separacidn cromatogrifica puede ser determinada

matematicamente obteniendo los vilores de la eficlencia. selectividad y
) resolucidédn de los resultados cromatogrificos.

A continuacidén se prementa un esquema funcional de un equipo de
cromatograf{a de liquidos Figura 4 :

Deposito de
fase mévil

Manémetro -—-I

Introducclidn
de muestra

Columna
Registrador —————— Detector Procesador
do datos
Colector de
fracciones

Figura 4. Esquema funcional de un cromatdgrafo de liquidos
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2,2.5 Andlisis cualitativo y cuantitativo )

La cromatografia de liquidos es en esencia una técnica de
soparéclén y no de identificaciédn, y aunque es posible obtener alguna
informacidn de tipo cualitativo, en general siempre se requiere de alguna
técnica no cromatogrifica para efectuar la identificacidén certera de un
compuesto determinado. 10

La forma de efectuar la idontificacidén es comparando los tiempes
de retencidn de las sustancias por ldentificar con los tlempos de retencidn
de las sustancilas patrones, aunque como se menciond anteriormente, esto no
basta para una identificacidén certera. La dnica manera de identificar una
sustancla con un clen por ciento de seguridad es utilizande alguna tdenica
auxiliar, come por ejemplo espectrometria de masas, resonancia magnética
nuclear, etc.

En 'lo que respecta al anilisis cuantitative de mezclas o
sustancias sgiempre ha sido fdell de efectuar mediante cualquier
técnica cromatogrdfica con resultados vilidos. En la actualidad el andlisis
cuantitativo por medio de cromatograff{a de liquidos de alLa presidn es tan
confiable o ain mis que los resultados obtenidos por cromategrafia de
gases. .

A continuacién se describen cada una de la tédenicas manuales e

instrumentales que so conccen para integrar las dreas de los pices.

Altura ' del pico. Aunque el drea es una medida mds precisa, la
altura es mis empleada por la mayor facilidad con que se obtliene, aunque es
muche més sensible a variaciones instrumoentales. Si los picos estan
completamente distorclionados o asimétricos, o la cantidad de muestra estd
fuera del intervalo lineal del detector. no debe utilizarse esta tdcnica.
S8i hay desviacién de la linea base, la altura del pico se ocbtiene
interpolando la linea base entre el principlo y el fin de cada uno de los
picos.

Altura por el ancho de 1a mitad del pico. Si los picos son si
métricos tienen aproximadamente la forma de un tridngulo, y es por esto que
el drea se obtiane multiplicande la altura del pico per el ancho medio a la
mitad de la altura. No es conveniente emplear el ancho medie en la base
del plco,ya que por lo general los picos tienen cierta tendencla a colear.
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Triangulacidn. El mdétodo consiste en trazar tangentes a ambos
lados del pico hasta cbtener un tridngulo con la l{nea base y luego aplicar
1a férmula de la base multiplicada por la mitad do la altura del pico.
Este método es menos preciso que el anterior y estd sujeto a errcres al
trazar las tangentes. :

Cortar y posar. Este mdtodo es laborioso y lonto, pero
bastante preciso. Bdsicamente lo que hace es determinar el pesc por unidad
de drea del papel utilizado en el registrador, recortando despuds los picos
trazados y posn'ndoles. y de esta forma se determina su drea. La precisidn
de este mdtodo en general es buena pero deponde de varios factores, que son
el culdado que hay que tener al recortar los pilcos, la homogeneidad del
papel, eotc.

Planimetro Utilizar planimetros para medir dreas no ofrece
ventaja alguna apreciable sobre los mdtodos antericres. El proceso os
lento, depende mucho de ia habilidad personal y su precisidn oxcede a la
del mdétodo de triangulacidn. Con picos asimdtricos se aprecia una ligera
ventaja sobre otros métodos manuales.

Integracidn de disco. Este es quiza ol método mis conveniente
para medir dreas, el integrador transforma la sefial que recibe el
registrador en una serie de trazos en el papel que se puede relacionar con
las 4reas de los picos, la precisidn es muy buena y sdélo ofrece clerta
di!‘lcult'aﬁ en casos de plcoz no reosueltos por comploto © que presontan una
desviacidn de la 1{nea base.

, Integradores olectrdnicos. Los métodos de integracidn
electrénica proporcionan datos de una precisidn en muchas ocasiones
superior a la del mismo cromatdgrafo, la sefial que recibe el registrador es
transformada directamente en unidades relaclonadas c¢on el drea y
concentracidn, .

También se emplean sistemas de computacidn, muchos de estos
instr S son de pr t. directamente resultados y datos

completos de andlisis, tales como tiempo de retencidn, dreas, concentracidn

porcentaje de composicién, ete. 0



2.2.8 Vontajas y limitaclones del mdtodo.

; La cromatograff{a de liquidos de alta presidn puede ser considerada
come complementaria a la cromatografia de gases. En muchos casos ambas
tdécnicas pueden ser usadas para efectos de la misma separacidn. Para
aquellos materiales que son termoldbiles ¢ no voldtiles, cromatografia de
lfquidos de alta presidn es la seleccidn ldgica, pero esto no significa que
reamplace la cromatograffa de gases pero sl Jjugard un gran papel en los
laboratorics de andlisis.

La cromatografia de lf{quidos de alta presidén ofrece amplias
ventajas sobre la tradicional crromat.ograﬂa de liquidos:

Rapidez, resolucidn, sensibilidad, columnas reutilizables, ideal
para moléculas grandes y especles ldénicas, muestras faclles de recuperar.

Las limitaciones para este método son las sigulentes:

a. Instrumentacidn costosa, dificil anilisis cualitative, no
existe detector netamente universal y sensible, elevado costo de operacidn,
experiencia indispensable.

b. En la cromatograf{a de liquides la fase mdvil debe cumplir
clertas caracter{sticas:

- Ser pura sin ningun contami{nante
- No reaccionar con el empagque
~ Ser compatible con el detector

Disolver la muestra para poder ser transportada a
travéds de la columna :
Tenar baja viscosidad

Fdcil recuperacidn de la muestra
~ Estar comercialmente dlsponible a bajo precioc

No degradar o disolwver la fase estacionaria

Tener la polaridad adecuada para permitir la retencidn
conveniente de la muestra en la columna
~ Valores de K' entre 2 y 10

Los solventes mds comunmente usades en la cromatografia de
liquidos de alta resolucidn son hexano, cloruro de metileno. cloroformo,
tetrahidrofurano, acetonitrilo, isopropanol, metanol y agua.

En muchas ocasiones en especial con fases polares existe una marca
da tendencia del oxigeno y otros gases a disolverse en el liquido, si estos
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gases se desgasifican dentro del instrumento y forman burbujas., pueden afeg
tar seriamente @l funcionamiento del detector y la eficiencia de la columna
por lo que es necesaric remover estos gases disueltos,mediante un bafic de
ultrasonido. Purante un andlisis de una mezcla de dos o mds sustanclias
podemos usar una mezcla de solventes como fase mévil ajustando adecuadamep
te las caracteristicas de la fase, también es posible cambiar la composi-
cldn de la fase mévil durante el andlisis. El primer método os llamado
6perac16n isocrdtica y el segundo elucidn por gradiente. La elucidn por
gradiente se utiliza con muestras cuyos componentes poseen peolaridades muy
distintas. Por 1o general ne empleza con un solvente Unico y aumenta con
el tiempo la concentracidén del otro componente,

La seleccidén de los solventes usados como fase mévil depende de
varios pardmetros. En la cromatograf{a de adsorcidn y de particidn, el
papel mis importante lo desempeiia la polaridad pero también lo son la
viscosidad y otras caracteristicas. En ia cromatografia de intercambioc
lénico son importantes la fuerza ldnica y el pH, mientras que en la
cromatografia de excliusidn la caracteristica primordial es la solubliidad
de la muestra en la fase mévil.‘o

2.3 Ketoconazol
2.3.1 Nombre quimico
eis-1 -Aéqtyl —4- [ 4- [ [ a- ( 2,4-dichloropheny }-2- [ 1H-Amidazol~i-ylmethy )

-1,3-dioxolan-4-yl ]-mt.hoxy ]ph-nyl ] Piparazine.

2.3,2 Férmula
a, Ninima

c:d qu mz Nc 04



b. Estructural

2.3.3 Propiedades Fislcoquimicas
Polvo cristalino blanco o ligeramente amarillo,’ punto de fusidn
148° , cristalizado de 4-methyl-2-pentancna, rotacién especifica a 20°C °

de -1° a +1° soluble on metanol y soluciones Afcidas dnu!das.“

2.3.4 Farmacologia del ketoconazol

2.3.4.1 Absorcidn, distribucidn y biotransformacidn del
ketocanazol. .

La mayoria de los hongos son completamente resistentes a la accidn
de los medicamentos antibacterianos. S&lo unas cuantas sustancias se ha
descublerto que ejercen un efecto inhibidor sobre los hongos patégencs para
@l humano y casl todas ellas son relativamente téxicas. BExdste una gran
necesidad por mejorar los medicamentos antimicdticos, sobre todeo a causa de
la frecuencia cada vez mayor de infecciones micdticas de diseminacidn
general en pacientes anunosuprlmldos.ﬂ'“

El ketoconazol es una estructura imidazdlica sintética que se
prezenta en forma de polvo blanco, altamente soluble en agua y en alechol.
Su espectro antibacteriano es muy amplio incluye Candida, Coccidioides
immitis ( agente de la cocecldiodomicosis ). Histoplasma capsulatum [ agent
de la histoplasmosis ), hongos superficiales { Tri yton, HWicrosporum,
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ek.c.l y blatomicosis. No es efective contra Torulosis, Mucor, y Aspergillus

sp.. No se ha rnportado resistencia durante el tratamiento.

Los antimicéticos imldazoles sintéticos inhiben el desarrollo de
los hongos al bloquear la bios{ntesis do los lipidos micéticos, on especial
al ergosterol en las membranas celulares y tal vez por medio de otros
mecanismos. teas

Se ha publicado que el ketoconazol en forma oficaz suprime las
manifestaciones clinicas de la paracoccidiodomicosis generalizada, la
blastomicosis y en ocasiones lesiones del pulmdn, hueso o piel de
histoplasmosis y coccidiodomicosis, pero no meningitis debida a estos
hongos. Este antimicdtico oral ha dade resultados alentadores en cascs
moderados graves y su administracidn no ha originado problemas importantes.

El ketoconazel es el primer antimiedtico eficaz en el tratamiento
de las micosis sistémicas que puaede administrarse por via oral. Se toma
una sola dosis al d{a de 200-400 mg junto con los alimentos. Este agente
es blen absorblido y distribufdo, sin embargo, Sus concentracionos en el
sistema nerviosos central son bastante bajas de las altas dosis dadas
( hasta 800 mgr/dfa I La dosificaclén diaria suprime las infecciones por
Candida de la boca o do la vagina en 1-2 semanas ¥y la dermatofitosis en 3-8
semanas. Los nifios inmuncdeficlentes con candidiasis, mucocitanea mejoran

. glgulendo el tratamiento 4-10 meses. El fdrmaco se detecta en orina hasta
despuds de las 24 horas de su ingestidn, la mayor parte del férmaco se
biotransforma en ol higado y se elimina en la bilis en forma de metabolitos
inactivos, sdélo un pequefic porcentaje aparece en la orina sin camblos
metabdlices. ©

2.3. 4.2 Toxicidad

No se han reportado casos de contraindicacién a este fdrmaco,
excepto en casos de hipersensibllidad. No se tiene informacidn sobre sus
efectos teratogdnicos y embriotdxicos en el hombre, Lales efectos se
presentan sobre estudios en ratas por lo que se aconseja he administraric
durante el primer trimestre del am.bax:azo. Cabe mencionar que el fdrmaco es

posiblemente eliminado a travds de leche materna.
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Los principales efectos téxlcos afeclan al aparato digestivo,
aunque se ha observado cierta toxicldad hepitica con dosis elevadas, El
ketoconazol bloquea 1la sintesis de esteroides suprarrenales y puode
producir ginecomastia. Adn no se ha presentado resistencia al medicamento.

2.3.4.3 Dosis, via de administracidn y presentaciones
No se ha establecido con certeza la dositz y la duracién del
tratamiento. Se recomionda la dosis diaria oral de 200 a 400 ng,
administrada en dos tomas y junto con los alimentos. Se considera que son
necesarias dosis dol orden de 800 a 8OO mgsdia para el tratamiento de
algunas infecciones. Las presentaciones conocidas a la fecha son en forma
de tabletas de 200 mg y shampoo. 2
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La cuantificacién de ketoconazol puede realizarse conforme a
los métodos de farmacopeas, por cromatograff{a de lfiquidos de alta presidén,
por titulaciocnes no . © direct te al pectrofotometro,

17,8

Actualmente los méitodos reportados para la cuantificacién de
ketoconazol en tabletas son por cromatografia de liquidos de alta
presidn, w20

Se llevard a cabo la adaptacidn dol mdétodo debido a que en el labg
ratorio donde se realizarid la parte experimental de este proyecto no se lo-
grd reproducir el que se presenta en las farmacopeas y norma oficial del
Seguro Social [ ya que no se ha logrado adaptar al equipo con que cuenta el
laboratorio ).

Por lo anterior se llevard a cabo la adaptacidn de un mdétodo ana-

1itico para la cuantificacidn y posterior validacidén del mdlodo de control
de calidad para tabletas de ketoconazol.
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4. OBJETIVOS,

a. Adaptacidn de un método analftico para la cuantificacién de
ketoconazol en tabletas como producto terminado.

b. Validacidén del método analitico mediante un estudio estadistico
cubriendo los siguientes pardmetros:

Especificidad
Precisidn’
Exactitud
Linealidad
Estabilidad

6. HIPOTESIS.

El ketoconazol, principlo activo presente en la forma farmaceivtica
de tabletas, es cuantificado gracias a los diferentes Liempos de retencldn
que presentan los ‘componentes de la formulacién al ser analizados por
Cromatograff{a de L{quidos de Alta Presidn.

Si al realizar 1la separaclidn de ketoconazol de los otros
componentes de la formulacidén indican la no interferencia por parte de
ostos, podemos decir que el métode adaptade es un método’ cuantitativo y
podré ser validade con el estudio estad{stico corr diente, ademds de
ser utilizado como método de ensayo rutinario en control de calidad para la

cuantificacidn de ketoconazol en tabletas.
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6. METODOLOGIA"
8.1 Método general

B.1.1 Materiales
Matraces volumétricos de 50 ml.
Matraces volumétricos de 100 mi.
Pipetas volumétricas de 8 mi.
Tubos para centrifuga
Vasos de precipltados de S50 ml.
Vasos de precipitades de 100 ml.
Viales para Cromatdédgrafo de Liquidos

6.1.2 Reactivos
Ketoconazol Estdndar de Referencia USP
Ketoconazol Materia Prima Lote 010037 ABSA.
Metanol G. R.
Metanol HPLC J. T. Backer
Fosfato de amonio monobdsica G. R, J. T. Backer

6.1.3 Equipo
Cromatégrafo de Liquidos de Alta Presidn Beckman 508 A
Balanza Analftica Mettler A.M. 100
Bafio de ultrasonido Sigma No. 11
Centrifuga Solvat No. 3350

B6.1.4 Mdtodo
B8.1.4.1 Condiciones cromatogrificas
Columna: Nova-Pack C,, de 3.0 mn. x 150 mm.
Tamafio de particula: 4 micras
Flujo: Q.78 ml/min
Fase mévil:Metanol-Fosfato de amonio
monobisico 0.05M pH 8.8 (78:25)
Longitud de onda: 230 nm.
Inyececidn: 10 pl
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6.1.4.2 Proparacidn del estindar
Pesar con exactitud alrededor de 50 mg de ketoconazol
estdndar de referencia previamente secado al vacio a 8o ¢ por 4 horas
antes de su uso, colocar el estdndar pesado en un matraz aforado de S0 ml.
adicionar metanol, agitar lfms'.a disolucién completa y aforar con el mismo
solvente, tomar una alfcuota de 10 ml, llevarla a un matraz volumétrico de
100 ml, aforar con metanol y mezclar.

8.1.4.3 Proeparacidn do la muestra
Moler 20 tabletas hasta obtener un polvo homogéneo, pesar el
equivalente a 200 mg de ketoconazol, colocar on un matraz volumétrico de
100 ml, adicionar 50 ml de metancl y colocar por 18 minutos en un bafio de
ultrasonide, aforar con metanol, mezclar:y centrifugar una porcidn de la
solucidn. Tomar una alfcuota de 5 ml, y transferir a un matraz volumdirico
de 100 ml, aforar con metanol y mezclar.

6.1.4.4 Procedimiento
Inyectar por quintuplicado volumenes iguales [ 10 pl} de la
solucidén estdndar, registrar las dreas de los plcos correspondientes.
El coeficiente de variacidén no debe ser mayor de 2%.
Inyectar por separado 10 ul de la muestra registrando el
correspondiente cromatograma, obtener las dreas y realizar los cdlculos
correspondientes con la siguiente fdérmula:

Am x Ws x Ps 10 100 100
x x x
As x Wm 100 50 ]

Ketoconazol mg.tab. = x P.P.

donde:

Am = Area del pico de la muestra
As = Area del pico dol estdndar
Ps = Potenclia del estdndar

¥s = Peso del estindar en mg.

Wm = Paso de la muestra en mg.
PP = Peso promedio
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6.2 Evaluacidn del sistoma

B6.2.1 Linealidad del sistema
Para evaluar este pardmetro se preparé una solucidén patrén
partiendo de 200 mg de ketoconazol y diluyendo a 100 ml esta solucidn
sera denominada como A ¥y se realizan diluciones con metanol como
disclvente como se muestra en 13. tabla IV hasta obtener 1la concentracidn

adecuada para cada nivel el cual fue anallizado por triplicado.

Hivel Atf{cuota de solucidn A Aforo Concentracidn final
80 % 4.0m 100 ml 80 mcg/ml
0 % 4.8 ml 100 ml 80 mcg/ml
100 % 5.0m 100 ml 100 megs/ml
110 % 8.8 m 100 mt 110 meg/ml
20% 8.0 mb 100 ml 120 meqsml

Tabla IV. Cantidad de kotoconazol en cinco diferentes niveles para
determinar la linealidad del sistema.

B8.2.2 Precisidn del sistema ( Repetibllidad >
Para evaluar este pardmetro se prepararon diez muestras como se
hizo para el nivel del 100% de la linealidad del sistema.

6.3 Evaluacidn del mdtodo

8.3.1 Linealidad del método.

Para la linealidad del métode se prepararon placebos cargados a
cinco niveles de concentracidn y por triplicado para cada nivel, adicionan-
do una cantidad exacta de ketoconazol para cada uno de los placebos, Las
muestras se prepararon pesando las cantidades de acuerdo a la tabla V.



Nive: iplo aetd xcipientedmgd

1 180 240
] 180 220
3 200 200
4 220 180
8 240 160

Tabla V. Cantidad de ketoconazol en cinco diferentes niveles para
determinar la linealidad del mdétodo.

6.3.2 Exactitud al clen porciento
Para evaluar la exactitud del método se prepararon diez muestras
adicionando la cantidad de placebo y principio active que se utilizd para
el nivel nimero tres de la linealidad del método, tratando las muestras
como  se indica en el procedimiento  de la preparacidén de la
muestra (8.1.4.3)

6.3.3 Estabilidad de la muestra
Para determinar la estabilidad de la muestra se prepararon tres .
placebos cargados a una concentracidn del 100%, estas muestras se
prepararon de la misma manera que para la exactitud.

' Una vez que Se prepararon las muestras so realizd el andlisis de
las mLsmAs registrindose los datos obtenldos, despuds se expusieron a la
luz normal, oscuridad y refrigeracién amblente por un pericdo de 12, 24 y
72 horas, las muestras estaban contenidas en los mismos viales transparen-—
tes que se utilizaron en el andlisis inicial.

6.3.4 Especificidad
Para la determinacidn de la especificidad del método se compard un
placebo contra un placebo cargade y un estindar., observandose resultados
satlsfa:_t“orios como puede’ observarse en el Anexo I.



6.3.5 Precisidn ¢ Reproducibilidad >
Para la determinacidn de la reproducibilidad del método se realizo
con dos analistas en dos dias diferentes de la sigulente manera:

El primer dfa cada analista prepard tres placebos cargados a una
misma concentracidn del cilen por clento., y se analizaron con el método
propuesto, en el sngl.indo dia los analistas anteriores por separado
prepararon tres placebos cargados y se analizardn de la misma manera que el
dia anterior.
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7. RESULTADGS

7.1 Linoalidad del sistema .

Cantidad V Propiedad medida
adicionada {mcg/ml) { Areas )

80 ’ ' 248.27510
80 249. 53038
80 247. 76100
’ 280. 15780
270. 00603
280, 18474
100 312. 40103
100 311.10003
100 . 312.04703
110 340, 30417
110 343, 02067
110 " 340.58804
120 373.31081
120 " 372.82038
120 372.13019

Numoro de diluciones (t) = 8
Nimero de réplicas (n) = 3
Numero de datos [N) =18
L X = 4500, 0000
EY = 4663, 4637
£ X%= 4859000, 0000
£ Y%= 1478620, 0000
T XY= 478633, 2707
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C Cilculos finales para la pnndlontﬁ (B}

M. (zx)- (Ex) (EY)

N EX - (v‘:x)z

B = 0.9353

Cdleculos finales para la ordenada al origen. (A)

(Y} (EX)-(ExX) (Txr)
A=

N X - (1:)()2

A = -0.0134

Cdlcules finales para el coeficlente de corr@lacidén{r )}y el
coeficiente de determinacidn ( r? )

[+ sy -(zxy(zv) |7
[n!. (ex*) —[}:x)’.] [n!. (g¥*) - (;:Y]’]

r. = 1.2009
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[nt. (gxx)-(gx) (rcy) ]z
[n!. (zx’)—(:x)‘] [m. (zy*) - (zy)‘]

¥ = 1, 4422

Cilculos preliminares para el coeficiente de variacidn {CV);

Caleular para cada punto de la linealidad del sistema el
siguiente factor:

propiedad medida { y }

conc. de la dilucidn de la solucidn patrén [ x )

= 3.1034
= 3.11091
= 3.0070
= 3.11z8
= 3,1100
= 3.113t
= 3.1240
3.1119
3.1204
= 3.0036
= 3,1184
3, 0062
3.1109
3.1082
3.1010

\"’1 a"ﬂ m‘ﬂ "’1 u”l m‘ﬂ ._:’1

el
®
n

amm o mm
| & 0w+ o
wo# 0o u
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. F' = 43.8370
L F.= -3.1081
T F?= 145.0011

N(ZF) - (EF)

N({(N=- 1)

D.E. = B.6004 x 10 °
C.V. = 0.1830

Criterio de aceptacidn

v ¢ 1.80 %
‘r 32 0.99

! 2 o.08

A = 0.0

B =z 1.00

Ya que r > 0.99, r’>0.98’ €V £ 1.8% Axx0 y B=x1l se
cumple con los criterios de linealidad del sistema,
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7.1.1 Evaluacidn de 1a ordenada al origen.
Planteamiento de la Hipétesis

H A = 0

H° 3 A # O

Calculdndo el error ti{pico

s /s as-bs_ - (n2)
yox 14 y *y
Donde:
Yy S = Sumatoria de X y Y respectivamente
= Nimero de datos
2 y SyI = Cuadrado de las sumatorias de X y Y respectivamente
= Ordenada al origen

Ty uon

= Pendiente

S, (154145.85 - 0,43088 x 1505.72 - 0.99050 x 183571.10 ~ 18 - 2)*/*
= 0,4824
s (% -x )% =300

Calculdndo error tipico de estimacidén medificada

= [18/ 18-g 17

= 1,0741
Calculdndo t de cdleulo

Lot =2 7 4, lgx/y £¥s ng (X‘- x) .

= -3.0266 x 107"
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Area de aceptacidn
o Yar £ Yae € Yean
Donde:

[ oo [ 13 0.1 ) = 21804

=
tablas o

Por tanto: .
- 2.1804 ¢ -3.0268 x 10" < 2.1804
Por lo que @l método posee una ordenada al origen cercana a cero.

Intervalo de confianza

Akt u ;_/y X" CAC ar, gvy £ x*
nE(x-7)° nE (X~%)

-2.1738 < -0.134 < 4.2521

7.1.2 Evaluacidn de la pendiente.
Planteamiento de la Hipdétesis

H. 1t B= 1
H : B+ 1

Calculdndo t de cdlculo:

~
Yeate ™ (b~ B, }ns you't T - sy/x

Area de aceptacidn
tor § teate € Yooz

-2.1804 ¢ -~ 0.8747 ¢ 2.1604

Por lo tanto el método posee una pendiente que se puede considerar
aproximada a uno.
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. Intervalo de confianza
b ‘f'fu/:" sy/;( eym 14 R <B<h ™ Sy/n/ gy/l v nT
. T -0.7773 < 0.9383 < 1.0843
7.1.3 Andlisis de varianza.
M&delo Estadistico
Y‘n n+ ﬁ. + e
Hipdtesis planteada
Ho N )

H :p40

_TABLA_DE_ANADEVA

‘B V. Q.1 s._¢C — M C F calc
Regresidn n-1 scr MCr
Error de n-2 SCer MCor Fr= MCr/MCer
r.groslén
Falta do  [n-2])-tir-1) sSCfa MCfa
ajuste
Error tlr-1) SCpe MCpe F,,= MCfa MCep
puro

'
Donde:

F.V. = Fuente de variacidn

g.1l. = Grados de libertad

S.C. = Suma de cuadrados

M.C. = Madia de cuadrados

F cale= F de célculo

scr = Suma de cuadrados para la regresidn

= b{Sxy)+alsy) - (Usy)*/ n )

Suma de cuadrades del error de regresién

= sy* - blSxy) - a (Sy)

SCar
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SCep = Suma de cuadrados para el error puro
= sy’ - llsyi.?*1 s r )

SCfa = Suma de cuadrados por falta de ajuste
= SCer - SCep

MCr = Wedia de cuadrados para la regresidn
= SCr ~ glr

MCer = Modia de cuadrados para el error de roqrnsién
= SCer / gler

MCep = Hodia de cuadrados del error puro
= SCep ~ glep

MCfa = Madia de cuadrados de la falta de ajuste
= MCfa 7 MCep

Sustituyendo los valeres en la tabla anterior:
TABLA DE ANADEVA

F._ V. Q.1 8. C. M._C F. cale
Regresidn 1 2007.04 20G67.04

Error de 13 1.2748 0. 8808 Fr =3056. 3320
regresidn

Falta de 3 0., 4753 0.1883

ajuste . l-‘m = 1,0807
Error 10 0.7002 0. 07002

puro,

Criteric de aceptacidn

81 Frecaler 2 Fr deb se rechaza H° .

Por tanto existe una dependencia entre la cantidad adicionada y la
cantidad recuperada.

Si Frecale < Fr dab Se acepta Ho

Y por tanto no existe dependencia entre la cantidad adicionada y
la cantidad recuperada. )

Frdaew = 9,07

3086.3328 3 Q.07

Por leo anterior Ho so rochaz_a y se considera gue existe una
relacidén entre la variable cantidad adicionada y la variable cantidad
recuperada,
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- 'Evaluacidén del comportamiento del modelo
HD = El modelo de la regresidn lineal simple describe
adecuadamente la relacidn entre la cantidad adiclionada
y la cantidad recuperada.
H = El modelo de regresidn lineal simple no describe
adecuadamente la relacidn entre la cantidad adicionada
y la cantidad recuperada.

Si F < F H_ se acepta
fatcaled fostab) o
Por lo tanto el modelo describe adecuadamente la relacidén entre la

cantidad adicionada y la recuperada.

st Flueulc) 2 Ffuﬂ.ab) Hn se rechaza

Por lo tanto el modelo no describe adeocuadamente la relacidn entre
la cantidad adicionada y recuperada. es decir existe una falta de ajuste
del modolo para explicar la varlabilidad de los datos.
Ftu\ub). 3.7

1.G807 < 3.7

Por lo anterior l*l° se acepta y se considera que el modelo describe

adecuadamente la relacidén entre la cantidad adiclonada y la cantidad

recuperada,

7.2 Precisidn del sistema
. 7.2.1 Repetibilidad
Cay igionada v tidad Recuy ada |

100 ©0. 0685
100 100.1328
100 00,0738
100 69,8647
100 ©0, 8807
100 100.1230
100 100, 2122
100 00. 7080
100 ©0. oaos
100 000124
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= 09, 0831
s = 0.1288
£ ¥*= 0Qoes. 3880

Calculdndo el coeficiente de variacidn

c.v.

Criterio de aceptacidn
‘€. V. menor que 1.5

s, % % 100
0.1265~ 60.6831
0. 2880

»* 100

Por lo tanto el sistema se considera preciso,

7.3 Precisidn del Método

7.3.1 Reproducibilidad
Modelo estad{stico

Yik = u + AL+ Dis + Ekdjp

Hipdtesis planteada

Analista Dia
HQ: Mx.Mz Hoz M"lM‘1
L M‘.‘Ma H, s N‘-tMz

ANALISTA
I 11
100. 5007 Q9. 89920
I 100.6816 28, 8088
20, 8409 99, 8840
89. 0193 89. 4388
1T 90, 5600 ©09.5158
100. 4288 100. 5197
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" a Tabla de totales,

ANALISTA
1 11
BIA I 300. 6225 209, 5018 609. 4837
11 200, 0092 200, 4740, 800, 3622
600. 8304 868, 0358 1108, B8SQ
b. Tabla de analisis de varianza
TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA
_EV al _SC MC. F calc,
Analista a-1 SCa MCa MCaMCe
Dia (d-1)a scd MCd HCdAMCe
Error fr-1)ad SCe MCo
Donde:

a oz el nimero de analistas
d son los dias
r el numero de reéplicas
SCa= Suma de cuadrades de analista
=gy’ bor ~pyh.. ra
SCd= Suma de cuadrados de dia
CmpYisar -pYi../ bra
’ SCad= Suma de cuadrados de la interaccldén
T =g ¥ e - EYi e - ¢ ¥} ac + g 1%/ anr
SCe= Suma de cuadradeos del error
=y Yw"- £ v”‘/ r
HCa= Media de cuadrados del analista
= SCa / a-t
MCd= Media do cuadrados del dfa
= SCd / b-1
MCad= Media de cuadrados de la interaccidn
scad /{ a-1 1 { b-1 )
MCe= Media de cuadrados del error
SCe 7 ab ([ r-1 )
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Sustituyendo los r-sultadés en-la tabla anterior :

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA

~EY ql ¢ MC F cale.

Analista 1 @0 axt0™* 2.5372x1 07"
. Dia 1 0. 8227 0.8227 1.9740

Interaceldn 1 0.3378 0.3378 1.0704

Eeror 8 2.5224 0. 3183

Flantas = B-32

Evaluacidn del efecto entre analistas

a Fl.nb

2.8372 x 10™ < 8.32
Por lo tanto no existe diferencia significativa entre analistas,

Evaluacidn del efecto entre los dias de andlisis

1.87486 < 8.32

Por lo tanto no existe diferencia significativa entre los dias do

andlisis,

Por los resultadeos anteriores podemos decir que el método es

reproducible.

7.4 Especificldad frente a excipientes

Los resultados obtenidos para !a especifidad demuestran que no hay
interferencia para la determinacidén de ketoconazol en tabletas [ ver

cromatogramas del anexo I .
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.+ 7.5 Linealidad del mdtodo

% Adiclonado % ado

80 79.5180
80 81,0604
80 80. 3500
©0 o1, 2270
°0 01. 8000
o0 o1, 7270
100 100. 3826
100 100. 7203
100 101,0324
110 110. 2087
110 110. 3841
110 110.6321
120 120.8130
120 121.1318

120 120.5213

Ecuacidn de la recta
Y = 0.0003 X + 0.8204

a = 0.8204
b = 0.9093
r = 0.9062
r?= 0.0088
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7.5.1 Evaluacidn de la ordenada al origen.
Planteamiento de la Hipdtesis

Caleuldndo el error tipico

’ s, = (8% as b5 ~sn-2)"
Donde:
R = Su Yy S = Sumatoria de X y Y respectivamente

n = Ndmero de datos

S: Yy S 2 o Cuadrado de las sumatorias de X y Y respectivamente
a = Ordenada al origen

b

= Pendiente

s, __= 377.088Q
YR

s( % - ¥)* = 20884 x 107
Calculidndo el error tipico de estimacidn modificada

A
S = 1,074t
yox

' Caleuldndo t de cidlculo :

[ =a-A°/’S\ (ex¥*7/ngp(x-%) )y

cate. sy

L = 2.0684 x 10 ~°
cale,

Area de acepba}:lén

Q't:l/z < tcalc < Lx-wz

Donde:

t Yy ops [ 13 9.1 1 = 2.180¢

-
tablas o

54



Por tanto:
- 2.1604 ¢ 2.0884 x 107% ¢ 2.1604
"Por lo que podemos considerar que el método posee una ordenada al
origen cercanc a cero, con el sigulente intervalo de confianza:

e QVY [): xing (%X )’]m< Adaseom 8 [}: x%mp (%% )’]m

oz Tusy

0.8204 + [ -2.1804 ] % 1.0805 < 0.8204 < 0.8204 + 2.1604 % 1,.9803
~3.45082 < 0.43088 < S5.06880

7.5.2 Evaluacidn de la pendiente.
Planteamiento de la Hipdtesis

Hoz B 1
H : B« 1

Calculdndo t de cdlculo:

tog.® (b-B)x 8 (n1 ) s

223 (7223
[ = - 0.37:d0™°
cale.
Liabtas = B1004
Criterio

-8.37407" ¢ 2.1804
Area de aceptacidn
Yo £ Yeate € Yooz
-2,1804 ¢ - ©,37x1077 ¢ 2.16804
Por lo tanto el método posee una pendients que se puede considerar
igual a uno.
Intervalo de confianza

A
B+t WS -3

M8, 785, (1) BBy, «8 s ( n-1 )2

2 v/ yon

~8.8385:10™° < 0.90035 < 1.0010



7.5.3 Andlisis de varianza.
Médelo Estadistico
Y‘n 0+ ﬁ‘ + LA

Hipdtesis planteada

H : =0
Hu s 3 %0
TABLA DE ANADEVA
£ V. q.1 S C. M. C. F calg
Regresidn n-1 sCr Her
Error de n-2 SCer MCer Fr= MCr/MCer
regresidn
Falta de (n-2)-t{r-1} sSCfa MCfa
ajuste
Error t{r-1] SCpe MCpe Fy = MCfa MCop
pure,

Utilizande las fdérmulas que aparecen en el punto 7,1.3 Analisis
de varlanza para la linealidad del sistema obtenemos los datos de a
siguiente tabla:
TABLA DE_ANADEVA

E..V. q.1, S, _C. M,_C F cale
Regresidn = 1 2084, 8830 2684. 8850

Error de 13 15. 4800 1.1018 Fr = 2504.93
rogresiér;

Falta de 3 13. 6040 4.66840

ajuste Fl: 25.4183
Error 10 1.7960 0.1708

pUro

Criterio de aceptacidn

Si Frecale) 2 Fr «ob se rechaza H°

. Por tanto existe una dependencia entre 1la cantidad adicionada y la
cantidad recuperada.

Si Fricate < Fr «ab se acepta H°



. ¥ por tanto no existe dependencia entre la cantidad adicionada y
la cantidad recuperada. .
Fraaw = ©.07
2504.93 . 3 9.07
Por lo anterior .Ho se rechaza y se considera’ que exdiste una
.relacién entre la variable cantidad adicionada y la variable cantidad
recuperada,

Evaluacidn del comportamiento del modalo:

Hn = El modela de la regresidn 1lineal simple describe

adecuadamente la relacidn entre la cantidad adicionada
y la canti{dad recuperada.

Hﬂ = El modelo de regresidén lineal simple no describe
adecuadamente la relacidn entre la cantidad adicionada

y la cantidad recuperada.

A SR € Fratat

Por lo tanto el modelo describe adecuadamente la relacidn entre la

H‘> se acepta
cantidad adicionada y la recuperada,

b. Si Fhlmm > Fh“ab’ H se rechaza
Por lo tanto el modelo no describe adacuadamente la relacidn entre
la cantidad adicicnada y recuperada, os decir existe una falta de ajuste
del modelo para explicar la variabilidad de los datos.
‘,Flnnabf 3.7
26.4153 > 3.7t
Por lo anterior H° se rechaza y por lo tanto el modelo no describe
adecuadamente la relacidén entre la cantidad adicicnada y la cantidad
recuperada, es decir existe una falta de ajuste del modelo para explicar la
variabilidad de los datos.
Sin embarge basados en el criterio establecide por la Secretaria
" de Salud, que indica que el resultado obtenido de la prueba del coeficlente
de determinacicdn (r®} debe ser mayor o igual que 0.98 y dado que el valor
de r?= 0.0088 para este caso en particular se considera que no hay falta de
ajuste en base a dicho criterio,
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7+8 Exactitud del mdtodo.

% Adicionado % Recuperado
100 00, 8584
100 . 100.1810
100 @9, 5600
100 00.6713
100 . ag9,7014
100 100. 2416
100 ' 90,9812
100 Q0. 8538
100 90, 5328
100 . 00. 3465

a). Coeficlente de varlacidn

C.V. =S/ X %100
= 0.2888
Criterio de aceptaclidn
c.V. ¢ 1.8

0.2885 ¢ 1.8

b)), t de student
2
Lme-Y-p/scm

= 0.2488

Criterio de aceptacién
"cull: < Ltablm

0.2486 ¢ 2.571

Por lo tanto el métode es exacto.
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: 7.7, Estabilidad de la muestra.

Tiempo - Condicidn

Condicidn

Luz Oscuridad Refrigeracidn
100. 42 100,31 o0, 91
12 horas 00,84 €9, 88 ©0.56
100,82 90, 48 _ 100,28
©Q.27 100.32 100,21
24 horas 08. 63 ©0. C8 ©9.87
y 99, 34 o8, 45 9,683
100.24 0. 78 ©a. 00
72 horas ' 89.48 90.78 00, 38
£9,08 co.58 o0, 47

Calculdndo los valores de t de Dunnet:

2
Ste = EY¥, - LY %
= 4.2138

MCa = SCo 7 t(r-1)
= 0.7023

LDB)T—ioO/[MCo (2r )]u’

Copdicidn
Luz Oscuridad Rofrigeracidn
12 horas 0. 3800 -0.0180 -0.1318
24 horas ~1.3033 -0. 6089 -0.0104
72 horas -0.5902 -0, 4287 -1.0620

Resultados de "D para los diferentes tiempos de determina-
cidén de la muestra.
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Evaluacidén de la establlidad de la muestra:

Ho : Hay estabiiidad
Ha : No hay establlidad

Regla de decisidn:

Stotpae C Y oablas la muestra es estable.
Sotpae Yogasiaa 12 MUestra no estable.
R

Comc los valores obtenidos para LDen ia tabla anterior son
menores a 2.84, se considera que la muestra es estable a las condiclones
sometidas hasta antes de 72 horas de haber sido preparadas.



8., DISCUSION DE RESULTADOS.

La validacidn del método analftico para la determinacidn de
ketoconazol se realizd tomando en cuenta los pardmetros minimos
establecidos por el lAbo{‘aLorlo : linealidad y precisién del sistema,
linealidad, reproducibilidad, exactitud, especifidad del método asi como
estabilidad de la muestra.

En la evaluacidn de la linealidad del sistema como se puede
observar en los resultados obtenidos, se encontré que el sistema es lineal
ya que existe una relacidn lineal entre la cantidad adicicnada y la
cantidad recuperada que ocasiona la respuesta deol equipo, dando como
resultado una ordenada al origen y una pendiente satisfactorias para un
modelo lineal simplo.‘

Para la precisidén del sistema, tomando en cuenta los resultados
obtenidos experimentalmente. se encontrd que el sistema es preciso ya que
el coeficiente de variacién es menor de 1.5 [0.2850 ), bajo las
condiclonoé de operacidn a las que fue sometido.

En el caso de la reproducibilidad de! método, como lc demuestran
los resultados ‘obtenidos experimentalmente no eoxiste una diferaencia
significativa entre analistas y tampoco entre los df{as de andlisis, por lo
tanto puede ser realizado por cualquier analista y en cualquier dfa.

Para la linealidad del método, tomande en cuenta los resultados
obtenidos experimentalmente, demuestran que existe una relacién 1lineoal,
entre la-cantidad adicionada [X) y la cantidad recuparada (Y], siguiendc un
modelo de regresién lineal simplae.

Para la exactitud del método, como se aprecia en los resultadoes
nbtnnldcs.’ el mdtodo os exacto por lo que puede ser empleado para la
cuantificacidn de ketoconazol en tabletas. .

Para la oespecificidad del mdtodo como se apreclia en leos
cromatogramas anexos no existe interferencia con los productos de
degradacién, ni con los exciplentes de la formulacidn de la tableta por la
que puede ser utilizado en pruebas de rutina y posiblemente como indicative
de estabilidad.

Los resultados de estabilidad de la muestra demuestran que esta es
estable hasta antes 72 horas de haber sido preparagias. observandose que los
resultados obtenidos en el porciento de recobro son homogdneos.
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O, CONCLUSIONES.

Al término del presente trabajo, podemos decir que se cumplieron
los objetivos deseritos originalmente porque, el métedo analitico empleado
para la cuantificacidén de ketoconazol en tabletas como producto terminado
fue satisfactorio en tedes los pardmetros evaluados para ia validacidn,

- La adaptacidén del mdtodo fue satisfactoria para los fines de
validacidn que se requirieron ya que cumple con los parimetros necesarios

como se especifica a continuacidn.

- La respuesta obtenida por ol sistema indica que es lineal y

preciso.

- El método es lineal, exacto, preciso y reproducible, bajo las

condiciones de operacidn normal.

- El método propuesto es especifico para pruebas de rutina
[control de calidad) y posiblemente como {ndicativo de estabilidad ya que
no existe interferencia con los productos de degradacidn.

- Las muestras son estables por lo menos 72 horas,

- El método propuesto es villdo para ser utilizade en la
determinacién de uniformidad de contenido de ketoconazol en tabletas.

Por lo anteriormente expuesto, se concluye que el método analitico
cumple con la funcidén establecida y por lo tanto puede ser usado como uso
de rutinma en la cuanlificacidn de ketoconazol para la presentacidn de
tabletas.
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Anexo I.
Cromatograma N.
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Nos muestra la respuesta de un placebo cargado

donde podemos observar el plco corr diente al ket 1.
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Cromatograma N. 2 Nos muestra la respuesta de un placebo observan
dose que no aparece otro pico que pueda sumarse al del activo en estudio.
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Cromatograma N. 3 Nos muesira la resp a de un tdndar d;
referencia el cual se presenta eon mismo H.empo. de retencidn que el del
placebo cargado.
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