UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO ¥/

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES .

“ZARAGOZA”

DESARROLLO Y VALIDACION DE UN
| METODO ANALITICO POR CROMATOGRAFIA
b DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION PARA
LA CUANTIFICACION DE CLORURO UE

BENZALCONIO EN POMADA

T E s J s
| Que para obtener ol Titulo de:
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

P r e s ¢ n t a :
JOSE GERARDO TERRONES GUADARRAMA

TESIS CON
j FALLA LE (2o
B emmwo Méxiee, DF. ™

¥ o NUESTRAREFLEXION



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO

PRESIDENTE:  QFB. MAURO ARRIETA SANCHEZ.
VOCAL: Q.F.B. PATRICIA PARRA CERVANTES.

o SECRETARIO:  Q.F.B. JOSE INES JUAREZ LOPEZ
1°. SUPLENTE: Q.F.B. RAMON SOTO VAZQUEZ.
2°, SUPLENTE: Q.F.B. VICTOR HUGO BECERRA LOPEZ.

o ‘SITIO DONDE SE REALIZO EL PROYECTO:
o LABORATORIOS COLUMBIA S.A.

+

SUSTENTANTE: - JOSE GERARDO TERRONES GUADARRAMA

ASESORINTERNO:  QF.B. PATRICIA PARRA CERVANTES.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



3

SZ
DE

MC

SC

GLOSARIO

ORDENADA

COEFI|CIENTE DE CORRELACION
COEFICIENTE DE DETERMINACION
COEFI|CIENTE DE VARIACION
INTERVALO DE CONFIANZA
PENDIENTE

NUMERQ DE REPLICACIONES
NUMERO DE DILUCIONES

MEDIA ARITMETICA

VARIANZA

DESVIACION ESTANDAR ‘
DILUCION O CANTIDAD ADICIONAL
ANALISTA

DiA

GRADOS DE LIBERTAD

MEDIA DE CUADRADOS

FACTOR DE DISTRIBUCION F DE FISHER
SUMA DE CUADRADOS
SUMATOﬁIA



INDICE.

1.- INTRODUCCION

Pigina

2.- GENERALIDADES

2.1 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE CLORURO DE
BENZALCONIO

2

; 3.- FUNDAMENTACION DEL. TEMA

4

3.1 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE AIJi'A RESOLUCION siosssessimons 8

3.1.1 NUMERQ DE PLATOS TEORICOS 9
3.1.2 INSTRUMENTACION 12
3.2 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS ”

4- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 19
5.- OBJETIVO 2
‘i ’ 6.- NIPOTESIS 20
b 7.- DESARROLLO EXPERIMENTAL 7
7.1 REACTIVOS Y DISOLVENTES 2
a 7.2 MATERIAL Y EQUIPO 21
7.3 PROCEDIMIENTO 3
3 7.4 VALIDACION DEL METODO ANALITICO 2
8.- RESULTADOS Y]

9- ANALISIS DE RESULTADOS 3



Lt

"

D

10.- CONCLUSION

11.- RECOMENDACIONES

ANEXO 1 CRITERIOS DE VALIDACION DE METODOS
ANALITICOS,

12.-BIBLIOGRAFIA

58



P ]

i

b

LINTRODUCCION

En Lt industria faniacdticauno de los prinicipales objetivos es el asegurar wn sidecuado control de calidad de los

medicanientos. es por esto e fa validiacion hoy en dizs hia tomado tina gran importancia.

La validicion de métodos amliticos pentmite evilluar parinictros cstadisticos como son : lincalidad, precision,
exictitud y reproducibilidad , entre otros. De aqui se oblicne infornucion sobte 1t confiabilidad del método unalitico que

seempleten e andlisis del (los) ictivo (s) presente (5) e nna fornu fasnacduticn. (8)

Por otra parte, I cronutogralia de alta resohicion ha tenido una gran difusion desde comicazos de la década de
los setenlas y hoy represcata una de las hermmientas mas cnpleadas en el faboratorio analitico modermo, Esta es usada
primariamcnte para i scpatacion de Jos componentes de una nitestra, cn la cual los companentes s distribuyen en dos

Fases, wi de das cuales cs estacionaria, mientras kb otm se nweve, La fase estacionaria puede ser un solido, un liguido

“retenido sobre wa solido o un gel. La fase mdvil pucde ser liquida o gascosa,

Tomando cn chentit estas referencins, caday laboratorio ‘de ncuerdo a sus necesidades Nevara 4 cibo wna

validacion det método analitico.

En este trabajo se preseata v aiétodo anathico desaroliado y validido parit un activo ( clorura de benzalconio )
el il estid inchiido en una pomadz de uso modicinal ( waterial de curacion ) en el tratamiento de rozaduras a sivel
pedidirico,

E) disetar un desarrollo y validicion por cromatografia de lquidos de alta resofucion sos permite determinas
efectivaente ki concetitracion read del activo, haciendo al détodo especilico y selectivo, a su vez de servir conio un
wiétodo indicativo de estabilidad del producto.




2.- GENERALIDADES

2.3 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE CLORURO DE BENZALCONIO (6)

-ESTRUCTURA QUIMICA

i
—cude |-a
sy

- FORMULA CONDENSADA

(C H CH N(CHt ) R)CI
6352 32

- PESO MOLECULAR

360 gr./mol

-DESCRIPCION
Cristales blancos o figeramente amariflos en forma de escamas con un olor caracieristico, es higroscdpico, es afoctido
por la luzy cl airc. : )
- SOLUBILIDAD
‘ Es muy soluble cn agus, uicohol, y acetona , insoluble cn éter,
-Usos

* Se utiliza como un agente antismicrobiano para organisnios gram positivos, preservative, detergenic antiséplico:

AT
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En formubiciones farnticéuticas sieve como preservativo de productos oitihiticos, iasales y oticos, st como par

productos parenterales,

METONO DE M/

UFACTURA

El cloruro de benzalconio es forndo por k reaccion ca sohucion de Nealquil-N-metil-bencikiming con clonio

de mctilo en un solvente arganico, por precipiticion del compuesto custerttasio.

PRECAUCIONES

En repetidas exposiciones el cloro de benzalconio puede provocar hipersensibilidad.” En un prolongado
contacto pucde existir irritacion de las nwicosas, de fos ojos. La dosis fiul de a3 gr. accidental en una ingestion pucde

provocar iniscas y vomito, pardlisis respinoria y asfixia.
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3.- FUNDAMENTACION DEL TEMA

Din con dia Ia industria farmacéutica s¢ preocupa por  obtencr productos de mayor calidad y scguridnd )
terapéutica, nl ascgurar 1a estabilidad de cstos resulia una practica cotidiana ¢ imprescindible por lo que resulta necesatio
contar con nwtodos anallticos indicativos de cstabilidid que brinden la nuyor scguridad, tanto en ¢ andlisis cualitativo
como cuantitativo ascgurindosc cste medianie la cromatografia de lguidos de alta resohucion.

Estos métodos analiticos deben contar con cicstils carcteristicas, ks cuales son; Que sea especifico, exicto,”
preciso, lineal, etc. Estas caracteristicas forman parte del complemento del desarrollo de.un mélodo analitico y este se -
conoce con ¢l noinbre de validicion,

- La validacion cs parte fundsmental del desarrollo o mcjoramicnto de una forma farmacéuticn, ya que durante
esta socucncia de prucbas y andlisis ol quimico s da cucnta si o método nnalitico cumple con los propésitos para los
cuales fue disciado.
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3.1. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION

.

La cromatografia Hiquida de alta resolucion (C.L.AR.) cs una 1écnica analitica muy utilizada en s actualidad
para cl andlisis de activos. Tienc una alia especificidad asi como u amplio intervalo de sensibilidad que hace ideal ¢l

anilisis de muchios activos tanto on formas fannacéuticas como en Auidos biologicos.

La separacion de los componentes e uma mezchi se Heva a cabo con uni comicnle de Rujo, Los componeriles &
scparasse interaccion preferentcienie con la fise cstacionaria y son relenidos a lo largo de csta, eit CLAR se cucnta con
pocas fases estacionarias y con gran diversidad de Fases moviles, usindose estia ¢n composicioncs binarias, terciarias y
ocasionalmente cualenmarias. Adensds pucde wilizar soluciones reguladoras de control de phl pum modificar I

retencion.(1)

Existen varios procesas 0 mecunismos de separaion par la retencion de las moléculas por la fase estacionaria
en §a cromatogralia liquida. Estos pueden clasificarse de acucedao a las fases involuc s,

1) Cromatografia llquide-tiquido
2) Cromatografia lului(k)-séutk)

-3) Cromatogratia de intcrcambio idnico

4) Cromatografls de exclusion molecular

La cromalografia liquido-solido cs famada tunbién cromatografla de adsorcion, esta cinplea pasticulas con uia
alta drea superficial como fase estacionaria que absorben moléeulas de soluto. La scparacion se basa cn repetidas clapas de

adsorcion y desoreién, Usialmente se uiilizan sdlidos polarcs domo silica gel, alinning o vidrio poroso y una fase wévil no

polar como cloroformo, heptano u octano, La scparacion sc da por diferencias cn by afinidad de los solutos por L

superficic de fa fase cstacionaria.(2) Ver figura |
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FIGURA 1.- Mecanismo de scparacidn de una cromatografia liguido-wilido. 0 componente muy polnr. X
componenic medisnamsenie polar, co-pnum poco polar,

La cromatografia liquido-liquido o cromatografia de particion involucra una fase estacionaria Hquida fa cual esta
sobre un soporte solido inerte. Las moléculas de 1a mucsira sc distribuyen entre L fase mdvil y la estacionaria liquida
delerminando asi la separacion. La fasc estacionaria puode scr polar o no polar,

Si la fasc cstacionaria s polar y L fasc indwil s polar, s le lama cromatografla de punicién en fasc normal.

Si teaemos el caso contrario sc lama cromatografia de panticion cn fase inversa.
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FIGURA 2.- A) Cromatografia liquido-liquido e fase normal.

O

B) Cromatografia liguido-tgquido cn fase inversa.

La cromatografia de intercamblo ionico usa wna fase estacionaria que piede intercambiar cationes o aniones con
I fase mévil. La fase estacionaria debe fenor uita cargn comnria a 1a de la wuestra, Cuato mayor sca Ia carga de a
mucstra , mds Tuertemente estard atrida hacia la superficie idnica y por lo tanto tardard ids Ticipo o ser cluida, Para
controlar ¢l tiempo de clucion s¢ pucde ajustar ¢f pl y polaridad. Los materiales usados como inlercambiadores idnicos
soh resinas polimdricas las cuales sc clasifican en catidnicas y anidnicas.

- Cadatpode material pucde subdividirse ch intercambiadores fuertes o débiles,

Frecucitenicnic los grupos dcidos sulfomicos son usados como imercambiadores catidnicos fucrics, Para
intercambiadores cationicos debiles hay nwchos &idos carboxilicos, Las resinas de intercambio aidnico Rucries conticien

coimo silio activo grupos cuatérnarios de umonio.

La cronusografia de exclusion es un método que se basa en fa separacion de acuerdo al tumaio de s molécula,
ch esie tipo de cromatografia la fase cstacionaris posce potos de dimensioncs diferentes, cin donde i muestr ¢s retenida o
fiftrouds segiin su Gunano molecular, Las moléouhis poquedias son retenidas ek los poros y son etuidas despuds.
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Abora bicn, de los diferentes mecanismos de separicion se ticnen fictores importanics que describen estit
separacion, esto sc hace con ayuda de un cromatograma, ci donde sc representa I scparicion grifica de los componenics,
Ver FIGURA 3.

—m R 1
'm L B
PICODEUN [

SOLUTONO Wh

’ RETENIDO j \

e TIEMPO  Leeed
Wb

FIGURA J.- Un cromatograma comwin,

Los fuctores que sirven para describir una separacin se conocen como pardmetros de relencion,

VOLUMEN DE RETENCION (VR):

El volumen de retencion cs cf volumen total de fase mévil roquerido para que of componcnte se chiya al mdximo,

TIEMPO DE RETENCION (1R):

El ticmpo de retencién cs el tiempo noocsario para alcanzar la maxima clucién del compucsto,

Si cl flwjo (Fc) de La fasc movil cs constante se tenc lo siguicnte;

IR=VRFe¢..... cc (1)

Estos dos pardnictros descritos ( VR y (R ) se deben comegir para saber exactamente ¢l volunicn o ticmpo

invertido que sc ocupa Gnicamente para L clucion det compucsto:

LR=R-tM ... cc(2)
VR=VR-VM....cc(3)
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Donde t,R Y V,R son ek ticmpo y el volumicst de refencién corregidos. tM cs ef ticipo miucrto que invierte la
fase movil para recorrer fa colutna, y VM s ef volumen mierto de fase movit par Henar Ta columua,
Cuando sc inyocta ¢l compuesto al sistenit cromatografica, al Hevarse 4 cabo la chucion, k banda de sotuto cluido

SC Vil QlLsalllchalu!o, este procesa se debe al equitibrio cntre dos Fises y la difusion longidinal. (3)
FACTOR DE CAPACIDAD (K):

Bl fuctor de capicidad indica o tiempo que ef compucsto ¢s retenido por I colunut y se define coimo :

K={R-iM=1RIM ....cc(4)

. Ena prictica s¢ debe tencr k en un rango de 1'a 10 pam ascgorar fa separacion del compuesto con las posibles

impurczas del disolvente, fas cuales gencralinente se chiyen a un tiempo igual al M. Si K cs nuyor de 10 se tiene )

problenus con el tienpo de anilisis.
J.1.1 NUMERO DE PLATOS TEORICOS (N)

El niinero de platos (coricos indica la cficiencia de la colunua cromatoprdfica y un plato tedrico (h) se define
como ¢l mimero de clapas de particion (cquitibrios) que e ocurren ul compuesto durante b paso a fa cohimuna. N se defing
watendticamente cowo

N=a (tRW)..... ec (5)
Donde 4 s una constante que depende del método utilizudo para determinar N. Ver FIGURA 4. W ¢s ol anclo

del pico cronuatografico que tumbién depende de! método utitizado.
N depende de La fongitud de la columaa (L) y tamafio de particula ch forma directa. a partir de sl se obtiene of

conceplo de nltura equivalente a un plato todrico que se define como:

h=IN...cc(6)
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Sin embargo existe mucha discrepania al calcutar N de la mancra anterior, ya s¢ esta suponicndo que b pico ¢s
simétrico, Owra mancra de caloukir N es descrita por James Martin, :
Este método involucra wia compuracion de I altura y ¢l drea del pico para asi vitlorar de alguna mancra la

dispersin, la couacion s la siguicnic:
2

N=2 (hmax (R/A).... cc(7)

doide : h max = allura mdxima del pico
A= drea del pico

0.8} « - -

0.7} een s
508

”4

[EY | P /
(X4
9% Peak Helght

DR
W, §54 12 Pask lsige
e ¢ s

oy I8 L]

L) "
'\u" Toagenl

FIGURA 4.- Métodos para caleular bs cficiencis de 1a columaa.

H '\pl
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Existen virios métodos para detenminar ¢l niuncro de plaios tedricos, of método mis usado cs ol 5, debido a que

tiene mayor scnsibilidad, ya que loma en cuenta la asinictria de los picos cronatograficos, lo que implica que nos dard
mayor informucion sobre k cficiencia de fa columna, (2) (3)

SEPARACION (alfa) :

El factar de selectividad describe la posicion selativa de dos picos adyacenies y se define coma;

alfa=tR (BY LR(A) ....cc(8)

{ Si alfa= | no habrd scparacion ya que los licmpos de relencion serian idénticos.
j RESOLUCION (Ry) ¢
El fictor de resolucion es una medida de separacion relativa de 2 picos. Se define la resolucion como fa distancia
b dos bandas dividido por el promcdio del ancho de los picos detenminando desde 1a base de los picos.
R(B) - tR(A)
: e (%)
R, 1(WA + WB)
f‘ 2

Si Rs = 1.5 sc liene una resolucin ideal, es doctr una resolucion hasta linca bisc . Si Rs = 1.0 iplica uia
resolucion al %0%.



3.1.2, INSTRUMENTACION

Idealmenic los contenedores de disolventes deben tener virios requerimicitos :

1) Contener un volumen adocuado para andlisis retrospectivos .

2) Contencr un disolvente degasificado ya sca por calor, aplicando vacio o por sonicacion.

3) Serineste con respecto al disolvente.

Frocucnicmentc se utilizan contenedores de vidrio o de accro inoxidable. (10)

12

El disolvente cs la fase movil, su funcién cs acarrear la mucstra a través de la columm produciendo una
distribucion razonable (factor de capacidad) entre las fascs, El disolvente debe de disolver a Ly iuestsa, debe tenes una afta

purcza, preferentemente calidad CLAR. Otros factores importantes quc hay que considerar: 'bajo costo, baja viscosi

baja toxicidad y bajo punto de cbullicion. (11) (16).

idad ,

Dependiendo del tipo de columna empleada se utilizan diferenics disolventes, conmio se mucstrl a continuacion:

Disohventes comunes en CLAR

TIPO e CLAR Disolventcs

Fase normal : Hexano, cloroformo,
acctalo de etilo,
cloruro de metileno.

Fasc inversa Agua. metanol,
acctonitrilo.

lmcrc:mbid idnico Solucioncs reguladoras

‘ usualmenic 001 a 0.1 M

Exclusion molecular Apua (ocasionalmenle en
pequeilas cantidades de
alooholes )

Permeacion cn gel Tolueno, cloroformo, THF,

triclorobenceno, piridir
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SISTEMA DE BOMBEO

Este sistema cs uno de los componcnies imas importantes en CLAR. La bomba ¢s muy importante para obtener

alty resolucion, alta velocidad de andlisis y reproducibilidad en muilisis cuantitativos,

Los requerimicntos que debe tener una bombi son :

1) Flujo estable, para quie ¢l raido hacia el detector sea ntinintto,
2) Que proparcione nn rango de Mijo bajo (0.1 a 1 mlania ),

3) Entregue ua volumen constinte para ficilitar cl andlisis cuantitativo y cualititivo,

4) Tolertneia 4 altas presioncs (GO0 psi ) y una Ficil adaplabilidad para operacion en gradicie, (psi= unidades de presion

par CLAR). (11)

Hity dos tipos de sistenus de botnbeo. EF primero es una bomba tipo pistén reciproco, en donde cl piston esta en

contacto direclo con ¢of solvente . El segundo es una bomba yue s¢ opera por um tormillo de transmision desplazando ¢l

solvente del reservorio # través de cste, éste sistema se wtiliza particulanmente ch operaciones on gradicine cn donde fa
velocidad de fa jeringa se controla clectionicamente. EF inds cormin cs la bomba (ipo pistdn reciproco.

SISYEMA DE INVECCION

La inyeccion de la muestrs @ ls cohunia presenta algo de problemas a cawsa de las allas presiones involucradis
en CLAR . Hay dos tipos de inyoccion @ manual y autonitica, En ambos sistemas ¢l volumen inyectado tiene que scr
reproducible pari obtencr in correcto aundlisis cuamitativo.

) En ki inyeccion manual se utilizin jerbugas de S hasks 200 microlitros con Las que se cargi el sistema de inyeecion para

nue despuds este lome cf vohunen y lo descargue i Lt columi,
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b) la inyoccion automética utiliza una serie de vélvulas y pistoncs, en donde la muestra s¢ coloca en pequedos viales para
que despuds 1a jeringa tonie ¢l volumen roquerido automaticamente de nestra y lo descargue a la columna. (4)

COLUMNA

La columna cn ¢l sistema cromatogrifico ¢s el corizon de CLAR, ¢s un tubo de muerial inerte, de didmiciro
uniformc y resistente @ allas presiones. Conticne a 1a fase estacionaria en donde sc llevan a cabo las scparacioncs de los

comporncics. Las columnas por CLAR varian principalmenic por cf tipo de sepancion deseada y por las camcteristicas de

los materiales de cimpaque. La columna mds usada mide de largo de 10 4 30 cin, tiencs un didmetro imerno de 3 a 4 mm
y el empaque de Ia columna es de didmetros pequedlos ( 3 y 10 micras).

Las columnas que comc:cialmcmc s wlilizan cn CLAR son : silica, aluming, octadecilsilano, octasilano, fenilo,
dimetilsilano, diol, nitrilo, amina, clano, enre olros, Los dos primeros tipos sc utilizan en CLS y lis demds se ufilizan cn
cromatografia de particion,

DETECTOR

El proposito del detector esel de medir la concentriion del componenic cn 1a fase mbvil. Esic produce una sefial
clectrénica proporcional a la conécnuacibn del componenle. Los detoctores mds comunes son @ espectrofotdinetro UVivis,
fndice de refraceidn diferencial (IR), detoctor de fluoresoericia y detoctor clectroguimico,

Fotdmetro UVivis FIGURA § . Este detoctor ¢s de longitud de onda fija de doble haz, del lado izquicrdo consta
de una idmpara de mercurio que emite ( esencialimente haz monocroimdtico ) ua tinea aguda de espectro con utia fuerte
linca a 253.7 m (254). Un lente de quarzo cufoca fa radiacion UV cn las celdas de nucstra y referencia . La celda de
mucstra conticnc usuaimente de 10 a 20 microlitros . La colda de rekerencia usualmenie es licnada con aire, Un Milro
remuecve las radiacioncs no requeridas. La radiacion pasa a través de las celdas de referencia y muestra Begando a los 2
fotodetoctores. La produccion de estos 2 folodetoctores pasa a través de amplificadores que producen una seiial eléctrica
para scr graficada. (3)
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REVERENCIA
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CUARZO
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FUENTEDE ELECTRONICO
MERCURIO 8
Bénm, OCULTADOR
FILTRO UV

FIGURA S Esquema de un fotdmetro UV, 254 nin,

Con cste foidmetro se dispone de vanas longitudes de onda, C«ldd uma con un filtro apropiado:
254,280,313,365,436 y 546 um.

CLASIFICACION DE DETECTORES

Espectrofotémetro UVivis

Eiste detector s ¢l mus cominmente wifizado a Ja fecha en CLAR, ver FIGURA 6, Es un delector de jongitud
de onda variable que permite 1 scleccion de una fongitud de onda de 190 2 700 nm, La fuz de origen sc enfoca on T
cntrada de 1a apertura de un monocromador. Por fentes apropiados csta fuz blanca se enfoca o §a rejilla en donde la
dispersa en varias longitudes de onda. Por La posicion de esta rcjilla se clige la longitud de onda que pasa a truvés de la
culds de mucstra y referercia por modio de un haz de fuz dividido. La scial del detoctor se obticne comibnnenic en

-ahsorbanicias. Este detector peraite increnieatar 14 sensitividad ylo sclectividid de los componenies de inferds,
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FIGURA 6 Esquema de ua detector espectrofolométrico pars CLAR.
Detector de fotoiodos,

Esic detector ¢s una adicion rocicate a los cspectofotémeiros UV/VIS, ¢s un detoctor que se basa en ¢l arrcglo
lincal de fotoiodos.

Esie instrumento pormite ver lo especiros ripidamente y ademds almaccnarlos. Los beneficios que aporta son ©
determinar la pureza del pico y ver los espoctros a diferentes ticmpos de clucidn asi como de leer una sola vez a 6
diferencs longitudes de onda,

Detector fuorimétrico

Los detectores fluosimdtricos o de fluorescencia son altamente sensitivos y sclectivos. La selectividad sc basa cn
que cicrtos compucsios cmiten luz cuando son cxitados con luz UV, Esio hace que losk compuestos de interds scan
distinguidos ripidamicnic de aquellos que no exhiban flyorescencia. La scusiliv'uM incremienta si la intensidad de
fluorescencia del compucsio cs tmayor, esia pucde tlegar a detectar hasta 10 ug de mucstr.
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Betector de indice de relraccion,

Este es un detector universal, ¢s wids costoso que ¢l detector UV, rouicie de un control de iemperatura y control
de flujo. La sensitividad se limit a ¥ microgramo de mucstra.

Detector ekectroguimico,

Este detcctor se basi ¢t que muchas moléeulas orgluicas ¢ inorgdnicas incluyendo muchas drogas pueden ser
cloctroquimicamcne oxidadas o reducidas por un clectrodo adecuado. Esic detector ticne una ala sensitividad pero s

" mcnos selectivo que ui detoctor Muorimdirico,

GRAFICADOR
Muestra la carta de registro que ayuda a b identificacion de los picos, observando si forma y Liaio de cstos,
INTEGRADOR

Adenuds de las Tuncioves anies riiencionad:as del graficador, ¢l integrador posee varios miétodos para cuantificar y
reportar los coqponentes prescites eh of cromatograna utilizando las alluras y/o dreas de Jos picos.

- 3.2, VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

La validacion de mdtodoy analiticos tiene como objetive ¢l certificar s valides de los métodos amtliticos -

wiediante andlisis estadisticos de peuerdo a pardmetros a cvaluar como son ©

Lineatidad del sistena, exactitud, lincalidad y precision del iétodo anatitico, de csta manera se puede evaluar s§
¢l miétodo ¢y conflable o no estadisticamenie, (14)
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LINEALIDAD DEL SISTEMA

Consiste en la relacion que se establece entre la cantidad del active y una respuesta que pucde ser biologica, fisica
0 quimica; represcniada pos una rocta.

El incrvalo de concentraciones sicmpre debe de incluir ¢l 100 % del activo establecido.
PRECISION DLL SISTEMA

Se define como ka concosdancia relativa ctre mediciones repetidas independicntes, de uw misnia propiakgd
bujo las mismas condiciones,
LINEALIDAD DEL METODO

Es la relacion que sc cstabloce entre la cantidad de farmuco recuperado y el valor real de la cantidad de rmaco

EXACTITUD

La exactitud cs la concordancia absoluta entre ¢l valor de una propicdad medida experimentalmente y su valor
real de referencia.
ESPECIFICIDAD

' Detcrmina si ¢l método analilico cs especifico con los productos de degradacion del activo o componentes de I
formulacidn, cs decir s confirma si ¢l nétodo es capaz de cuantificar solamente al activo de interds,

~ REPRODUCIBILIDAD

Detenmina ¢l grado de reproducibilidad al realizar mcdiciones repetidas independicnics, est cs detcrminada por

lo menos por dos analistas, en dias difcrenies. (14)
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4.~ PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En nuestros dias con ¢l auge en el desarrollo o mejoriumicnto de los fimicos y lanzumienio de nucvos
productos , el campo del andlisis fantacéutico se b enfremtado con una seric de problenus cadis vez mayores respecto al

andlisis de los principios activos.

El problema se trduce cn ascgurar la calidad de los resuluados obienidos , o5 decir, que tales técnicas
proporcioncn resultados couflahiles, ko cual solo s puede garantizar mediante wit validicion quien ticne como objetivo ol
certificar la validez de Jos mélodos analiticos y consisle en determinar a travds de estudios de laboratorio, Iy exactitud y
cstablecer Ja precision con Ja cual se cuamtifica ¢l contenido e una formulacion..

El desarrollo y validacion de un miétodo por cromatografia de liquidos de alla resolucion para la cuantificacion
de cloruro de benzalconio, ayuda substancialimeme, cf cual junto con ofros ingredienices fonman parte de la formulacién de
una pomada o uagilemo.

Para su determinacion os relativamienie dificil ya que por otras técuicas de anilisis cono espectrofolomelri uy-
vis cxiste interdceion de los olros lngredicntes que lo acompufan a la longitud de onda maxima de 262 nandinelros,

sicndo que ¢l cloro de benzaloonio s encucntre en concentracioncs bitjas de | mg/gr. de poinada.

Ademls se ticne el problema que en ¢l labaratorio farmaciitico no s¢ cucnta con un método ¢ andlisis que

cumpla con los requerismicntos de ks FDA ( Food, Drugs of Administration), al tralarse de un producto de exportacion. Por ‘

otra parte ¢l realizar ¢l desarrollo por esta téenica ( CLAR ) nos tre con sigo olras ventajus como ¢l de poder redweir
ticmpos de analisis, costos, clc. )

Resolviendo un problenia pars cf liboratorio farmacdutico. (13)
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5.- OBJETIVOS

Desarollar y validar un imélodo analitico especifica y seloctivo por cromatografia de liquidos de alta resoluctén
para cuantificar cloruro de benzalconio en una pomada o ungicuto,

~ 6.- HIPOTESIS

Si se desarrolly un nkétodo analiico por CLAR para cloruro de benzalconio, cntonices s¢ va - cvaluar
satisfactoriamenic la cantidad presente de este activo cn la formulacion de la ponada o ungiicito,

8 5¢ somcic a diferceates condiciones de degradacion (medio dcido, basico, oxidicion, wmliciqn& ambicntales)
malcria prima, formulacion pomada y placcbo, entonces se sabri La especificidad del método para cloruro de benzaslconio.

Si sc realiza la validacion de métodos analiticos para cl método desarrollado pam cloruro de bcnmlmn\lo;
centonacs el método cumple con las canicteristicas para cl cual fuc discfiado.



7.- DESARROLLO EXPERIMENTAL

7.0, REACTIVOS Y DISOLVENTES.

« Acetonitrilo Grado CLAR, Merck.

- Etanal absoluto ). T, Baker.

= Agua deionizada

- Acido acélico glaciat ).T. Baker.

= Acelato de sodio ).T. Baker.

« Cloruro debenzalconio, (estindar de referencia marci SIGMA ),
- Formlacion pliccbo

« Formulacion pomada

7.2 MATERIAL

« Matraces voluméiricos de 250 ml. Kimax
«Matraces volumétricos de £00 ml. Kimax

- Vassos de precipitado de 150 mil, Pirex

- Pipetas volumétricas de 15 ml. Pirex

« Pipetas volumeétricas de 10 mi, Pirex

« Probetas de 50 ). Kinax

- Probetas de 100 ml, Kimax

- Probetas de 250 nil. con tapdn esmerilado. Pirex
= Cuba pira badto de hiclo.

= Embudos de tatle conto. Kintax

- Papcl filtro (Whalman) No, 4

« Agitador nuigndtico,

- Mctbranas Millipore de 0.4 miceas de tipo hidrofilicas.

21
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EQUIPO

= Parrilla de calentamicnto con agitacion,
- Bado ultrasonido,
- Boinba de vaclo (qucrs).

-+ Cromatografo de liquidos de alta resolucion

WATERS 600,

» Detector de longitud de onda variable modelo 400E.

= Integrador Hewictt Packard modelo HP 3396A.

- Columna Walcrs ciano (CN) de 15 cim de longitud.

- Potencidmetro Beckman,

» Eloctrodo de combinacion relicnable con inedio
cclda de plata-cloruro de plata.

CONDICIONES EXPERIMENTALES

Preparacion de solucioncs;

22

Solucion buffer de acctalo de sodio 0.1 M a pH 6,-Pesar 3.4 gr. de acctalo de sodio; colocar en un malriz
volumétrico de 250 ml, adicionar 100 ml de agua y disolver, Licvar al aforo con agua y mezclar. Ajustar cf pH de la

solucion a 6.0 con Acido acdlico glacial.,

Mezcla dsuwuinol.- mezclar cn una proporcion( 20:80) agua y elanol para nndlisis.

Fase mdvil.- Mezclar en una proporcion( #0:20) acctonitrilo CLAR y solucién de acctalo de sodio 0.1 M pit 6 cn uma
probeta con tapdn csmcrilado, Fillrmr 1a fase mévil a través de una membrana de 045 micras de didetro de poro y

degasificar en bafio ultrasdnico o con agilidn y vaclo por § minutos.




Solucitn stock de cloruro de henzakeonio :

Pesar con exactitud cf oquivalenie 1 45 mg de cloruro de benzalconio y transferir cuantitativiiente o un matriz

volumétrico de 100 mi disobver con wuna mezcla agua-clanol (20.80), Hevar a volumien con cf misio disolvente y agitar.

Prepavaciin ded estdndar:

Adicionar 15 il de la solucidn stock de clarwro de benzalconio deniro de wn vaso de precipitado de 150 mi,
adiciondo 50 mit de l mezcla apua-cianal (20:80).

Preparicion de fa mwestra;

Adicionar ¢l conicnido de por fo menos 3 tubos de pomiadi deniro de un mostero de porcekim, mezclar hasta
homogeneizar.

Pesar con exictitud el equivalente 4 2 gr. de pomadit dentro de un vaso de precipitido de 150 mi, adicionar 10
il de ls solucion stock de cloruro de benzatconio y 5t i de i miezcha agua-clanol.

7.3, PROCEDIMIENTO

Colocar en una parnilla de calentamiento @ 70 grados centigrados las preparaciones, agitar con barra magnétici
durante 15 min, Enfriar 8 temperatura ambicnte y colocar env un baito de hiclo por 10 min,, filtrar in solucion  trvés de
papel ikt de poro cermdo ( Whatman No 4), recibir ¢f fittrado e un matrdz volumétrico de 100 ml,

Adiciénar al vaso de precipitado de 150 w30 nd de la mezcla ngua-cranol (20:80) y colocar ¢l vaso cn la
parritla de calentamicnto. Agitar con barra nugnética por (l(l min. Enfriar ks solucion a temperatura asnbicate y colocar cn
buito de hiclo por 10 min. Filtrar la solucion a través del mismo papel fltro wcibiendo f filtrado cn ¢l misino mariz
volumdtrico de 1K) ml., enjuagar ol papel filtro con 10 mi de mezela agu-clanot, levar a volumen con la misia mezcla y
agiar. Filtrar Ja sobucton a través de membrapa tipo 1IVLP de 0.45 micras de didmetro de poro.
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Tuyectar la solucion cstdndar por duplicado o hasta que Ja diferencia de Jas droas de Jos picos no sci mayor al 2

%, Continuar de la misma manera con la solucion muestra. Al final deberd inyoctarse Ja solucion estindar para
compiobar la estabilidad del sistema,

CONDICIONES DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO.

Fase mévil: solucitn de acctato de sodio 0.1 M pH 6 y acctonitrilo cr una proporcién 20140

Columna; Ulrasphere ciano : Waters de 1S om de loagitud por 3 micras de tumudo de pasticuls.
- Vel. flujo: 0.5 mYmin,

; ~Presidn: $00 pei

= Deteccidn: 262 sun.

- Sensibilidad: 1.000 AUF

- Val. de inyeecion: 20 nl,

Consdiclones det integrador:
i Vel de carta (CHET SP): 0.3 cvinin, *

© .« Acnuacidn (ATT2): 2
~ Aimplitud dot pioo (PK. WD): 0,16

« Area de rochazo 20000
4 ' -PKTHRSH: 4
: . taiegracida por drcas,

; : "Tiempo de retencidn 6.0 min
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7.4, VALIDACION DEL METODO ANALITICO

Lincalidad del sistema :

Realizar una curvi estindar de concentracion contra respuests utilizando un rango de concentraciones de 70, 80,
100, 130y 120% de acucrdo i T camtidad cliquetida en cf marbeie para cloruro de benzaleonio. Analizar por triplicado
cada nivel de concenlracion, en base a unit sohucion palrén concentriuda, )

Linealidad del método :
Realizar ua curva de calibracion graficando cantidad adicionada contra cantidad recuperada |, wilizando un
rango de concentracioncs de 70, 80, 100, 110 y. 120 % dc acucrdo a lo diquctado cn cf marbeie para clomro de

benzalconio. Analizar o 100 % por sextuplicado’y las demds concentraciones por triplicado utilizando mucstras de
placebo cargado n partir de una sohicién pateon concontradks, '

Exactitud :

Toma los resultados obtenidos en la lincalidad del indlodo pero expresados cn porcentaje recuperado.

Reproducibilldad

Analizar la formulacion de la pomad por 2 analistas en'2 dias difcrentes , por tnpliau!okul 100 %
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Kopecificidad :

Para determinar log pbsiblcs productos de degradicion que interficran con ¢l método nnalitico, someter : placcbo,
formulacion y activo s condicioncs de degradicion :
- Medio dcido: 0.5 ml de dcido clorhidrico + 5 il de agua delonizada. pH = 12
« Medio bdsico: 0.5 ml de hidrdxido de amonio + 3 ml d agua deionizada, pH =11-12
= Oxidacion: 0.5 mi de agua oxigenada (perdxido de hidrogeno) + 5 il de agua deionizada
~Temperatura ; Colocar mucstras solus 3 55 a 60 grados centigrados.

= Luz solar: Exponcr mucstras de c/u a w2 solar aprox. de 15 a 20 dias.

Para todas las condicioncs ( menos 1a solar) colocar e un vaso de precipitados de 150 i la muestra y exponer a
una lemperatura dc 60 grados contlgrados cn una cstufa. para su posterior andlisis de acucrdo nl método establecido. Lecr
las mucsiras a 2 longitudes de onda de 262y 254 nm.



8.- RESULTADOS

LINEALIDAD Y PRECISION DEL SISTEMA.

Se determind construyendo una curva de calibracion de concentracion contra respucsta medida, wtilizando 5
concentracioncs obicnidas de una solucion stock, analizindose por triplicado cas uno de los niveles de concentracion
propucstos; 70, 80, 110, 120 % y por sextuplicado el 100 % de fa concentracion del activo en L solucién final a analizar

de acuerdo al nélodo establecido.

Los resuitados y bos parimetros estadisticos cvaluados se presentan o continuachon;

CONCENTRACION

RESPUESTA
(ncg / ml) (AREAS)
15.820 682560
15.820 670750
15.820 674370
18,080 787455
18.080 778330
18,080 766400
22600 969630
22600 948690'
22600 951440
22.600 962520
22600 948680’
22600 968680
24.860 1057000
24.860 1061700
24.860 1065800
27.120 1129000
27120 1165500
27120 1145750




i e

« INTERCEPTO (b) = 20786

- PENDIENTE (m) = 41570

- COEF. RELACION (1) = 0.9981

- COEF. DETERMINACION (12) = 0.99%62
- ERROR EST. REGR. (Syx) = 10405

~ PEND. RELATIVA (PR) = 09776

= INTERVALO DE CONFIANZA PARA INTERCEPTO
20786 +- 30025 9239 A S081l

~PRUEBA DE HIPOTESIS PARA EL INTERCEPTO
texp. = 14677 { lablax(16, 0.978) = 2.12

- PRECISION (REPETIBILIDAD) AL 10 %
N= 6 -

X= 956607

S= 8984

CV= 094%

La grdfica se mucstra cn ba figura No. 7

AREAS

08+

o7+

0.5 bbb e e o
s 7 19 3 % A

CONCENTRACION (mcg/ml)

FIGURA 7 Lincalidad del sistema para cloruro de beazalconio,
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- LINEALIDAD Y PRECISION DEL METORC).

Sc delerming construyendo wia curva de calibracion de cantidad adicionada contra cantidad recuperada,
ulilizndo placchos adicionados de cantidudes conocidas correspondicnies a 70, 81), 100, 110 y 120 % de cloruro de

benzalconio, hacicndo ) andlisis por triplicado ,

Pasa determinar fa procision del método al 100 % el andlisis se deteemin por sexplicado de acucrdo al método

desarrollado.

- EXACTITUD DEL METOBO

Para cvaluar la exactitud se utilizan los resultados de la lincalidad del método expresados ¢ % rocuperado.

Los resulados y pardmetros estadisticos cvakiados s¢ prescntan 4 continuacion:

. CANTIDAD ADICIONADA] CANTIDAD RECUPERADA
(g) {mg) (%)
6,090 6.052 99,38
6.090 6.0% 100.00
6.09% 6.145 100.90
6,315 6.342 100.43
6315 6.398 10131
6.3!5 6,300 99.76
6.760 6.724 99.47
6.760 6132 99,59
6,760 6.830 101.04
6.670 6,759 99.99
6670 6.790 100.44
6.670 6.707 99,22
6,990 6.992 100,03
6.990 6.981 99.87
6.990 7.016 100.37
7.210 M 99,54
7.210 7370 102,22
7.210 7.9 99.74




- Raactitud y precisidn deld método analitico,
- REPETIBILIDAD AL 100 % (exactitud )

No, OBSERV. = G
MEDIA = 49.96 %
DESV. ESTANDAR = 062
COEF. DE VARIACION= 0.62%

- REPETIRILIDAD DEL METODO
No, OBSERV. = 18
MEDIA = 10018 %

DESV, ESTANDAR = 076
COEF. DE VARIACION= 0.75%

=~ INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA MEDIA

10018 4+~ 03757 9981 A 10.56%

-PRUEBA DE HIPOTESIS PARA LA MEDIA

texp =1.0257  ttablas(17, 0.975) = 2.1100

LINEALIDAD DEL METODO ANALITICO

- = INTERCEFTO (b) = £H0270
-PENDIENTE (im) = 1.0059
- COEF, RELACION (1) = 09910

" «COEF, DETERMINACION (s2) =~ 0.9822
. -ERROR EST. REGR. = (Syx) = 0.0848

-INTERVALO DE CONFIANZA PARA EL INTERCEPTO

L0 - 0481272
03082 A 0458

~PRUEDA DE IIPOTESIS PARA EL INTERCEPTO

toxp. =-0.1188  tublas(ls, 0.975)=2.1200
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-INTERVALQ DE CONFIANZA PARA LA PENDIENTE

LOOSHT  +/- 007393
093193 A LO79%0

-PRUEBA DE HIPOTESIS PARA LA PENDIENTE
texp. =(.1682  {tablas(16,0.975) = 2,1200

La grifica sc mucstra cn la figura 8.

mg. recuperados
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184
75
72
s.ﬁ
66

3

6.1 L

"

-+

[

62 64 67 69

mg adicionados

t

4

FIGURA 8. Lincalidad de} método para cloruro de bemzakonio en una pomada.

- REPRODUCIBILIDAD

El andlisis se delermind por triplicado, por dos malistas, cn dos diss diferenics, utilizando producto terminado
para su cvaluacion, los resultados sc mucstran en by siguiente tabla:

DIA ANALISTA 1 'ANALISTA 2

1 98.93 98.92
102,56 100.95
98,64 99.06 .

2 100,81 100,95
99.76 101,31
100,99 99,98
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RESULTADO PROMEDIC = 100.23 %
DESVIACION ESTANDAR= LIS

COEFICIENTE DE VARIACION= 1.15%

A

L

TABLA DE ANDEVA

FUENTE DE SUMA DE GL. MEDIA DE F (cal) F (0.98)

VARIACION | CUADRADOS CUADRADOS
DiA 1802 I 1.802 5472 161.45
ANALISTA 0.01S I 0.0}5 0.048 163.45
INTERACCION 0.323 I 0.323 0.187 532
ERROR 13.863 8 L1733 .
TOTAL 16.004 11

ESPECIFICIDAD

Para comprobar fa especificidad del método anafltico se someticron - mucstras a diftrentes condiciones de

degradacion , tas cuales sc preseatan en b siguicnie tabla:

confinucion;

Los resdidos de [us mucstrs” degradadas evaluadss a dos difercnics longitm de onda sc muestran 4



Los resullados de las mucstras degradadas cvaluadas a dos difercntes - longitudes de ondid s¢ mucstran a

DESCRIPCION CONDICION TIEMPO
Materia prima Temp. 55°C 48 horas
Hel /55 °C 48 horas
NHA0M / 85 °C 48 horas
Perdxido 55 °C 48 horas
Luz solar 720 horas
Formulacién Temp. $5°C 48 horas
Hel /7 55°C 48 horas
NH40H / 55°C 48 horas
Peréxido 55 °C 48 horas
Luz solar 720 horas
Placcbo Temp. 55°C 48 horas
Hel 1 55°C 48 horas
NH40H /55 °C 48 horas
Peroxido 55 °C 48 horas
Luz solar 720 horas

conlinuacion:
CONDICION Long, 262 Long. 254 . RELACION DE

\ (Area) (Arca) AREA -

P.A. Luz 824126 641780 1.284
Temp. 849782 662030 1.283

HCl 888880 713040 1.246

NH4 833730 - 673960 1,237

H202 808155 644880 1.253

MTRA. Luz 967728 799760 1.225
Temp. 833957 681320 1.224

HCI 1012873 830090 1.220

NH4 758992 609850 1.244

H202 764167 597860 1.228

CV.=1978

33
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APARIENCIA

Las mucstras expucstas a dcgnﬁhcibn de oxidacion y medio bisico sufricron cambio fisico tormando de color
blanco a café oscuro, Las demds mucsiras no presentaron cambio alguno, En la figurss 9 y 10 s¢ mucstran los
cromatogramas de las mucstias sometidas a degradacion:

6.310 6.300
3545 3 “8 : ;
)
Jhw J’“‘M :
CIONMCI i
FIGURA 9. Cromatogramas de mucstras sometidas a degradacion cn medio dcido. ]
) [
{
i
1553 26 i
t
5290
8200

|

M POMANA © FORMULACIONMNHA

FIGURA 10. Cronatogramias de mucstras sometidas a degradacion en nidio bisico,
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1.500 6.365

6.306

3.570

IF- IF sTOP
m Lr-* , o

PLACERO M. PRIMA - FORMULACION

FIGURA i1, Cromatograms corresponadicaies u placebo, nuiteria prima y formulacion en condicioncs pormales,
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9.- ANALISIS DE RESULTADOS

Lincalidad del sistema.

Para determinar la linealidad del sistema se construyd grdfica de concentracion contea respucst, apreciando en
los resultados que se obluvo un cocficiente de corrclacion y de determinacion cerca de fa unidad cstos dos paimetros, por
otro lado el intervalo de confianza para el interoeplo incluye el cero y con i prucba de hipdiesis se confirma al ser menor
1a t calcutada a La ¢ de tablas, encontridose una relacién allamenie significativa en donde ¢l modelo lincal se representia
de mancra correcta.

Para la repetibilidad al 100 % obscrvarmos un coeficiente de variacion menor ul 2 % lo que nos indica que no

existe gran variabilidad cn los datos obicnidos dado que al obscrvar los resultados os valores se aproximan entre sl, no
cxisticndo gran dispersion cnire cllos.

Lincalidad del método,

Esta fuc realizada graficando cantidad adicionada contra cantidad rocuperada y en los resultados s aprecia que

¢l valor para cl intcrocplo sc apmxinui a ccro , asi como cl intervalo de confianza incluye al cero, confimuindose con la
prucba de hipdiesis al obtencr una 1 calculada menor a la t de tablas, por otro lado cl cocficicnte de corelacion |y ¢l de

determinacion se aproximan a L unidad igual que para la pendicnic, incluyendo cn ¢l intervalo de confianza a la unidad,

y a su pracha de hipaesis accplable, sicndo que cin ¢l método cxistc una relacion altamente significativa de cantidad -

adicionada y cantidad recuperada, presentindose cl modclo fineal de manera corrcta,
Analizando Ia procision del nétodo obiciicmos un cocficicnic de variacion menor al 2 % indicando que no by

gran variabilidad en los datos cumpliendo con fos crilerios de precision,
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Reproducibilidad.

Se llevo a cabo por 2 analistas, en 2 dias diferentcs; ¢l analista no presenta efecto sobre L valoracion y o exisie
¢fecto en los dias para un analista, asf como para la interaccion, leniendo un coeficicne de variacion menor al 2 %.

Expecificidad,

Para determinar 1 especificidad del método analilico se somelicron wuestras a difercntes condicioncs de
degradacion, al obscrvar los cromalogrumas s licnen productos de degradacion en medio bdsico y en medio oxidativo, sin
cembargo ¢l método cs capaz de scparar ¢l compucsto de interds, obscrvandase Lambién cn s aparicncia un cambio do
coloricion, las mucstras analizadas sc llevaron a cabo a dos longiludes de onda de 262 y 254 i encontrando que I
relacion de Arcas ¢s seincjante lo que asegura que ¢l pico cn ¢f cromatograma solo le correspande a ¢f cloruro de

 benzalconio, teniendo un cocficicnte de variacion tolal de relacién de dreas menor al 2 % especificado para CLAR.
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10.- CONCLUSION

El nétodo xmumico desarrollado para determinar cloruro de benzalconio cumple con los criterios de validicion ‘

para un método, resultando ser lincal, exacto y especifico en Ly formulacion de uta pomada, por lo que ¢l método cs
confiable para wilizarse e ¢l lsboratorio de contro) de calidad y para monitorcar la concentracion del activo en csiudios
de cstabilidad. .

11, - RECOMENDACIONES

- Se recomicnda que ¢l ndiodo analltico desarrollado sea trabajado de acuerdo o las condiciones que s
catablecicron para ¢l método, ya que la cantidad o cuantificar es muy pogucia presente cn La ponada o ungilento.
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ANEXO No. 1

CRITERIOS DE VALIDACION DE METODOS ANALITICOS (7)(8)X9)

En esta parte se describen Jos criterios para evaluar a linealidiid del sistema , exactitud, lincalidad y precision del
método. con estos pardmctros se determitia del miétodo amalitico su exactitud y variabilidad. para saber si est cs confiable

0 no, desde el punto de vista estadistico.

LINEALIDAD DEL SISTEMA

La lincalidad del sistema de medicion consiste en I relacion que se establoce, entre Ja cantidad de activo y una
propiedad biologica, fisica o quimica, mediante una recta.

Experimentalinente se delcrming preparando una curva de calibracion a partir de una misna solucion patron,
ulilizafdo cuando menos 3. diferentes niveles de concentracion y haciendo cl andlisis por wriplicado para cada

concentracion.

Ahora bicn, ¢l inlervalo de concentraciones a analizar dependerd del propdsilo del método y siempre debe de
incluir ¢l 100 % de activo establecido para o mictodo analilico.

CRITERIOS
#) La relacién cntre la concentracion y la propiedad medida debe ser altamente significativa r = 0,99
b) La ordevada al origende la regresion lincal simple, debe ser estadisticamenc jgual a cero b =0,

¢) El cocliciente d¢ determinacion de ta relacion dincal simple, debe ser mayor a 0.98 y/o la falta de ajuste a la relacion

- lincal simple, no debe ser estadisticaniente significativa.

Para los crilerios antcriores se reafiz o siguicnte:



1) Tabular los resultados en base al siguiente formato;

Nivel de concentracion de propicdad medida
La solucion patrén (X) )
Xi YiL Y2, Yie
X2 Y21, ¥22,.., Y2t
Xt Il Y2, Yir
Dondc 1= nimero de diluciones.

r = nimero de replicaciones (ploplud.ld wedida) de cada concentracion.
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Para proceder a los cdlculos, es necesario que ¢l nimero de replicaciones por conceniracion scan caquivalentes.

2) Citlculos preliminares

Y X=r(X1+ X2+..X1)

Y X =P VI20 Ve Y21 Y2240 20+ YO+ V24 Vi

Xt=r(X1+ xz'+.,.X4')

T =PI+ V12 4 VI V28 4 P22 4, 02 4 K 4 2

Y XY= XUV U124 Xir)+ X2V 204 Y224, X 2r) 4. Xi(YiL 4 Y12 +.Yir)



3) Cibeulos finak's

e r(Zar)-(SxNEY)
n(¥x)~(Xx)

be Y—»!Z.\’!
r

o rEHEE

i(Ex)-(Sx) r(Zr)-(2H)

Intervako de conflanze para o intercepto (b )

112
b+4(0.95,n-2)SY/X)= [_L ‘2»1}
¥ Y

r/(Z(X/— )

sm:[zw—(bxzr)w(zw)J"’

f .

y 112
r
SP1x=|
[(rl)-—Z]
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10.95%(w-2) = es 1a "1" de student determinada a partir de tablas @ un 98 % de significancia.

T(x-x)=3x _Q’XY_

"

Ervor estindur relativo (ES.R.)

ESR = i)—,.—;—{ Este valor debe ser menor a 0.03,

PRECISION DEL SISTEMA

La precision del sistema s¢ define como la concordancia relativa cntre mediciones repetidas independicntes, de
una misma propicdad bajo las misnias condiciones (repetibilidad).

La precision de) sistema se determina por andlisis por sextuplicado de una miisma solucion de- referencin
correspondicnte al 1K) % establecido en 1 lincalidad del sisiema, '

CRITERIOS

El coeficicntc de variacion dobe ser nenor o igual a 1.5 % para

este criterio s¢ realiza lo siguicnic:
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1) Tabular bos resaitados
Yi+¥24Y3.Mn

2) Cikeulos preliminarcs
T¥=P 24PN

PREEI NI LIRS S

Donde n=n
Desviacion estandar (DE) :

{r)-(ry

i D. ;3‘-

(-

‘. 3) Calculos flaakes

Cocficlente de variacién (CV) :

v =2'1xmo

P Y

2

3 LINEALIDAD DEL METODO

La tincatidad del método de medicion cs L relacién que sc establecs entre fa cantidad de farmaco recuperado y ¢
valor real de la cantidad de fimuco adicionado.

Esta lincalidad se determing experimentalmente con placcbos cargados, cadi une de manera independicnte, se
preparan 6 diferentes niveles de concentracion por sextuplicado cada uno. ‘
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El interyalo de concentracioncs a analizar dependersd del proposito del miétodo y debe de levarse a cabo por un

mismo analista cn las mismas condicioncs de bpcmibn.

CRITERIOS:
a) La rclacidn lincal simple de camidad adicionada contra cantidadrecuperada, debe ser altamente significativa, ¥ miyor o

igual 2 0.99.

) b) La ordenada ol origen de Ta relacion lincal de la cantidad adicionada contra cantidkt recuperada, debe ser
' cstadisticamicnic igual a cero, b= 0.

<) La pendiente de Ia relaci6n lincal do i cantidad ndicionada contra cantidad rocuperda, deb ser estudisticamente igual
alm=l,

d) La desviacion cstindar de regresion y la desviacion estindar del crior puro, debe de cumplir con los requisitos
cstablecidos pan ol principio de medicion y/o para la utilizacion del método de medicién.

Para los criterion anterioves sc realiza Jo siguiente ;

; * 1,- Tabular los resultados con basc al siguicnlc formato ;

-

CANTIDAD ADICIONADA ' - CANTIDAD RECUPERADA TOTAL
X) Y) (Yo

2.- Calcular fa suma de la cantidad adicionada ( X), suma decuadrados de la cantidad adicionada ( X'), suma de ki
’ cantidad rocuperada ( Y), la sumna de cuadrados de Ia cantidad recuperad( Y), surta de producto de la cantidad adicionada

por la cantidad recuperada ( XY) ( los calculos preliminares se realizan igual que para b lincalidad del sislma),
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La suma de cuadrados totales( Y1) y determinar ¢l niimero de cantidades adicionadas ( 1), ¢l niimero de

o

i

replicacionics por la camidad adicionad:s (1) y el nimero de pares ordenados (n).

3.- Caleular ¢l valor de la pendicnte (in) y el valor de I ordenada al origen (b):

HEM)-E )
AZX)-(

m=

po i -M2)

Construir L tabla del andlisis de varianza,

4.- Calcular 1a suma de cuadrados de regresion (SCr) y la suma de cuadrados del crror de regresion (SCer) :

SCr=n{y, XY )+ "(Zy)_[ﬁ]

n

SCer=Y1? -‘n(z w)-y3)



'
i
i
!
i

3.~ Caloular la suma de cuadrados del ervor puro (SCep) y ta suma de cuadrados de T falta de ajuste (SCh) ;

SCfa=8Cer-SCep

16

Tabla de andlisis de varianza
FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE F
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS
REGRESION 1 SCr SCr SCr
o N ——————
MCer
ERROR DE N2 $Cer SCer Mce
REGRESION MCer= Ff
cgler MCep
FALTA DE (0-2)1 (1) SCfa SCfa
AJUSTE MO amsmessssncnninne
Bif
ERROR PURO 1{r-4) SCep SCep
MCep=essmnnessncansans
glep '

6.~ Deicrminar cn Ja tabls de disiribucion F loy valores para F

(glr, gler; al 0.00) y F (glf, gler; a1 0.05).
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7.~ Establecer ha decisidn en base a la siguieate regla:

a) 8i Fr ¢s nuayor o igual a F (glr, gler; al 0.01), existe una relacion allamenic significativa entre Iy cantidad adicionadss y
1a cantidad recuperada,

b) SI Fr cs menor a F (glr, gler; al 0.01), no existe un felacion alamente significativa entre la cantidad adicionada y la
cantidad recuperada,

c) 8i Ff'cs mayor o igual a F(glf, glep; al 0.05), existe falta de ajuste a L relacion lincal simple.

d)Si Ff cs menor a F (g, glep; at 0.05), no existe falk de ajuste a la relacion lincal simple.

§.- Calcular ¢ coeficiente de determinacion (R )

o] AE)- (29
X)) ) (T

9,- Comatruccion del intervalo de confianza para la ordesuda al ovigen:

@) Caloular la desviacion estindar de regresion (SY.X):

oy \I12
SY.X=(§9—”1)
’ gler

b) Calcular la desviacion csiindar de la ordenada al origen (sb):

kv
sh=sy X=| Mg X

" (E0)HZY



) Determinar en fa tabla de distribucion *1" de studen, ¢l valor para 1 (0-2,0,975).
d) Caleular ¢l intervalo de confianza para la ordenasda al origen (1Cb) :

1Cb = bt -2, 0.975%(Sb)

10~ Construccién del intervaky de confianzi para la pendiente :

a) Caleular Ja desviacion estdndar de la pendicnte (Sm)

BY TR 9 ] i

(Z’f“) (Z x)

b) Caleular ¢} intervalo de conflanza par la pendiente (ICm):
1ICm = m -+ I-2,0.975 (Sm)
EXACTITUD

La exactitud es la concordancia absoluta entre ¢l vitor de una propiodad medida cxpclimcmalnwm (estinmador)

y su valor real de referencia (pardniciro).

Para determinar 1 cxaciitud del miétodo, s¢ pucde tomar Jos dalos de 1 lincalidad del método de cantidad

rocuperada y pasarlos a porcentaje recuperudo.

CRITERIOS
) E} intervalo de confianza para I wedis debe de incluir ¢l 100 %

b) El cocficiente de variacion tolal debe ser menor al 2 %



ESTH TESIS wo prar
SR DF 1A epusares |

9

FPara estos crilcsios se realiza lo siguiente:

1.~ Tabular los resultados de porcentaje recuperado (Y),

2.- Calcular 1a suma de porcentaje rocuperado (ZY) y determinas ¢} nimero de recobros (n) asi come 1 suma de

cuadrados et porceniaje rocuperad (Y1)

3.» Caloular 1a media aritmética (Y) y 1 desviacion cstdndar (DE) del porcemaje recupessdo.

4.- Determirar en ks bl de distribucion "t" de student of valor dc in-1, 0.975.

.- Calcular cl intcrvalo de confianza para Ly media del porcentaje recuperado:
1c5Y +~ 01,0975 DE
n

6.~ Caloular o oocficiente e variacion total (CV):

CV=Q;-,{"-xlOO x 0
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ESPECIFICIDAD
La especificidad delermina si el método nnalitico s especifico con fos producios de degridacion del activo o

componentes de I formulacion es decir se confirma si el meétodo cs capaz de solamente cuantificar al producio de interds.
A

Si 1o seeucila con los productos de degrudicion sc somete a que ¢l producto s¢ degrade, Se sugiere que L
degradacion sea tal ue la concemtrcion del aclivo de interds esté disminuido en un 10 2 30%, eslo sc logra somcticndo cf
aclivo, st conto el plicebo y fornmkcion, a condiciones de degradacion, Las condiciones de degraducidn se establecen de
acucrdo a las propicdindes fisicoquimicas del activo y de ln formmlacion misma,

Una vez que se lienen produclos de degradacion de scr posible Labra que scpararlos por CLAR.
CRITERIOS
Verificar que cada producto de degradacion se encuciire separado del activo, Para mélodos por CI.AR s muy
importasie cumplir con esle criterio, ya que a pastir de esta infornucion s clige cf oompucslo de referencia intema,
REPRODUCIBILIDAD
Determiina e grado de reproducibilidad al hacer mediciones repetidas independientes. ‘
La reproducibilidad se deterinina por lo mienos con 2 analistas en 2 dias diferentes, analizando muestras por

tripticado. Sc debe de trabajar de mancea independicaic Las muestras del producto cercana al 100 % de la concentracidn
cslimada, ‘ '

CRITERIOS

) El cocficiente de varincion tolal debe ser menora 2 %.
b) La reproducibilidad enire analistas y 1 reproducibilidad entre dia-analisty debe satisfacer los requisitos establecidos al

construir un tabla del andlisis de varanza,
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Para los criterios anteriores s realiza lo siguiente:

L.~ Tubular los resultados cn base al siguientc formato :
ANALISTA

DIA |

DIA2

2.+ Caloular La surna e L combinacioncs: Avalise-dia (¥), suina pers cada asalista (¥7.), fa suma toal e los dtos
(V..) y1a suma de cada datoclevado al cuadrao (333 Yk )

Yy=Yijl+ Y2+ Vi3

N=3rir2i

Y.=VL4r2,

(Zzzryk)=(n L) +(r112)} +(113) +(n21) +(1122)° + (1123)' +(r211) +(r212) +

(Y2|3)"+(Y22l)’v+(Y222)’ +(r22)’



i

3.-Caleular fa suma de cuadrados ded analista;

sa,JZYi.,)’ )

d(r) d(r)a

T = Ninero de replicaciones
d= Niuncro de dias
a = Nimero de analistas

4.- Calcular fa suma de cuadrados del dia anidado en el analista (Scd):

s*c1=(-z—-——lzmz' &)
o r d(r)

5.« Calcular la suma de cuadrados del crror (SCe) :

SC‘*(ZZZYU}M

52
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FUENTEDE | GRADOSDE SUMA DE MEDIA DE Feal
VARIACION LIBERTAD | CUADRADOS | CUADRADOS
ANALISTA gla=a-1 sCa MCaSCagla  MCa
“-.Mc.d
DIA gl = @ 1)a scd MC=SC/ghd Mo
R
ERROR gle=(r-Nad SCc MCe=SCe/glc

6.~ Sc establecen decisiones ©

a) Si Fa cs mayor o igual a F (gls, gld; 0.05), ¢l método analitico no ¢s reproducible por Jos analistas .

b) Si fa cs nenor a F(gla, gld; 0.05), ¢l método analitico cs reproducible por los analistas.

¢) Si fd cs menor a F(gld, gle; 0.05) ol méiodo cs reproducible cn distintos dias por un analista.

d) Si s Jo conirario ¢l método no cs reproducible en distintos dias por un analista,
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7.~ Caleulr ¢l cocficiente de variacion total (CV) :

(7I’=£;$xloo x 100

o (ZITN

H

DE= “(ZZZ Yijkz).- (ZZZ YUk)z v
7‘ n(n-1)

n= w(dyr

NOTA: Los cdiculos y resultados para la validacion del método analitico fucron realizados por medio de un programa )

estadistico claborado en Lab, Columbln SAdeCV,
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