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NO DESISTAS.

Cuando vayan mal las cosas
Como a veces suelen ir
Cuando ofrezca tu camino
Solo cuestas por subir.

Cuando tengas poco haber
Pero mucho que pagary
Precises un reir
Auln teniendo que ltorar,

Cuando ya el dolor te agobie y
No puedas ya sufrir
Descansar acaso debes
ipero nunca desistir!

Tras las sobras de la duda
Ya plateadas, ya sombrias
Puede bien surgir el triunfo
Mo el fracaso gque temias.

Y no es dable a tu ignorancia
Figurarte cuan cercano
Puede estar el bien que anhelas y
Juzgas tan lejanos.

Lucha pues por mas que tengas
en la brega que sufrir
Cuando todo este peor
Mas debemos insistir.

Rudyard Kipling
Escritor britanico.
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1. INTRODUCCION ]

La sulfametazina sédica es uno de los farmacos de eleccidn para el tratamiento de
coccidiosis en cabras. Una de sus formas de administracion es por bolos de liberacién
controlada. Para producir una respuesta adecuada durante un fiempo prologando es
necesario que el bolo libere fa sulfamstazina de tal manera que se logre un nivel de
concentracion optimo y se mantenga durante el tiempo adecuado del tratamiento.

Para evaluar la eficacia de los bolos es necesario determinar su biodisponibilidad. Para
realizarlo se deben estimar las concentraciones de sulfametazina en plasma de cabra, por
lo que es indispensable un método analitico que permita la cuantificacion en plasma con
precisién, exactilud, especificidad y reproducibilidad. La cromatografia liquida de alia
resolucidén es adecuada para este tipo de evaluaciones; sin embargo es importante la
preparacién del plasma antes de su analisis cromatografico ya que no es conveniente que
s inyecte directamente porque puede obstruir las tuberias, filtros y columna del sistema
cromatografico por su alto contenido de proteinas.

Dada la importancia que tiene determinar a bicdisponibilidad de sulfametazina en cabra
se desarroll6 y validé un métode analitico para cuantificaria en plasma de cabra utilizando
para el andlisis la cromatografia liquida de alta resolucion.

&l presente reporte se dividié en cuatro capitulos.

En el capitulo | se describen las caracteristicas fisicoguimicas de la sulfametazina
(Solubilidad, punto de fusién, constante de acidez, constante de particion, caracterfsticas
espectrofotométricas), asi como las farmacocinéticas (la velocidad de eliminacion, sus
productos y mecanismo de biotransformacion). También se encuenfra los métodos
reportados para cuantificar Sulfametazina por Cromatografia Liquida de Alta Resolugion
(CLAR) y los méiodos para preparar muestras de origen biclogico como plasma, suero,
leche y orina. Tal informacién ayudd a seleccionar las condiciones de analisis para la
sulfametazina en plasma de cabra por Cromatografia Liquida de Alta resolucién, para lo
cual se utilizo el equipo cromatografico Waters® (modelo ).

El capitulo Il contiene el desarrolio del método analitico para cuantificar sulfametazina en
plasma Este a su vez se divide en dos partes. En la primera parte se estudio el efecto de
la variables que podian afectar la extraccidn en fase sélida de fa sulfametazina en plasma
de cabra. Las variables estudiadas fueron: la velocidad de Flujo con ia que se hace la
extraccion, el volumen de plasma, la naturaleza y el pH del eluyente.

En la segunda parte se estudio la composicién de la fase movil y su efecto sobre la
pureza del pico cromatografico de sulfametazina.

El capitulo Itl contiene los procadimientos que se aplicaron para la validacion del método
analitico desarrollado. En éste se presentan los resultados de la validacion y su discusion.
Las caracteristicas que se evaluaron del métado fueran linealidad, precisién, exactitud,
reproducibilidad, repetibilidad, limite de deteccion y cuantificacién. La estabilidad de la
sulfametazina en plasma y metanol a temperatura de refrigeracion.

Finalmente en el capitulo IV se presentan las conclusiones basandose en los objetivos
propuestos.



2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Desarrollar y validar un método por Cromatografia Liquida de Alta Resolucidn para

cuantificar sulfametazina en plasma de cabra.

OBJETIVOS PARTICULARES:

Determinar las condiciones de preparacién de la muestra de plasma de cabra para el

analisis cromatogréfico.
Seleccionar las condiciones cromatograficas para cuantificar sulfametazina en muestras

de plasma de cabra.

Validar el método cromatografico establecido.

OBJETIVO SOCIAL:

Disminuir la enfermedad de coccidiosis en cabras y por consiguiente aumentar la

produccion de carne caprina,

OBJETIVO ACADEMICO:
Eacilitar a los estudiantes de la carrera de Q.F.B. entender como se desarrolla y se

validan métodos bioanaliticos para estudios de biodisponibilidad y farmacocinatica.
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CAPITULQ . Marco Tedrico

1. CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS

DE LA SULFAMETAZINA
(Florey, K. 1978 p 403,408}

SINONIMOS:
Sulfametazina
. Sulfadimerazina
Suifadimidina
Sulfamidina
. Sulfadimedtilpirimidina
4-Amino-N-(4,6-dimetil-2-pirimidinil) bencenosulfonamida
N (4-6-dimetit-2-pirimidilisufanitamida
4,6-Dimetil-2-sulfanitamidopirinidina.

FORMULA CONDENSADA:

PESO MOLECULAR:
278.33 gimol

ESTRUCTURA QUIMICA;

o @

APARIENCIA, COLOR Y OLOR:
Es un polvo blanco o blanco amarillento, casi Inodero, el cual puede obscurecerse por la
exposicion a la luz. Presenta un sabor ligeramente amargo.

ESPECTRO ULTRAVIOLETA:

la sulfametazina en solucién acucsa a un pH de 6.6 muestra dos picos unc a 241 nm
(£, = 670} y otro a 255 nm.

! 2 sulfametazina en solucion con NaOH muestra dos picos a 243 y 257 nm con E™,,, de
765 y 776 respectivamente.

SOLUBILIDAD:
Casi insoluble en agua, soluble 1 en 120 de etanol, 1 en 2500 de éter y 1 en 500 de
cloroformo, soluble en acidos minerales diluidos y en salucianes acuosas de dlcali

(hidroacidos y carbonatos).

RANGO DE FUSION:
Segtin ia USP XIX el rango de fusion para la sulfametazina es de 197-200°C utilizando el

procedimiento 1

d
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Figura 1. Espectro ultravioleta de solucionss acuosas de sulfametazina en agua {(—F
en HCI 0.0AN (... ), ¥y e 0.01 N de NaOR (.

CONSTANTE DE DISOCIACION:

CH; -Na®
1(}13
T l pKa=7.4+0.2

Cli

CHiy
T i pKa=2.65+02

Chy

+
N H3~©~SOZNH ‘@ 4
CHy



CAPITULO L, Marco Tednco

2. FARMACOLOGIA DE LA SULFAMETAZINA

2.1 CARACTERISTICAS FARMACOCINETICAS
DE SULFAMETAZINA,

ABSORCION.

£l paso del sitio de absorcion a sangre para las sulfonamidas es gobemado pot la
difusién pasiva. La velocidad a la que se dé estd absorcion, esta influida por diferentes
factores como el grado de ionizacidn, [a lipofilicidad del farmaco, area y vascularidad del
sitio de absorcién y fiberacion de la formulacién. Las sulfonamidas se absorben en el tubo
digestivo con mayor rapidez y de modo mds completo en los carnivoros que en os
herbivoros. Los compuestos pirimidicos como ia sulfametazina se absorben bien.

La biodisponibilidad y la velocidad de absorcion de [a Sulfametazina varia marcadamente
cuando el farmacn es administrado al ganado vacuno en diversas formas de dosificacion.
La Sulfametazina es absorbida rapidamente cuando es dada oralmente como una
solucién y en bolos de rapida desintegracion; pero es absorbida mas lentamente cuando
se administra en polos de liberacién controlada.

La hberacion de sulfametazina desde los bolos de liberacidn controlada es un factor
limitante en la velocidad de absorcion para la Sulfametazina. Boot, N. en 1988 reporta los
siguientes datos de biodisponibilidad de la Sulfametazina: 94% para solunion, 78 para
bolos de rapida desintegracion y 43% para bolos de liberacién controlada

La absorcion de la sulfametazina en fos animales enfermos puede ser diferente a fo
abservado en animales sanos de la misma especie. Bl rumén en éxiasis, producide con
atropina reduce marcadamente la absorcion de la sulfametazina administrada oralmente a
ovejas La diarrea incrementa la velocidad de absorcion de [a sulfametazina en becerros
alimentados con leche. Sin embarge, la fiebre inducida por pirdgenos ro altera ta
velocidad de absorcion de la sulfametazina administrada oralmente a cabras.

DISTRIBUCION.

Los niveles maxinios sanguineos de [a sulfametazina se presentan generaimente de 2-3
horas después de su ingestion; lo cual se ve influenciada por el estado de ionizacion de la
sulfonamida, vascularidad de los tejidos especificos, la presencia de barreras especificas
de la difusidn de sulfonamidas (Booth, N. 1988 p 787-788). En un estudio que se realizo en
cabras enanas en Africa la sulfametazina fue encontrada ligada a proteinas
principalmente a albimina en un 58.9 + 3.6 % (Shetty y Asuzu,1989 p 928-932 ), dentro de
este ostudio se menciona que la sulfametazina por poseer un valor de pKa (7.4)
semejante al valor de pH del cuerpo puede ser distribuida mas eficientemente, pero se
encontré que presenta menor uniformidad en la distribucion debido a gue por estar en
mayor proporcion unida a proteinas preserta una menor disponibilidad para cruzar por
difusion la membrana celular Para ser terapéuticamente activa una sulfonamida por [o
comun debe alcanzar una concentracién de 8-12 mg de farmaco libre por 100 mi de
sangre (Katzung, B 1984 p 539). La distribucion de las sulfonamidas en varios fejidos v
fluidos ocurre como resuftado de una difusion pasiva (Booth, N 1988 p 787-788)



CAPITULO I. Marco Teénco

BIOTRANSFORMACION

La sulfametazina sufre acetilacion en el higado aproximadamente de un 70 a 90%, las
enzimas que catalizan la acetilacion se encuentran en las células parenquimales del
higado. De este porcentaje acetilado un 30% se encuentra en sangre y un 60% se
encuentra en orina, estos porcentajes varian de acuerdo a la especie animal. El
compuesto acetilado es terapéuticamente inactivo y ligeramente soluble en orina.

La biotrasformacién de la sulfametazina ha sido estudiada en varias especies. en
Humanos, ganado, gallinas, conejos, cerdos, caballo, cabra, mono y rata ((Florey, K.1978 p
403,408)

EXCRECION

L.a sulfametazina es excretada principalmente por orina debido a que sus compuestos
acetilados son salubles en la orina. Su excrecion guarda una relacién estrecha con el pH
y el volumen de orina excretada; si los fluidos tubulares tienen un valor de pH entre los
dos pkas de la sulfametazina (7.4> pH »2.6) se favorece la formacion de su forma no
ionizada facilitando su reabsorsion y disminuyendo su excrecion, mientras que, a valores
de pH extremos (7.4<pH<2.6) favorecen su ionizacion disminuyendo la cantidad
absorbida y excretandose. Ofro factor de igual importancia en la excrecion es el grado de
“depuracian renal’ el cual es la cantidad de sulfametazina excretada por los glomerulos y
no reabsorbida por los tibulos (Booth, N. 1988 p 787-788). En pequefias cantidades se
excreta en la bilis, jugo pancredtico, jugo intestinal, salva y leche. En un estudio

(Witkamp,R.1993 p 55-62) se reportd, el efecto del sexo sobre el ty, (tiempo de vida media)
de la sulfametazina en cabras, para cabras hembras el t,, es de 2.13 + 0.8 y machos de
8.7+ 3.0 horas.

2.2 CONCENTRACION EN LA SANGRE DE LAS SULFONAMIDAS.

Se necesita un rivel optimo de sulfonamida en la sangre para producir la respuesta
terapéutica adecuada. El nive! no debe ser demasiado bajo, porque la accidn
antibacteriana disminuida puede permitir que el organismo patoégeno adquiera resistencia
al farmaco. Tampoce debe ser un nivel demasiade alto porque puede producir efectos
toxicos. No es posible fijar las concentraciones necesarias de sulfonamidas en la sangre
para la accidon antibacteriana, porque la susceptibilidad de las bacterias patdgenas varia
entre limites amplios. Generatmente, se aceptan valores dptimos que producen efecto
terapéutico suficiente. Se estima una concentracién de 8 a 15 mg/100 m! de sangre para
el tratamiento de la mayoria de las infecciones con sulfanilamida, sulfapiriding,
sulfadiazina, sulfamerazina y sulfametazina en humanos y de 5mg/100ml en animales
{Brander and Pugh, 1871 p 369).

Dentro de ciertos limites la concenéracién de sulfonamidas en la sangre es una medida de

la dostficacion. La efectividad de las sulfonamidas va a depender de factores tales como:
el porcentaje de farmaco unido a proteinas, la biotransformacién del farmaco y el
mecanismo de defensa del huésped.
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2.3 RELACION ESTRUCTURA ACTIVIDAD
(Goodman, G. 1982 p. 1088)

SULFAMETAZINA

§ /CH3
NH, SO,NH <© >
NN

CH;

La sulfametazina deriva de )a estructura general de las sulfonamida, el acido sulfanilico y
es ésta estructura la que reline los requerimientos quimicos basicos y minimos para su
accion antibacteriana.

El grupo para NH, de la sulfametazina es esencial para [a maxima actividad
antibacteriana.

El grupo SO,NH, no es esencial para la actividad antibacteriana, en forma original, pero
el atomo de azufre si lo es; éste debe de estar ligado al anillo bencénico directamente,
Por poseer la sulfametazina un anitlo heterociclico (pirimiding) sustituido en NH presenta
mayor potencia antibacteriana y menor toxicidad con respecto a aquellos principios
activos que no lo poseen.

Si se sustituye un hidrégeno de cualquier carbono del anillo bencenico se obtienen
compuestos Inactivos.

2.4 INDICACIONES TERAPEUTICAS PARA LAS SULFONAMIDAS
(Cuellar, © A.1986 p 103-108)

Las sulfonamidas han sido recomendadas para la prevencidon y/o tratamiento de la
coccidiosis en ganado. La sulfametazina es un activo de alta degradacion agonista de
Streptococos y E. Coli, pero con actvidad adicional en Stafilococos, Salmonella y
Pasteurella. Bl hecho de gue el tratamiento sea exitoso depende de que la poblacion
infectada sea sensible al tratamiento y las concentraciones que se logren en sangre y
tepdo, asi coma de (as defensas celulares y humorales del hospedador, Clinicamente las
sulfonamidas han demostrado mejores resultados cuande son administradas durante
estados de infeccién aguda, porque durante este periodo los mecanismos de defensa
humoral y celular del hospedador estan movilizados y actlian conjuntamente con los
efectos del farmaco: debido a esto 1a terapia con sulfonamidas en infeccion cromica no es
recomendable.
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2.5 GENERALIDADES SOBRE LA COCCIDIOSIS
(Quiroz, R.1984 p 130, 135)

Conocida también como entertis o diarrea sanguiclenta es una enfermedad infecciosa
parasitaria debida a la presencia y accion de protozoarios del genero Eimeria. Se
caracteriza por diarrea, con sangre y anemia. Ataca la |uz del tracte gastrointestinal
provocando destruccion de células y tejido. El dafio fisico causado a las células epiteliales
del intestine provocan nterferencia en la absorcién de nutrientes tales como aminoacidos,
carbohidratos, minerales, etc. Generalmente, se presenta en animales jovenes {(de cuatro
a seis meses de edad) en forma aguda, mientras que en los adultos es cronica.

La pérdida de peso ocurre por {a disminucion en la absorcién de los nutrientes, pero
tambign por la pérdida de agua, sangre y tejido. Como resultado, se retarda el
crecimiento y generalmente se requiere un periodo largo de tiempo para que el animal
alcance un peso especifico y por lo tanto requiere de mayores cantidades de alimento.
Entre los agentes terapéuticos recomendados para el tratamiento de la coccidiosis se
utiliza la sulfametazina,

Esta enfermedad es comin entre las cabras, que la contraen al absorber las larvas
infestantes mientras estan pastando.

3. DESCRIPCION DE LA MATRIZ MUESTRA

El plasma se obtiene por la adicion de anticuagutante (EDTA) en la sangre seguido de
una centrifugacién {15 min x 3000 rpm) y separacién del sobrenadante el cual estd
constituido por plasma.

El plasma de cabras es incoloro, ligeramente amarillo. El color amariflento se debe a la
bilirrubing, en menor grado a los carotenas y ofros pigmentos provenientes de la dieta del
animal (French, M. 1975).

Los valores aproximados de algunos componentes del plasma sanguineo de cabra se
mencionan en |a Tabla |.

Tabia |. Compenentes plasmaticos de la cabra
(French, M. H. 1975)

COMPONENTE mg/100ml
Asparagina 1.0

Ac. Aspértico 0,1-0,2
Glucosa 50-80
Acetato 411
Propianato <Q2
PROTEINAS mg/100ml
PLASMATICAS

Fibrindgeno 600
Albfimina 3960
Globulina 2710
Proteinas 6670
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4. PREPARACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS PARA EL

ANALISIS CROMATOGRAFICO.
(McDowall, R. 1989 p 3-58)

La preparacion de ia muestra es una etapa decisiva en todo método de andlisis en
espacial en la determinacion de microcomponentes {trazas) y en los casos donde la
matriz que rodea al analito es muy compleja.

Los tejidos , la leche, heces, sangre, plasma u orina son matrices biologicas. Estas, estan
constituidas de compuestos inorgédnicos y organicos tales como carbohidratos, lipidos,
proteinas y minerales.

El tratamiento de la matriz bioldgica involucra uno o mas pasos de separacion con el
objeto de eliminar el mayor nimero de impurezas y compuestos extrafios a la sustancia
de interés. En principio, se pueden seguir dos caminos: a) remocisn de la mayoria de
impurezas de |la muestra, b) separacién de las sustancias de interés de la muestra. En
ambas ocasiones se comhbinan para mejorar los resuitados,

Ef tratamiento de una muestra bioldgica puede tener diversos objetivos. Estos incluyen :

o Remover proteinas o material no proteico que puede interferir con la determinacion del
analito.

e Remover el material no deseado, si ! poder de resolucion de fa columna
cromatografica es insuficiente para separar todos los componente de la muestra
completamente o en un tiempo razonable,

« Remover el material que podria afectar [a resolucién cromatografica o reproducibilidad.

+ Solubilizar los compuestos de interés para ser inyectados bajo las condiciones
cromatogréficas preestablecidas..

« Concentrar al anaiito dentro de los limites de deteccion de un instrumento a utilizar.

« Diluir para reducir a fuerza del solvente o evitar fa incompatibilidad de solventes,

e Remover el material que puede bloquear tas filtros, valvula, columna, o tuberia de un
aparato cromatogréafico

« Estabilizar el analita para evitar degradacion hidrolitica o enzimatica.

Una vez definido el { o ios) objetivo (s), es necesario seleccionar el método mas
apropiado para preparar la muestra y éste dependera de diversos factores como son:

« Las propledades fisicas y quinicas dei analito.

La concentracion del analito en la muestra.

El tipo de matriz involucrada.

Forma en la que se presenta el analito en la muestra.
Caracterfsticas del método para cuantificar ef analito.
Tipo de detector de la sefial analitica.

Objetivos del método de analisis.
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Ast la naturaleza de la muestra como los factores anteriormente deseritos dictan el modo
basico de preparar |a solucién a inyectar. Si la muestra es liquida puede, como primera
aproximacion, inyectarse directamente con una previa fitracion, en cambio si es sdlide es
necesario molerlo y homogenizarlo apropiadamente. Posteriormente las sustancias a
analizar presentes en la matriz deben solubilizarse en un solvente adecuado. Estos
solventes deben seleccionarse por su poder sclubilizante de! analito y su bajo poder
selubilizante de los componentes de la matriz de la muestra ¢ de aquellas sustancias que
puadan dafar las columnas o el equipo cromatagrafico.

Tanto para la preparacion «de la muestra, como para posteriores pasos de purificacion
pueden utilizarse todas las operaciones conocidas de la guimica analifica como son

Dilucion

Precipitacion de proteinas
Filtracion

Ultrafiltracién

Dialisis

Extraccion Liguido - Liquido
Extraccion en Fase Sélida

A continuacién se describe cada uno de ellos.

4.1 DILUCION.
(McDowall, R. 1989 p 3-58)

Este método es utilizado cuando un analito se presenta en una concentraciéon demasiado
alta o cuando el sistema de deteccidn es especifico (detector de flourescencia, indice de
refracclon), entonces se hace una dilucion de la muestra y este procedimiento es el mas
sencilio en la preparacion de las muestras para el analisis.

El liquido utilizado para la dilucion de la muestra puede ser agua, buffer, o un solvente
organico, el cual se adiciona a la muestra y si es necesario se centrifuga para remover
particulas de materia: El liquido de dilucién puede tener diversas funciones, reduce las
sefiales dadas, que son debidas a material endégeno en la matriz, reduce ia viscosidad o
fuerza idnica de la muestra, asegura la compatibilidad de la muestra can la fase movil si el
método de andlisls es por CLAR, ¢ rompe los enlaces débiles entre el analito y las
proteinas del ptasma.

4.2 PRECIPITACION DE PROTEINAS.

La remocién de proteinas por desnaturalizacién o precipitacion es un método efectivo
para muestras de sangre completa y plasma E! objetivo principal de esta técnica es
remover proteinas que pueden precipitar cuando se encuentran en contacto con la fase
movil v bloguear {a tuberia e incrementar la presion del sistema o deterioro del
funcionamiento de la columna de CLAR
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Algunas ventajas de esta técnica son la velocidad y |a sencillez a la cual [a muestra puede
ser preparada, sin embargo, las desventajas son: la pérdida del analito por fa inclusidn de
éste en el precipitado y la estabilidad a valores de pH bajos cuando se utilizan acidos
fuertes. Si el sobrenadante es inyectado directamente hacia el sistema de CLAR éste
debera ser compatible con la fase movil; pero si difiere mucho de ésta, es necesario
empiear una solucion capaz de amortiguar el valor del pH. El tipo de agentes mas
comunmente usados para precipitar proteinas son. &cidos, sclventes organicos, sales
inorganicas y tonas metdlicos (McDowall, R 1929 p 3-58).

En uh estudio realizado por Blanchard,J (1981, p 455-460) sobre agentes precipitantes de
proteinas se demostrd que el acide fricloroacético al 10% (p/v) ¥ el acido perclorico al 6%
(pAv) son muy eficientes para precipitar proteinas (aprox. del 99.8% al 98.3%), sin
embargo, el valor det pH del sobrenadante obtenido es muy bajo (1.4 a 2.0) y el analito
debe ser estable para estas condiciones,

Durante ia precipitacion de proteinas se diluye el analito y en consecuencia serd
necesaria una operacién para concentrar la sustancia de interés para ser analizada.

4.3 FILTRACION
(Quattroceh), O. 1992 p211)

Tanto las muestras como los estindares al inyectarlos en un sistema cromatografico
deben estar totalmente libres de particulas en suspension ya que las particulas presentes
en las muestras pueden rayar los sellos del inyector o bloquear algun componente del
equipo por lo tanto es necesaria |a fittracion para evitar dicho problema. Esta se realiza en
filtros desmontables o fijos que contienen membranas de 0.45 6 0.22pm de un material
apropiado; estos filtros se seleccionan de acuerdo a su resistencia frente al solvente de
disolucion de fas muesiras.

4.4 ULTRAFILTRACION
(McDowall, R. 1989 p 3-58)

La ultrafiltracion puede ser usada con dos objetives; uno para medir las concentraciones
de analitos libres o no enlazados a proteinas de plasma o suero, y otro, para la limpleza
de la muestra. En la ultrafiltracion se emplean membranas en forma de cono, que se
ajustan a tubos de centrifuga; las alicuotas de la muestra son colocadas en la parte
superior de los conos y centrifugadas ligeramente Las membranas permiten el pasc a
moléculas demasiado pequenas al limite de exclusion.
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Virtualmente con este método todas las proteinas en el plasma pueden ser removidas,
pero una desventaja potencial de éste, es la union del analito a la membrana. Una de las
mayores ventajas de la ultrafiltracidn sobre la didlisis es su velocidad, especialmente
cuando la cavidad de las fibras de la membrana son usadas. La ventaja de esta técnica
sobre |a precipitacion de proteinas es su aplicabilidad a volimenes pequefios de muestra
en donde no ocurre una dilucion durante la filtracidn. La degradacién de compuestos
labiles es evitada debido a que no se manejan valores de pH exiremadamente acidos.
Por otro lado si un analito es bictransformado por alguna enzima plasmatica, la remocion
de ésta por ultrafiltracién debera estabilizarlo por la eliminacién de la fuente de su
degradacion.

4.5 DIALISIS.

La didlisis puede separar un anafito a partir de la matriz por difusion a través de una
membrana semipermeable. La membrana restringe el tamafio de molécula que puede
pasar a través de ella permitiendo que sdlo compuestos de masa molecular pequeia la
atraviesen y no permite el paso de macromoléculas al medio de dialisis. La difusion es un
proceso lento y es manejado por gradiente de concentracion fa cual continua hasta un
equilibrio establecido; por io tanto [a maxima recuperacién de los analitos en equilibrio es
el 50%, asumiendo que los volimenes de muestra y del medio de dialisis son los mismos
Sin embargo la didlisis puede ser aplicada solo a compuestos que estan débilmente
unidos a proteinas o que no encuentran unidos & estas y para los que se encuentran
unidos fuertemente a proteinas se requiere previamente de rornper su enlace. El uso de
dialisis para la preparacian de muestras podria normalmente ser desalentador porgue
puede involucrar mucho trabajo tedieso y una gran dilucién de la muestra.

4.6 EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO .

La extraccion liquido-liquido es la distribucion (particién) de un analito entre dos liguidos
inmiscibles y esta determinada por el equilibrio entre la concentracion del analito en la
fase acuosa y en la fase orgénica, La distribucion del analito entre estas dos fases sera
influenciada por los solventes de extraccién escogidos, el valor del pH de la fase acuosa,
el volumen usado de ambas fases, la temperatura, la saturacién de cada fase y la fuerza
ionica. La condicion inicial de la extraccion debera ser tal, que la sustancia a extraer sea
distribuida preferenciaimente hacia el solvente de extraccion.

Si existe una baja recuperacion det compuesto o compuestos de interés, ésta podra ser
aumentada por extracciones sucesivas de la muestra para producir recuperaciones
aceptables, pero en la practica algunas veces se usa un exceso de solvente para su
extraccion con el fin de disminuir el tiempo y conseguir el mismo resultado.
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La extraccion liquido - liquido es una técnica especial para la preparacion de muestras, es
muy versatil y existe suficiente informacion de ésta, sin embargo, es una operacion lenta
y tediosa, muy dependiente de la habilidad del operador y que estd expuesta a
numerosos problemas (formacion de emulsiones, manipulacion de grandes cantidades de
solventes toxicos e inflamables, etc.). Adicionalmente, en el analisis de trazas debe
considerarse que los solventes, por sus impurezas pueden agregar nuevos compuestos a
ta muestra y estos pueden interferir en la determinacién del analito.

En la tabla !l se describen los métodos reportados para el tratamiente de fluides
bioldgicos en los que cuantifican sulfametazina y estan implicadas las técnicas descritas
en los parrafos anleriores,
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4.7 EXTRACCION EN FASE SOLIDA.

Otra manera de extraer compuestos de interés de muestras bioldgicas, es adsarbiéndolas
selectivamente sobre fa superficie de particutas solidas. La exfracién en fase sdolida
consiste en una extraccion liquido-solido a través de una columna o cartucho empacada
con un adsorbente, El fluido bioldgico se transfiere al cartucho y los compuestos que
tienen mayer afinidad por el adsorbente guedan retenidos. Después se eluyen los
compuestes enddgenos de la matriz biolégica de tal forma que se quede retenido el
compuesto de interés en el cartucho, para posteriormente oluirio con un solvente
adecuado 2 fin de realizar su analisis.

En general la capacidad de retencién de solutos de una columna de EFS (extraccién en
fase solida } depende del tipe de material de relleno, del tamafio de la columna, del tipo
de analito y de las condiciones de extraccion.

Para ia eleccion del tipo de adsorbente es necesario considerar |a naturaleza del
compuesio de interés y de la matriz. En las tablas 1l y 1V se muestran fos adsorbentes
mas utilizados en este tipo de extracciones

4.7.1 DESARROLLO DE UN METODO POR EXTRACCION EN FASE SOLIDA.
(McDowall, R, 1989 p 3-58}

Para desarrollar un método por EFS es necesario:

1. Buscar informacién acerca de métodos de ensayo cromatograficos publicado para
estructuras similares. Si el analitc es un compuesto nuevo puede ser posible la
deduccion de las condiciones cromatogréficas a partir de estructuras similares con las
entidades quimicas ya existentes.

. Las propiedades Fisicoquimicas del analito

. Las propiedades Fisicoguimicas de la matriz-muestra.

. Las propiedades de la fase movil del Método cromatografico; ya que ésta dara
informacion acerca de las condiciones de elucidn para el compuesto a partir de la EFS
5. Evaluar la refencién del analito sobre varias fases enlazadas; si la separacién en CLAR
es por fase reversa, es importante recordar que el pH puede tener un efecto sobre la
retencién de un compuesto. Generalmente una fase estacionaria de similar polandad a
el compuesto de interés se usa con la muestra disuelta y se aplica en la columna con
un disolvente de polaridad opuesta. El analito es eluido de nuevo cambiando la
polaridad de! solvente, para una molécula orgénica refativamente lipofilica se
recomienda usar un cartuche Cig, Cg 0 C,, en un solvente polar y eluido con un

solvente relativamente no polar.

6. Comparar las recuperaciones obtenidas a partir de matrices bioldgicas y de soluciones
estandar.

7. Los voltimenes de elucion deben ser optimizados, con el fin de no obtener demasiado
diluido el analitc. :

8. El tamafio del adsorbente puede ser optimizado, por ejempio si se requiere una
cantidad de adsorbente de 100 mg es necesario considerar el tamario del cartucho can
motivo de facilitar el manejo, tener volimenes de elucion pequefos y mejorar la
economia. .

En el diagrama de flujo (Fig. 3 ) se ilustran los pases secuenciales para desartollar u

método de extracién en fase sdlida.

BN
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Tabla ll. Materiales de relleng de los carfuchos en fase sdlida,
representan fases ligadas (Quattrocchi, O 1992 p 211).

“tos indicados con *

TIPODERELEEND, o ¢ et 0 1o o 7 T GARABTERISTABAS. - . %)
Diamino® -(CHz)aNHCH CH,NH, Intercambiador anidnico débil
Amonio cuaternario*  -(CH,},N*(CH,),Cl- Intercambiador aniénico fuerte
Acido carboxilico® -{CH,)COOH Intercambiador cationico debil
Acido sulfénico* -CeH4-50,0H Intercambiador catiénico fuerte
Aldmina Sorbente polar

Florisil Silicato de magnesio activado |Sorbente polar

Silica gel Sorbente polar

Tierra diatomea Sorhente polar

Ciano* ~{CH,);CN Sorbente de polaridad media
Amino* ~(CH,};NH, Sorbente de polaridad media
Fenilo* -CgHs Sorbente no polar

Octilo* -CgHy7 Sorbente no polar

QOctadecilo® -CsHsy Sorbente no polar

Tabla IV. Adsorbentes mas comunes y sistemas de preparacion (Quattrocehi, O. 1882 p

211).
e MA‘] "ERIAL . Juio s E %NATURA LEZA ACTEIV@&CENDE” SOLVENTEDE -
DB REI.‘TLENOg N %[ *DETAMATRIZ, | *LAICOLUMNA BLUCION
Sustanci 1 Metanol / Acetonitrilo
Ce/Cy ustanclas no polares Metanol o mezclas de éstos con
Sustancias jonizables en Acuosa
C, L Agua agua o buffers de pH
su forma no ionjzada
adecuado
sili Solucion en
e - . solventes no Ctoroformo Solventes polares
Diol Sustancias polares
CN polares Hexano Metanol
Aceites
. Buffers de alta fuerza
. Soluciones acugsas s
Aniéni Aniones de baia fi Metanol ionica y p!lf adecuado,
ronice Carboxilatos/Sulfonatos .g Juerza Buffer S6lo o en mezclas con
rontea Metanol / Acetonitrilo
Soluciones acuosas Buffers de alta fuerza
Cationi Cationes d bc; afi Metanol idnica y pH adecuado,
atanico Aminas © J Jfuerza Buffer 3610 0 en mezclas con
dnica e
Metanol / Acetonitrilo
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Figura 3. DlAGRAMA DE FLUJO PARA DESARROLLAR UN METODO POR
EXTRACCION EN FASE SOLIDA (Riley, M. 1994 p139)

| Evaluar el problema de extraccion |

Evaluar los requisitos para el analisis

Caracterizar la muestira

CONCENTRACION REQUERIDA

+Cudl es la concentracion del analito en la
muestra?

¢ Qué tan sensitivo es el método de deteccion?
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1. Especificidad del método de deteccion?
(Cuales son las inlerferencias potenciales?

LIMITES EN LOS SOLVENTES

2 La elucidn acuosa es acepiable para el
método de deteccioi, o se requiere la elucion
con solventes volatiles?

v

ANALITO
Peso molecutar, grupos funcionales,
polandad, solubiiidad, pa

MATRIZ-MUESTRA

51 se va a extraer sin modificar

51 se va a liberar de una matriz sdlida (por
homogeneizacion, digestion, centrifugacion,
sonificacibn)

St se va reducir [a fuerza de la solucion matriz
(pH, Fuerza idnica, efc)

St se conocen las interferencias potenciales
en la matriz.

INTERFERENCIAS
Peso molecular, Grupos funcionales,
polaridad, sclubilidad, pKa.

PROPUESTA DEL METODO PREELIMINAR
Seleccion del modo de extraceion. <
Seleccién del adsorbente de extraccion
Seleccion del Solvente de elucion,
Seleccion del volumen de muestra.

OPTIMIZACION DEL METODO

Extraer el analito a partir de una seclucidn estandar sin la matriz

3l

Verificar la elucion y extraccidn del ( los) analito (s) a partir de la matriz compleja
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v

NO

’

Sl

NO

Validar el método




CAPITULO I. Marco Tedrico

4.7.2. METODOLOGIA PARA LA EXTRACCION EN FASE SOLIDA.
(Quattrocchi, G, 1992 p 211)

Para ia preparacién de las muestras por extraccidn en fase sdlida (EFS) se ufilizan los
pasos que se describen a continuacién

Activacién de la columna . Esta operacion tiene por objeto solvatar los grupos
funcionales del materal de relienc de la columna. Los analitos no pueden nteractuar
con &l relleno de la columna si sus grupos no se encuentran totalmente “activados”,
especialmente en el caso de las cadenas del material de relleno de fase reversa que
deben “estirarse” para lograr la interaccion. Se realiza fluyendo metanol u otros
solventes menos polares como acetonitrilo o tetrahidrofurano,

Lavado. Esta operacidn se realiza haciendo pasar a través det cartucho agua grado
Cromatografico o un apropiado amortiguador de pH. Este removerd los excesos de
metanol y preparara la superficie para la muestra, Este solvente debe ser tan similar
comoe sea posible en polaridad, fuerza idnica y valor de pH de la muestra que va ser
extraida.

Aplicacién de la muestra. La muestra se aplica en la columna utilizando un fiujo
determinado (tipicamente 1 a 10 mi/min); este paso debe efectuarse lentamente
porque caudales demasiados rapidos a través de la columna pueden producir una
menor interaccion entre los analitos y el material de relleno, que conducen a bajas
recuperaciones de analito. Las muestra bioldgicas son generalmente viscosas y
cuando sea posible deberdn ser diluidas. La seleccidn det solvente de dilucién
depende del modo de trabajo que se seleccione:

. Aplicacion de la muestra en un solvente fal que permita la elucion del analito y la

retencion de impurezas cuyo comportamiento sea muy afin a la columna. En este
caso la preparacion de la muestra finaliza con esta operacion.

. Retencion del analito en la columna utilizando un solvente con el cual no eluya el

analito. Este método es el mas habitual y puede utilizarse para la preconcentracion
de muestras pasando grandes volumenes a fravés de la columna. En este casec la
preparacién de la muestra debe continuarse como se describe en "lavado de la
columna”
Lavado de la columna. Esta operacion se refiere a la eliminacién de las impurezas
retenidas del paso anterior. Utiliza un solvente apropiado que remueva selectivamente
compuestos endogenos de la muestra. El lavado de la columna no es indispensable,
pero en general es recomendable porgue produce muestras mas “limpias”, con menos
sustancias gue interfieran en el subsecuente analisis.

Elucién del analito. Finalmente el analito se eluye con un solvente tal que posea fa
fuerza de elucion apropiada utilizando para ello desde 5 hasta 20 volimenes de
columna,

En la figura 4 se ilustra el procedimiento descrito

En la tabla V se muestran los métodos reportados por extraccion en fase sélida para
cuantificar sulfametazina en diferentes muestras biologicas
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4.7.3. MECANISMO DE RETENCION EN LA EXTRACCION EN FASE SOLIDA (EFS).
(McDowall, R, 1989 p 3-58)

En la estructura siloxano de los enlaces de silica existe una capa permanente de
moléculas de agua que solo es posible remover con calor; las cadenas de los enlaces de
silica resalian de esta capa ¥ entre ios enfaces se encuentran interdispersas molécuias de
agua y el solvente de acondicionamiento {ver figura 5). Esta configuracion es controlada
por solvatacion: Las cadenas estdn mas extendidas conforme el contenido organico
aumenta y se encuentran contraidas cuando disminuye. Este comportamiento de
aumento y contraccién de las cadenas ocurre durante las etapas de aplicacion de los
solventes en la extraccidn.

La extraccion en fase solida tiene lugar mediante mecanismos de sorcien-desorcion de
los analitos en la superficie del material activo. La retencidn obedece a una particién.

Existe un equilibrio entre la concentracion del analito en la fase estacionaria [Alg, v Ia fase
movil {Aly,, es decir:

A ~—— [Alm

para gue el analito presente se retenga en la columna este equilibrio debe estar
desplazado hacia la izquisrda, mientras que para conseguir fa glucion del anafito en
cuestion el equilibtio debe desplazarse hacia la derecha

El analito puede enlazarse a la fase sélida por un nimero de diferentes mecanismos tos
cuales son los mismos que para la cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR). Por
ejemplo puentes de Hidrégeno, interacciones dipolo-dipolo, Fuerzas de dispersion
hidrofobica e interaccidn electrostatica. Algunas o todas estas fuerzas estan involucradas
durante una exiraccion; es el dominio de estas fuerzas lo que determinara la especificidad
de! método desarroilado.

Figura 5. Superficie del enlace de silica solvatada. Los circulos mas obscuros representan
moléculas de solvente organico, los claros representan moléculas acuosas y la figura gris

representa los enlaces unidos a la silica, los cuales pueden ser Cqg, Cg efc.
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REUTILIZACION DEL CARTUCHO

McDowall (McDowall, R. 1989 p 3-58) indica que algunas publicaciones mencionan la
reutilizacién de cartuchos de fase sélida hasta 10 veces, esta se practica algunas veces
por razongs econdimicas pero debe ser cuidadosamente evaluada ya que los resultados
no son del todo confiables. La reutilizacion de fase silica enlazada inevitablemente afecta
su selectividad por el recubrimiento de la fase enlazada con constituyentes endégenos del
plasma.

APLICACIONES DE EXTRACCION EN FASE SOLIDA

Las principales ventajas de [a extraccidn en fase sdlida son la selectividad debido a fa
amplia variedad de fases enlazadas, disponibles en el mercado, la velocidad y el menor
tiempo para la preparacién de un gran nmero de muestras al dia y hace frente a un
amplio intervalo de anafitos de polaridad distinta.

Una desventaja es la necesidad de centrifugar a bajas temperafuras y deshieler las
muestras de plasma antes del analisis para remover fibiina y otros componentes que
pueden bloguear e! flujo de sclventes a través del sorbente. El operador debe
completamente concentrarse mientras extrae la muestra como sea posikle para adicionar
el solvente justo. Otra desventaja identificada es la carencia de informacion acerca de
esta técnica.
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5. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

5.1 DEFINIGION ( Yost, R. 1980 p 3-5).

La cromatografia liquida es un método fisico de separacién en el cual los componentes a
separar se distribuyen entre dos fases; una de ellas es un lecho estacionario, mientras la
otra se mueve por percolacidn a través de este lecho. La separacidén se da como
resultado de repetidas adsorciones y desorciones de los componentes a lo largo del lecho
estacionario, alcanzandose la separacion gracias a las diferencias en ios coeficientes de
distribucion de los distintos componentes de la muestra.

5.2 EQUIPO CROMATOGRAFICO (Quattrocchi, 0. 1992 p 211},
La celumna es el lugar donde se produce la separacion, y esta se puede considerar como
el corazdn del sistema cromatografico, alrededor def cual se monta un equipo de mayor o
menor complejidad. Un equipe cromatografico en general estara constituido por:
*Reservorios de solvente gue alimenta al sistema con la fase mévil.
#Sistema que permite la introduccién de la muestra: el inyector o automuestreador.
«Sistema para forzar el pasaje de la muestra y la fase mévil a través de la
columna: la bomba.
«Sistema de monitoreo de la solucién que emerge de la columna; el detector.
sSistema de regisiro de los datos provenientes del detector. L.a sefial del detector
es siempre analdgica y puede ser utilizada tal cual por un registrador gréfico o por un
integrador, o digitafizada, para que pueda ser interpretada y procesada por una
computadora.

r, Detectar
Controlador del
Sistema.
Columna
Automuestreador
P AN
E . ; Reservarios
I -
cr——=2 N
I
— ———u il )
I=EEI'=1 -|

Figura 6. Componentes gue conforman un equipo cromatogréafico.
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5.4. CLASIFICACION DE LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA.
{ Yost, R. 1880 p 3-5)

Existen muchas maneras de clasificar la cromatografia liquida en columna. Basandose en
1a naturaleza de 1a fase estacionaria y en los procesos de separacion pueden enumerarse
cuatro tipos:

Cromatagrafia de adsorgign.
La fase estacianaria es un adsorbente y la separacién se basa en repetidas etapas de

adsorcion - desorcian.

Cromatografia de particién.
{a separacidn no se basa en la adsorcian, sino en una verdadera particidn entre la fase
movil v la fase estacionaria.

Cromatografia de intercambio iénico .
El ilecho estacionario tiene una superficie cargada idnicamente, con carga contraria a [a
de Ia muestra. Esta técnica se usa casi exclusivamente con muestras ionicas o ionizables.
Cuanto mayor sea la carga de la muestra, mas fuerte sera atraida hacia la superficie
idnica y, por tanto, mas tiempo tardara en ser eluida. La fase mévil es un tampodn acuoso,
en el que el pH y la polaridad se utilizan para controlar el tiempo de elucidn.

Cromatografia de exclusién.

Se rellena la columna con un materal que posea poros de dimensicnes comprendidas
entre ciertos limites, con lo que la muestra es retenida o filtrada, segun sea el tamario
molecular, esta técrica también es llamada filtracion sobre geles o cromatografia sobre
gel, aunque en la actualidad la fase estacionaria no queda restringida a un gel.

En cuanto a los dos primeros tipos de cromatografia , no siempre puede asegurarse cual
de los procesos implicados (adsorcion o reparto} desempefia ei papel mas importante.
Par ello, en la practica se definen dos o mas tipos, segun sea la polaridad relativa de las
dos fases: Cromatografia en fase normal y Cromatografia en fase inversa.

La cromatografia en fase normal

E| Jecho estacionario es de naturaleza fuertemente polar (ejemplo silice) y la fase movil es
apolar (“ejemplo n-hexano). Las muestras polares guedan retenidas en la columna
durante tiempos mayores que los materiales menos polares.

i.a cromatografia en fase inversa
El lecho estacionario es de naturaleza apolar thidrocarburo), mientras que la fase mobvil es

un liguido polar normalmente agua © un alcohol. En este caso, cuan mas apolar sea la
ruestra, mayor serd su retencion.
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Algunas veces se puede modificar fa fase movil para ajustar su polaridad. En fase normal
puede hacerse por adicién de una sustancia mas palar , en tanto que en fase inversa el
aditivo serd una sustancia menos polar. Algunas veces los aditivos son agregados con el
fin de controlar el pH, ya que e valor de pH de la fase mévil puede ser un parametro
critico en la retencion de solutos ionizables en la tabla VI se presentan los aditivos mas
comunes para esta técnica.

Tabla VI. Aditivos mas comdnmente usados en cromatografia liquida en fase normal y
fase inversa (Quattrocch), O. 1992:211)

ADITIVOS PARA FASE NORMAL ADITIVOS PARA FASE INVERSA
Eter etifico Metanot
Eter Propilico Acetonitrilo
Eter Isopropilico Tetrahidrofurano
Metil-terbutil éter Dioxano
Compuestos halogenados  (cloroformo, | Buffer de fosfatos
tetraclorure de carbono, acetona, } Buffer de acetatos
Alcohol isopropilico. Buffer de citratos
Hidrocarburos alifaticos. Aminas

Acidos (acético, fosférico)

En la figura 8 se representa estas dos técnicas, af tiempo que se indica el orden de
elucion de los distintos componentes de una muestra, en funcién de sus diferentes

polaridades ( Yost, R. 1980'3-5).

Figura 8. llustracién grafica de la cromatografia liquida en fase normal y en fase inversa.
Los circulos representan los tipos de compuestos presentes en la muestra y su posicion
relativa en la direccion de! flujo de 1a fase movil indica su orden de elucion.

E’g?&mommg ELUVENTE EE‘E. CIONARIA ELUYENTE
APOLAR . POLAR
S ~ CHg /
p APOLAR
POLAR £ NeCHa
0 [k n Yoms
L WCHq
- O 3 o
A " SEM . L CH SEMI FASE
N anere 3 =
R o Q)LAR MOV oty poLar | | MOV
0H CHa
B
L " CHg MUY
i (APOLARY & CHs @fﬁ !
M '
CROMATOGRAFIA EN FASE NORMAL CROMATOGRAFIS, EN FASE INVERSA,
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6. DESARROLLO DE UN METODO CROMATOGRAFICO

(Quattrocchi, O 1992 p 211).

Al igual gque en todo campo de la quimica analitica, el enfoque general en CLAR puede
tener varias perspectivas seglin la meta perseguida. Asi, en cromatografia preparativa, la
meta sera la obtencién de la mayor cantidad posible de una fraccidn determinada de alta
pureza, en la cual sea sencilia ta posterior eliminacién de la fase movil. El factor a
optimizar serd « y el parametro mas importante la capacidad de carga de la columna. En
cambio, no son tan importantes la eficiencia global (siempre que sea suficiente para la
separacion primaria), el coleo y en general fa geometria del pico. En el campo bioldgico o
bloguimico, la cantidad de muestra de la que se dispone para el analisis suele ser escasa
y la matriz demasiado compleja como para ser tratada en forma directa, constituida por
compuestos de estructura muy diversa y en muchos casos interferencias potenciales, que
en general no se consigue - ni interesa - cuantificar. En la industria farmacéutica o en
sintesis organicas, los objetivos del analisis pueden ser el principio activo, excipientes,
productos de partida, subproductos de sintesis y productos de degradacion.

Dado que el desarrollo es costoso y se invierte mucho tiempo, es preferible emplear
caminos sistematicos, efectuando los ensayos en una direccion segura o al menos con
buenas probabilidades de éxito, evitando ensayos innecesarios y documentando los
resuttados, no sélo para el desarrollo mismo sino para futuras revisiones.

Indudablemente, el primer paso deberia consistir en una investigacion bibliogréfica . Seria
lamentable invertir semanas de trabajo para llegar a conclusiones gue podrian obtenerse
en minutos de consulta en una base de datos adecuada, dirigidas al analito especifico 0 a
compuestos quimicamente relacionados que puedan aportar informacion Gtil, facilmente
transferibles al problema bajo estudio. En las tablas VI y VIl se muestran las condiciones
cromatograficas usadas para la cuantificacidén de sulfametazina en diversidad de
muestras.

La figura 9 muestra en un diagrama de flujo los pasos a segur en un desarrollo
sistematico de métodos cromatograficos

En primer lugar, deber fijarse con claridad cudl es la meta perseguida, y los limites de
dichos objetivos:

* ; Se requiere identificacién o cuantificacion?

£Cudl es el nivel presente {(macro o microcomponentes)?

£Cual es la precisién requerida?

£ Cuantos componentes se desean valorar?

;Cuantas muestras se desea procesar?

El nimerc de muestras a evaluar puede no ser relevante para pocos ensayos, pero
largas rutinas pueden indicar la necesidad de contar con equipos automaticos.

Con respecto a la muestra, es importante o conveniente conocer:

s |dentidad de componentes de interés

e Intervalo de pesos moleculares de los componentes de interés

e Estructura quimica, pKa, solubilidad, espectros UV.

* Concentracion de los componentes de interés.

e Naturaleza de [a matriz (suero, orina, tabletas, etc.)
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Figura 9. Pasos a seguir en el desarrollo de un método por cromatografia liquida de alta
resolucion {Quattrocchi, O. 1992 p 211).

infermacién
sobre la
muestra

- S [Informacibn Primariaj +«——— Objetivos
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Volumen.-masa-
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CAPITULO 1. Marco Tedrico

6.1 IMPORTANCIA DEL USO DEL DETECTOR DE ARREGLO DE FOTODIODOS EN
EL DESARROLLO DE UN METODO CROMATOGRAFICO.
{Quattrocchi, O. 1992 p 211)

Dentro de los diferentes detectores de absorcion UVAVIS podemos distinguir los
siguientes:

* Detectores de longitud de onda fija.

De Jongitud de onda vanable.

De lengitud de onda variable y programable.

Detectores por arreglo de diodos o fotodiodos.

s & @

Uno de los avances mas importantes en sistemas de deteccidn se dio con la introduccion
de los detectores de arreglo de diodos. Actualmente |a cromatografia de liquides de aita
resolucion es una técnica cuantitativa que permite definir la identidad del compuesto de la
muestra al comparar su fiempo de retencion de éste, con un compuesto estandar, ambos
inyectados en el mismo sisterna de separacion. Con este tipo de detectores se puede
disponer de barridos espectrales de las sustancias al mismo tiempo que eluyen de la
columna

Este detector tiens la ventaja maltiplex, es decir, puede medir la sefial no solo a una
longitud de onda discreta sino el espectro de absorcion completo en tiempo real, de modo
que a las dimensiones habifuales de tiempo y absorbancia, se agrega una tercera la
longitud de onda, permitiendo apreciar detalles que escapan a los detectores
convencionales. Expresado de otro modo, con un detector convencional se monitorea la
separacién a una longitud de onda, la estimada como [a mas conveniente. Finalizado el
ensayo la informacién que pudiera haberse obtenido a ofra longitud de onda estara
perdida. Con el detector de arreglo de fotodiodos se monitorea y almacena ( en un
soporte magnética) la informacién relativa a todo el espectro de absorcion, de modo que
estd informacion puede ser posteriormente recuperada y manipulada. La grafica del
especiro de absorcidn de los picos eluidos proporciona una primer aproximacion de la
identidad del compuesto.

Con el detector de arreglo de fotodiodos y un software apropiado se puede obtener
informacién adicionat para el desarrollo de un método, asi como para el estudio de pureza
de los picos de interés. La informacién que se puede obtener es la siguiente:

Superposicion de espectros
[sogramas, relacion de absorbancias,

Topogramas.
Andlisis de pureza de los picos de absorcidn.. etc.

2 & & &

A continuacion se describe cada una de estas.
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CAPITULO [. Marco Tedrico

e Isograma. Es un grafico que representa lineas de isoabsorcion en un diagrama
bidimensional {longitud de onda y tiempo).

Hinutes
a0 18 20 200 400 510 600
g 29000
E
El
Lot
5 1006

Figura 10. Cromatogramas de iscabsorcién de los estdndares de sulfatiazol vy
sulfametazina, Observe como se encuentran definidos, sin ninguna deformacion del
isograma.

Mintrtes
0306 106 150 m 2?0 3.99 S?B 400

Figura 11. Cromatograma de isocabsorcidon del estandar de sulfatiazol en plasma de
cabra, observe comoe los primeros picos cromatograficos existe una deformacién debida a
la presencia de otras compuestos, esto indica que lo dos primeros picos no se encuentran
puros, mientras que el tercero ( correspendiente al sulfatiazol ), en ¢l que no se observa
ninguna deformacién, indica que es puro.
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CAPITULO . Marco Teérice

¢ Topograma. Un grafico tipico del detector de ordenamiento de fofodiodos es el
topograma, en el cual se representa en forma fridimensionat de los pardmetros tiempo,
longitud de onda y absorbancia, Esta representacién proporciona una imagen visual
muy elegante, aunque su analisis es mas dificil y probablemente no aporta datos
adicionales al isograma. EIl topograma puede ser ampliado o reducido a voluntad.
También puede ser rotado en cualquiera de sus ejes para facilitar la visualizacién de
handas ocultas por otras bandas mayores. Topograma de la figura 12 muestra los tres
ejes asociados a esta informacion (X tiempo, Y respuesta, Z longitud de onda)

h

050

c>

000 -] vypseen

MINUTOS

Figura 12.Topograma de los estandares de sulfatiazol y sulfametazina asociando Jos tres
ejes: Minutos, nandmetros (nm) y unidades de absorbancia (UA).
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Figura 13.Topograma del estandar de sulfatiazol en plasma de cabra, asccia los ires gjes:
Minutes, nandmetros (nm) y unidades de absorbancia (UA).
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CAPITULO 1. Marco Tedrico

« Superposicion de espectros. Uno de los criterios de pureza mas difundidos consiste

en [a superposicion de los espectros de absorcion de los segmentos creciente, vértice
y decreciente del pico en estudio. En general, estos espectros se grafican
“normalizados”, es decir corregidos en su escala de modo que ocupen fa misma
proporcién de la imagen visual. Muchos paquetes de software permiten ademas el
calcule de la corelacion entre curvas espectrales, de manera tal, que permite
cuantificar el grado de similitud espectral.
Por ofra parte, es posible la comparacion del o de los espectros obtenidos en la
muestra con bibliotecas (archives con soporte magnétice) en las cuales se puede
almacenar los espectros de absorcion de lo estdndares puros, productos de
degradacion, intermediarios, etc. y el grade de correlacion espectral permite, con
ciertas limitaciones (tiempos de retencién, influencia del pH sobre el espectro de
absorcidn ete.) asumir fa identidad.

Figura 14, Superposicion de espectros. EL maximo de 285.1 nm es el espectro de
sulfatiazol, el espectro con dos maximos ( 219 y 280 nm ) es de un producto enddgeno de
plasma de cabra.

285. 1 hm

218

2804 nm

T T T T T
22000 2&0’.00 IGII;JJU 29000 30000 32000 J4000
nm

Figura 15. Superposicion de espectros. EL maximo de 285.1nm es del espectro de
sulfatiazol, el espectro con un maximo a 266.2 nm corresponde al espectro de
sulfametazina.
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Analisis de pureza de los picos de absorcidn. En este punto el software tiene la
capacidad de determinar los angulos de pureza para cada pico cromatografice, el umbral
de pureza y la maxima impureza.

Para un pico puro: angulo de pureza < umbral de pureza.

Para un pico con impurezas: éangulo de pureza > umbral de pureza.

O & anguio de pureza, indica la relativa homogeneidad espectral dentro del pico. Los
valores validos del angulo de pureza son de 0 2 90°. Un valor de 0 indica que existe
una homogeneidad espectral dentro de! pico.

[ & umbral de pureza, indica la amplitud del angulo de pureza que puede ser debido
al ruido, al solvente, al error fotométrico y a fas concentraciones de fa muestra que
contribuyen a las diferencias espectrales.

3 La méxima impureza, identifica el tiempo de retencidn en donde se encuentra la
maxima impureza.

Ademas ofra informacion adicional que el software permite es observar el pico
cromatografico gue se esta analizando con fas tendencias de pureza que se determinan.

Del software obfienen para cada pico cromatografico, un maximo de cuatro angulos de
pureza, umbrales de pureza y maximas impurezas, debido a que realiza cuatro cortes en
el pico obleniendo de estos sus espectros los cuales son comparados con el espectro que
se presenta en el maximo del pico; la diferencia o similitud que encuentra entre ellos
(considerando el ruido propio del sistema y el solvente) da como resultado el valor de
cada angulo.

Asi para un pico cromatografico puro del sulfatiazol los angulos que determina el software
son fos siguientes:

Tabia 1X. Andlisis de pureza del pico de sulfatiazol

Angulo de pureza Unmbral de pureza Maxima
impureza
0.230 t.305 3.938
0.055 1.336 4.155
0.039 1.323 4.072
0.032 1.325 3.722

Como se observa los dngulos de pureza son menores al umbral de pureza, por lo cual se
considera puro.

Mientras que para un pico cromatografico impuro (Sustancia enddgena del plasma de
cabra) los angulos que determina el software son {os sigulentes:

Tabla X. Anélisis de pureza del pico de sustancia enddgena del plasma de cabra

Gomo se observa los angules de pureza son menores que el umbral de pureza.

Angulo de pureza | Umbral de pureza | Maxima impuieza
15.884 1236 1.438
8.341 1.226 1.355
5.630 1233 1.472
0.827 1.243 1305




CAPITULQ I. Marco Tedrico

En la figura 16, Se muestra el pico cromatografico que se analizé en fa tabla iX. En éste
se muestran dos lineas. La linea puntadeada indica el pase de pureza que se realizo, y si
el pico es puro, entonces ésta debe de encontrase por debajo de la linea continua que es
debida al ruido del equipo y del solvente.

Figura 186.
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En fa figura 17 se muestra el pico cromatografico que se anafizé en la tabla X. En éste se
muestran dos lineas. La linea punteada indica el pase de pureza que se realizo: el pico se
encuentra impuro ya que ésta se encuentra por arriba de la linea continua que es debida

al ruido del aparto y del solvente.

Figura 17.
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CAPITULO I. Marco Tedrico

7. ANALISIS CUANTITATIVO
{Quattrocchi ©. 1982 p 251-253)

Después de la identificacion de los componentes de la muestra, la siguiente etapa
es la determinacion de la cantidad presente de algunos de ellos { o de todos ellos).y es a
lo que se llama anéfisis cuantitativo.

La sefial generada por el detector se transmite a los registradores o integradores.
En los primeros se Hevan a un grafico el pico y su drea y se mide manualmente, mientras
que, los segundos calculan el area o la altura de los picos y efectian una serie de
operaciones programadas generando finalmente el reporte analitico.

La integracién automatica se realiza actualmente con el uso de lfos modernos
integradores electronicos con computadoras, aungue existen otros dispositivos como los
planimetros y los integradores de disco.

l.os integradores de disco eran las mejores opciones para medir ¢l area de los
picos antes del advenimiento de los integradores digitales.

Los integradores digitales procesan la sefal proveniente de los detectores de
manera tal que se obtiene tanto el dibujo del cromatograma como las areas de los picos.

La cuantificaciéon de los picos cromatograficos puede realizarse midiendo su drea
o su altura. La mayar parte de los cromatografistas acostumbran a medir el area, aunque
se ha reportado una mejor precision midiendo la altura en lugar del area siempre y
cuando los picos sean simétricos y las condiciones de operacion se mantengan
constantes.

Como la concentracion de un analito es directamente proporcional al area que
genera, cualquier factor que modifique el valor del ancho del pico influira sobre la
cuantificacion por attura. A eficiencia constante, un aumento en los tiempos de retencidn
va acompafiado de un aumento en el valor del ancho del pico, y consecuentemente, de
una disminucion de fa altura. Asimismo, cualquier parémetro que modifique la eficiencia
de la columna modificara el valor del ancho del pico (Ver tabla XI }

En contrapartida, las mediciones de area resultan poco precisas cuando no se
puede definir exactamente la linea base. Asi, resulta mas conveniente medir altura en el
caso de picos parcialmente resusitos, de picos con tailing (coleo) muy severo (que no
puede corregirse cromatograficamente), y en el analisis de trazas si |a linea de base es

muy ruidosa.
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Tabla X!. Factores que influyen en la cuantificacion de los picos.

Variable Se mofican
Factor de | Ancho | Altura del| Area del
capacidad | del pico { pico (h) | pico (A)
(k) (w)
Composicion del solvente si si si no
Temperatura si si Si no
Compresion en Ia cabeza de la columna no si si no
Contaminacién en la cabeza de la columna no si si no

CALCULO DE LA CONCENTRACION DE ANALITO

Después de la obtencion del &rea de cada uno de los picos, fa siguiente etapa
consiste en establecer la cantidad o la concentracién de los componentes de la muestra
gue corresponden a estos picos. Segin sea el problema anatitico, el cromatografista
puede estar interesado en todos los componentes de la muestra presentss en el
cromatograma o bien sdlo en alguno (s) de ellos.

La concentracion de anslito en la muestra se puede calcular por diferentes
métodos, a saber:

7.1 Normalizacion interna.
7.2 Estandar interno.

7.3 Estandar externo.

7.4 Estandar agregado.

7.4 NORMALIZACION INTERNA.
{Yostr. 1908 p 214}

En este caso se calcula la concentracion de cada uno de los componentes de ta
muestra y se considera que:

Cada componente de la muestra da lugar a un pico

El detector da una misma area para cada componente de la muestra si estan

presentes en la misma concentracion.
SI existe un pico debido al disolvente se suele no considerar el area de este pico cuando
se calcula el total de las areas, y teher en cuenta solamente las areas de los picos gue
cotrespenden a los componentes reales de la muestra.
Si la respuesta del detector es la misma para cantidades {concentraciones) iguales de oS
componentes de |a muestra, puede suponerse que las llamadas areas relativas de los
picos (A%) son iguales a las concentraciones de los respectivos componentes de la
muestra,

39




CAPITULO I. Marco Teérico

La normalizacién se efectiua dividiendo el &rea de cada pico por el drea total (o la total
menos el area del pico del disolvente} y muitiplicando por cien:

Aq+hAg+ t A+ L ANS i A

Ci % =A%=A /=y A *100

7.2 ESTANDAR INTERNO.
(Quattrocohi O, 1992 p 251-253)

El método del estandar interno consiste en agregar cantidades exactamente
medidas de una sustancia asi denominada, tanto a la muestra como a un estandar que
contiene al analito, preparade con la misma concentracion que fa muestra.

Para determinar la concentracion de analito en la muestra se calcula la refacion de
areas de analito a estandar interno tanto en la muestra y como en el estandar y se
efecttia el cociente entre ambas. Es decir

P = (RyCs/Rg)*D*100 Ee. 7.2-1

Donde P es el porcentaje de analito en la muestra, Rm y Rs son las relaciones de area de
analito a estandar interno en la muestra y el estandar respectivamente, Cs es la
concentracion del estandar y D es el factor de dilucién.

Este método requiere de patrones de referencia, al igual que el método del Estandar
Externo, por lo cual su exactitud dependerd de la pureza de los mismos. Ademas reguiere
de uso de ofra sustancia, el estandar interno, cuya pureza no tiene gue sea tan
controlada como la del patron de referencia, pero debe cumplir con lus siguientes
requisitos:

No debe estar presente en la muestra

Debe eluir a un valor de k' cercano al analito.

Debe resolver completamente (R=z 1.5).

Debe ser estable y guimicamente inerte.

Debe responder en forma semejante al analito con el detector seleccionado.

E] método del Estandar Interno no es sensible a los errores de inyeccion debido a que
estos errores se compensan al utilizar relaciones de areas, y, en algunos casos, pueden
compensarse los errores generados en la preparacion de la muestra como ser dilucioén,
extraccién y derivatizacion.

La utiidad del estandar interno pata compensar los errores de dilucion es innegable,
aungue en el caso de la derivatizaclén v extraccion, los resultados deben manejarse con
cuidado porque es posible empeorar los resultados en lugar de mejorarlos.

El uso de estandar interno para compensar los errores de nyeccion es practicamente
obligado en CG porque el error de inyeccion es grande, perc tiene menor sentido en
CLAR donde éstos son mucho menores.
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Por atro lado, se debe considerar que se agrega un pico mas el cromatograma |
por lo cual la separacién se hace mas complgja. De todas maneras, si se desea utilizar un
estandar interno solamente para compensar los errores de inyeccidn no es necesario
aislar o adquirir sustancias semejantes al analito.

Para calcular ta concentracion de analto puede utilizarse la ecuacion (7.2-1) o bien una
curva de calibracién. Para que el primer caso sea valido es necesario demostrar que la
relacion de areas de analito a estandar interno es lineal y proporcional respecto de la
concentracion de analito.

7.3 ESTANDAR EXTERNO.
{Quattrocchi O. 1992 p 251-253)

El método del estandar externo es el método de cuantificacién mas utilizado en
CLAR. Consiste en la comparacién de estdndares de la sustancia de interés, con la
presente en la muestra, bajo el mismo ensayo cromatografico y en las mismas
condiciones operativas. La concentracién de analito en la mezcla se determina
comparando el drea del pico en cuestién con el area correspondiente al estandar de
referencia. Es decir.

P = (AqCs/Ag)*D*100 Ec. 7.3-1

Donde P es el porcentaje de analito en la muestra, Am y As son las 4reas de fa
muestra y es estandar respectivamente, Cs es la concentracidn del estadndar y D es un
factor de dilucion.

Este método requiere, obviamente, la utilizacion de un estandar de referencia y su
exactitud dependerd ampliamente de la calidad del estandar utilizando. La precision de
los datos que se obtienen depende tanto de la preparacion de la muestra y el estandar
como de la inyeccién de ambos, ya que utilizando esta modalidad de trabajo, mnguna de
las dos operaciones se compensa. De hecho, la precision de esta metodologia es muy
sensible a los errores de fnyeccion. Por ello, para mejorarla se suelen realizar varias
inyecciones, tipicamente 3 inyecciones de estandar y dos inyecciones de cada muestra.
Ademas, para evitar la falta de precision originada en las variaciones ambientaies se
pueden correr alternativamente muestra y estandar después de un grupo de unas 5 6 8
muestras.

La concentracién de analito en [a muestra puede obtenerse matematicamente
utilizando la ecuacién (7.3-1), o bien graficamente utilizando para ello una curva de
calibracién. En el primer caso para obtener resultados cuantitativos validos es necesario
que el método sea lineal y proporcionat.
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7.4 ESTANDAR AGREGADO.
(Quattrocchi O. 1992 p 251-253)

El método del Estandar Agregado consiste en inyectar dos muestras para realizar un
analisis, una de ellas es la muestra tal cual y la otra es fa muestra a ia que se le agrega
una cantidad conocida de estandar de referencia. Esta segunda se utiliza como estandar.
La concentracion del analito en la muestra se calcula de la siguiente manera:

P= (AmCs) * D00
Ams - Am

donde P es el % de analito en la muestra, Am y Ams son ias areas del analito en la
muestra tal cual y la muestra a la que se le ha agregado estandar respectivamente, Cs es
la concentracion del estandar y D es un factor de dilucion.

Este método, como el de! Estandar Externo, tiene dos desventajas: requiere el uso de un
esténdar de referencia y es sensible a los errores de inyeccion y preparacion de la
muestra. A pesar de que es mucho menos utilizado resulta €] método de eleccion cuando
la matriz de la muesira es muy compleja y lleva a cambios o deformaciones en los picos.
En estos casos suele también agregarse la matriz de la muestra al estandar como
alternativa al método del Estandar Agregado.

Con este método se puede, al igual que con los anteriores, efectuar directamente los
célculos o trabajar con una curva de calibracidn. La diferencia respecto de los otros
métodos es que en este ¢aso la curva de calibracidn no pasa por el origen y la ordenada
al arigen correspande a la concentracion de analito en la muestra.

R
E
g M+ST2
P
u
g M+ST|
T e
A M
CONCENTRACION
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8. VALIDACION DE METODOS BIOANALITICOS

Una vez desarrollado un método de analisis por CLAR, al igual que toda tecnica analitica,
debe validarse, es decir, se debe confirmar y documentar que los resultados por €l
producides son confiables.

La validacion de métodos bioanaliticos son importantes debido a que deben generar
datos confiables para los estudios farmacocinéticos, de bicequivalencia y
biodisponibilidad. La FDA ( Food and Drug Administration) establece que para todo
"método analitice usado para cuantificar concentraciones de farmaco en un fluidos
bioldgicos, deben ser especificadas caracteristicas tales como: exactitud, linealidad,
precision, sensitividad, especificidad y recuperacién (Lang, J. 1991, p 357).

En un ensayo de validacién deben considerarse los siguientes caracteristicas:
Linealidad.

Precisién.

Exactitud.

Limite de deteccion.

Limite de cuantificacion.

Especificidad.

Estabilidad de [a muestra.

8.1 LINEALIDAD.

{a linealidad del sistema o método es su habilidad para asegurar que los resuitados
analiticos, los cuales pueden ser obtenidos directamente o por medio de una
transformacidn matematica bien definida, son proporcionales a la concentracidn de la
sustancia dentro de un intervalo determinado.

Para su determinacion se prepara una serie de al menos cinco muestras con estandar
comprendiendo las cancentraciones minimas y maximas esperadas en el estudio en que
se aplicara.

Estas muestras se inyectan al menos por duplicado y se determina la curva de regresion
Y= mx + b sobre los puntos individuales, sin promediar, por el métedo de les minmos
cuadrados.

En muchos cases es interesante comparar los resultados de la recta de regresién
obtenida scbre el analito puro, con la correspendiente a analito + matriz biolégica La no
correspondencia de las rectas Indica problemas por efecto de matriz y esta relacionada
coh la exactitud del método en cuestién, Estos efectos de matriz pueden clasificarse de
acuerde a su naturaleza en aditivos y multiplicativos. Los aditivos se refieren a un
desplazamiento positivo o negativo del cero en presencia de la matriz y los multiplicativos
a un cambic de la pendiente (Quattrocchi, Q. 1992 p.313).
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Figura 18. Efectos de matriz, (a y a') aditivos y (b) multiplicativos, en comparacion con
(C) el estandar puro.

8.2 PRECISION

La precision estd relacionada con la dispersion de las medidas alrededor de su valor
promedio y corresponde al grado de concordancia entre ensayos individuales cuando el
método se aplica repetidamente a mdltiples alicuotas de una muestra homogénea.

La precision de un método analitico se debe estudiar sobre:

A) El sistema, evaluando la dispersion de al menos 6 inyecciones del estandar

B) E! métode, evaluando la dispersion de varias preparaciones de la muestra final
homogénea. La evaluacion corresponde a todo el procedimiento, desde la preparacion
de la muestra hasta la cuantificacién del analito.

La precision se expresa matematicamente como la desviacion estandar relativa (DER) o
coeficiente de variacion (C V.). La masa relativa del analito y la complejidad de la matnz
es importante en el establecimiento de la precision del método. Para el andlisis de trazas
o para el ensayo de farmacos en fiuidos biolégicos es apropiado un DER de 5% a 10% o
mayores de acuerdo al nivel de concentracidn con &l que se trabaje { tabla Xil )
{Quattrocchi, 0. 1992 p 316-317).

La precisién es una medida del grado de reproducibilidad yfo repetibilidad del método
analitico bajo las condicianes normales de operacian.

Quattrocchi (Quattrocchi, O, 1992 p 318) menciona que Horwitz encontré una ecuacion
empirica que relaciona la DER de un métedo dado con la concentracion de analito en la
muestra. Para ello se recopilaron resultados de unos 150 ensayos de interlaboratorios de
la AOAC , por lo menos de 5 metodologias diferentes (cromatografia, absorcion atomica,
espectrofotometria, bioensayos).
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La relacion hallada fue la siguiente:

DER (%) = 2{10509C)

Donde C es la concentracion del analito expresada en potencias de 10. Asi, si ia
concentracion de analito es 1 ppm (10’6), ia DER sera:

DER (%) = 2" = 16%
Si la concentracién de analito es 1 ppb (10"9), la DER sera:

DER (%) = 2°° = 45 %,

En la tabla Xl se presentan la DER de acuerde a la concentracian de analifo en [a
meuestra

Tabla XII. Relacién entre la concentracion y la precision (Croshy, N. 1995 p 80},

COEFICIENTE DE
) CONCENTRACION VARIACION (%)
1 ppb 45
10 ppb 32
100 ppb 23
1 ppm 16

A. REPETIBILIDAD ENTRE DIAS

Es la precision de un método analitico expresada como ia concordancia obtenida entre
determinaciones independientes realizadas bajo las mismas condiciones (analista,
tiempo, aparato, lahoratorio) pero diferente dia.

B. REPRODUCIBILIDAD.

Es la precisiSn de un método analitico expresada como la concordancia entre
determinaciones independientes realizadas bajo diferentes condiciones (diferentes
analistas, en et misme y/o en diferentes laboratorios | utilizando diferentes equipos, etc.)

8.3 EXACTITUD
{Quattrocchi, O. 1992 p 319-320)

La exactitud de un método corresponde a la diferencia entre el valor obtenido (media )} v
el valor aceptado como referencia. La recuperacion del analito se debe acercar al 100 %,
para considerar que este sea exacto. Sin embargo en el anélisis de trazas, no siempre se
alcanzan recuperaciones tan elevadas y se consideran recuperaciones aceptables el 50,
80 y 90%. En el analisis de macrocomponentes, en general, se requiere que el valor
medido ne difiera significativamente del aceptado como referencia.

45



CAPITULO I. Marco Tedrnco

8.4 LIMITE DE DETECCION.
(Quattrocchi, O, 1992 p 322).

Es la menor concentracién de analito que puede detectarse en una muestra, pero no
necesariamente cuantificarse, en las condiciones establecidas y se expresa en unidades
de concentracion ( ppm, ppb, etc.).

8.5 LIMITE DE CUANTIFICACION
(Quattrocchi, O. 1992 p 322).

Es |la menor concentracion de analito que puede determinarse con precision y exactitud
razonables en las condiciones establecidas y se expresa en unidades de concentracion.

Los limites de deteccion y cuantificacion pueden ser estimados de [a siguiente manera:

Construir de una curva de calibracidn a bajas concentraciones del analito
Determinar el intervalo de confianza para cada nivel de concentracion considerando
también la muestra que ne contiene el analite de interés.

« Ellimite de deteccidn: es la concentracién estimada del limite superior de confianza del
intercepto en la recta de regresion (respuesta en funcién de fa concentracion) Figura

19.
« Proponer concentraciones cercanas al limite de deteccion estimado y deferminar sus

intervalos de confianza.
o El limite de cuantificacion sera aquella concentracion que tenga un limite inferior de

confianza semejante al intervalo de confianza superior del intercepto. Figura 19. la
interseccién en

A continuacion se muestra las determinaciones de ambos valores en el siguiente grafico.

e+ D ST ]
“'\
%

D LC
Concantracidn

Figura 19. grafico representativo de la determinacion del [imite de deteccion (LD} v el
limite de cuantificacion (LC) con ayuda de los intervalos de confianza superior (ICS) e

inferior (1C1)
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8.6 ESPECIFICIDAD.

Es la habilidad de un método analitico para obtener una respuesta debida Unicamente a
la sustancia de interés y no a otros componentes de la muestra. Estos pueden ser
productos de biotransformacién del analito en fiuide bioldgico u algunos componentes
endogenos del mismo.

La determinacion de la especificidad no puede seguir modetos y depende del ingenic del
analista. El emplec de detectores de ordenamiento de fotodiodos es un apoyo que
permite determinar con mayor confiabilidad la pureza de un pico cromatografico

{Quattrocchi, 0. 1992 p 303).
Si no es posible contar con este tipo de detectores se sugiere determinarla como sigue:

» |ayectar un blanco de la matriz biolégica y demostrar que no existe ningln pico en el
tiempo de retencion donde se presenta fa sustancia de interés.

« Determinar por medio de una prueba de t si la ordenada de ia curva de calibracidn del
método es significativamente diferente de cero.

« Analizar una muestra que confenga a la sustancia de interés con los posibles
productos de biotransformacion (Karnes, T. 1991 1 422).

8.7 ESTABILIDAD DE LA MUESTRA.

Es la propiedad de una muestra de conservar su integridad fisicoquimica y la
concentracion de la sustancia de interés, después de almacenarse durante un tiempo
determinado bajo condiciones especificas.

Se determina mediante la comparacién de los resultados de los analisis iniciales de
muestras con los obtenidos de fas mismas muestras después de permanecer por un
tiempo determinado, dependiendo de las propiedades fisicoquimicas de la sustancla, en
diferentes condiciones de almacenamiento tales como temperatura ambiente,
refrigeracion, congelacién, protegidas de la luz, etc. durante un tiempo preestablecido por
el analista. Se analizan bajo las mismas condiciones de operacion, se utiliza una solucion
de referencia recientemente preparada, para cada tiempo, de acuerdo a los establecido
en el método analitico. La determinacién debe ser efectuada por un mismo analista.
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1. EQUIPO, MATERIAL, REACTIVOS Y SOLUCIONES,

s EQUIPO.
Bomba de vacio con trampa para liguidos DGP 144. Mel de México.

Equipo cromatografico marca Waters™,

* Columna Symmetry™ C,, de 3.9 x 150 mm.Part No. WAT054205
Bomba Cuaternaria Mod. 616™ Ser. No. MXSCM8678M
Controlador de 1a Bomba Mod. 600S. Ser. No. SXSKMO096M
Automostrador Mod. 717pius. Ser. No. MX60M1948M
Detector de Fotodiodos Mod. 996. Ser. No. MX5NMG882M
Computadora DELL® con procesador 486.

Software Millenium Version 2.1

L S S

Equipo para filtracion por membrana Millipore.
Centrifuga con velocidad minima de 3000 r.p.m., con rotor de capacidad para 8 tubos.

Equipo de Mili Q . Millipore,

¢ REACTIVOS

KH,PO, Grado Reactivo Marca Monterrey.

Metanol Grado Cromatografico. Marca OmniSolv.

Acetonitrilo Grado Cromatografico. Marca OmniSolv.

NaOH Grado reactivo. Marca Merck.

Acido acético Grado Reactivo. Marca Merck.

Acido fosfarico Grado Reactive. Marca

Agua con calidad de 18.2 MGem. Millipore.

Se tomara en cuerta el certificado de pureza que describe el fabricante.
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s SOLUGIONES:

Hidroxido de sodio 1.5 N

Pesar 6.00 g. de NaOH G.R. Disolver con agua hervida fria, posteriormente filfrar y llevar
a un volumen de 100 mi. Medw ¢! valor de pH.

Buffer de fosfatos (pH 7.4)

Pesar 2.73 g de KH PO, disolver con 100 ml de agua, adicionar el suficiente NaOH 15 N

hasta ajustar el pH deseado. Después llevar a un volumen de 200 ml con agua
destonizada.

¢ MATERIALES

Matraces volumétnco de 200, 100, 50, y 10 m
Pipetas volumétiicas de 1, 2, 3,4, 5 y 0.5 ml
Frascos ambar limpios.

Tubos de centrifuga con chaquetas.

Jeringas PlastiPack de capacidad de 3y 5 mi
Matraces Erlenmeyer de 250 ml.

o ESTANDARES

Sulfametazina base con pureza de 99.95%. HELM de México. Lote 0001
Sulfatiazol. Materia prima. HELM de México. Lote 12519
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L.a fase expenmental de este trabajo se desarrolld en dos etapas’
Etapa |. Desarrollo dei método para preparar muestras de plasma.
Etapa li. Desarrollo del método cromatogréfico para cuantificar sulfametazina en plasma

2. ETAPA I. DESARROLLO DEL METODO PARA PREPARAR MUESTRAS DE
PLASMA.

Como sl plasma contiens proteinas y ofras sustancias enddégenas y exdgenas que
pueden adherirse de manera permanente al empague de la columna cromatografica se
buseo cdmo separar estas sustancias de manera que no se altere las caracteristicas de la
columna de! sistema cromatografico. De los métodos reportados para preparar la muestra
se encontré que el mas adecuado para nuestras necesidades fue la extraccién en fase

sohda con Cartuchos de Octadecilsilano (Sep-Pak C+g)

2.4 Comportamiento de muestras de suifametazina preparadas en agua en e}
proceso extraccion.

En la extraccion en fase sélida con Cartuchos de Octadecilsilano se estudio el efecto de
los factores que a continuacidén se enfistan sobre el porcentaje recuperado de
sulfametazina preparada en agua:

¢ pH del eluyente de favado (Bdfer).
e Proceso de acondicionamiento (orden de adicidn de los solventes)
s Volumen del solvente de elucion {metanol).

El procedimiento gue se siguié en cada uno de los ensayos para fa extraccidén de la
sulfametazina en fase sélida se describe en la tabla Xl

Tabla XlII. Procedimiento de la extraccion en fase solida para sulfametazina en agua.

PROCEDIMIENTO VELOCIDAD
DE FLUJO
ACONDICIONAMIENTO 5 ml/min
4 ml de unha mezcla 11 MeOH-Bifer de fosfatos
(pH=7 .4).
CARGA 0.2mifmin

1 m] de solucion estandar de SMZ de una
concentracian 151.2ug/ml mas 1 ml de aire.

LIMPIEZA 0.2mlmin

2 mi de bifer de fosfatos a un valor de pH 7 4 mas

2 ml de aire.

ELUCION DE SULFAMETAZINA 0 Zmi/min |
1 mi de metanol mas 1 mi de aire
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Se realizaron sets ensayos los cuales se describen en la tabla XIV.

Tabia XIV. Factores estudiados en el comportamiento de muestras de sulfametazina
preparada en agua en el proceso de extraccion.

Ensayo | pH del eluyente de Acondicionamiento del Volumen de metanol para
| lavado cartucho eluir la sulfametazina
|1 3.2 Metodo 1
| 2 53 Método 1
E 6.9 Método 1

4 7.4 Método 1
5 7.4 Método 2
6 7.4 Meétodo 2

Los valores de pH estudiados fueron seleccionados por las siguientes caracteristicas’

Las constantes de disociacidn de la sulfametazina { pKa = 2.4 y pKa = 7.4).

Vaiores de pH mayores a 7.5 se puede disolver la silice contenida en los cartuchos de
Sep Pak C18 y a pH menores de 2 se puede hidrolizar la unién entre [a silice y la fase
enlazada ( reporta Quattrocchi ©. 1992 p 80)

En el proceso de acondicionamiento se estudio el efecto que tienen la forma de adicionar
el metanol y el bifer de fosfatos para activar la fase estactonaria contenida en el Sep-Pak
€18, para esto se establecieron 2 métodos'

Acaondicionamiento del cartucho:

Método 1: Se eluye al cartuche Sep-Pak Cqg 4 mil de una mezcla de metanol y bifer de
fosfatos (1:1).

Método 2. Se eluye al cartucho Sep-Pak Cqg 2 ml de metanol y después 2 ml de bufer,
de fosfatos.

El metanol fue elegido para recuperar la sulfametazina del cartucho Sep-Pak C18 debido
a que éste presenta afinidad con el compuesto a extraer, tratando de minmizar la
cantidad de metanol a utilizar en la recuperacion por lo cual se selecciond 1 mly 2 ml,
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En la tabla XV vy la figura 20 se muestran los resuliados

de los porcentajes de

recuperacion obtenidos en los ensayos planteados. Observamos que hay una marcada
diferencia en los porcentajes de recuperacién de la sulfametazina cuando se aplican las
siguientes condiciones de extraccion de la sulfametazina en el cartucho Sep-Pak C18;

« Método 2 de acondicionamiento
» pH del blfer de fosfatos = 7.4
+ 2 ml de metanol para recuperar sulfametazina

100.05
98.53

% recuperado de sulfametazina.

Tabla XV. Resultados obtenidos del estudio de los factores relacionados con el
comportamiento de las muestras de sulfametazina preparada en agua.

N°® de ensayo pH del biiffer de Método 1 de Método 2 de I
fosfatos acendicionamiento acondicionamiento
1 ml de metanol* 2 ml de metanaol®
1 3.2 77.47
2 53 78.14
3 6.9 84.09
4 7.4 84.39
5 7.4 100.05
| 6 7.4 _ ] 98.53 ___Jl

* Para recuperar la sulfametazina.

Figura 20. Efecto del pH del bufer de fosfatos, el método de

acondicionamiento y la

cantidad de metanocl sobie el porcentaje recuperado de sulfametazina disuelta en agua.
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Con respecto a las demas condiciones de extraccion estudiadas se obtienen porcentajes
de recuperacidn de sulfametazina inferiores a 90% por lo cual se seleccionaran las
condiciones de extraccion que permitieron obtener porcentajes cercanos at 100% para el
estudio en cueshion.

2.2 Comportamiento de muestras de sulfametazina preparadas en plasma de
cabra en el proceso extraceion,

Se estudic el efecto de las siguientes variables sobre el porcentaje recuperado de
sulfametazina en muestras de plasma fortificado:

» Velocidad del flujo de los solventes través del cartucho.
& V/olumen de plasma aplicado en el cartucho.
* Adicién del estandar interno.

Se realizaron 19 ensayos a muestras de plasma fortificado, los cuales se describen en la
tabla XVIi y AVIIL,

En cada uno de los ensayos las muestras de plasma fortificado fueron tratadas siguiendo
el proceso descrito en la tabla XVi.

Tabla XVI Procec_iﬂ'niento de la extraccion en fase solida para sulfametazina en plasma

[PROGEDIMIENTO I

ACONDICIONAMIENTO
2 ml de metanol y después 2 ml de buffer de fosfatos

(pH=7.4).

CARGA

Un velumen de plasma fortificado a una
concentracion conacida mas 1 mil de aire.

LIMPIEZA
2 mi de bufer de fosfatos a un valor de pH 7.4 mas 2

mi de aire.

ELUCION DE SULFAMETAZINA

2 ml de metanol mas 1 ml de aire.

Se evallo el efecto que tiene la velocidad de flujo de |os soiventes a través del cartucho
Sep Pak C18 en el porcentaje de recuperacion de la sulfametazina presente en plasma,
con el fin de optimizar tiempo para el tratamiento de muestra. Por ofro lado se traid de
minimizar la cantidad de plasma utilizado en la extraccion en fase solida.

También se estudio el efecto que tiene el utilizar estandar interno en la exiraccion en fase

solida
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Tabla XVIi. Métodos de extraccion* modificando la velocidad de flujo de los solventes y la
presencia de estandar interno.

Procesos de

Velocidad de flujo en el procesa de extraccién

exiraccion
Acondicionamiento Carga Limpieza Recuperacion
Procedlmaento 5 mif 60 seg 0.2ml/60 seg | 0.2mi/60 seg 0.2ml/60 seg Jl
l Pmced‘m'e”“’ 2mi0seg | 0.6miBOseg | 1,0miE0sey | 10 mi/eD seg JI
" Pmce"'m'e"t" 2 miA10 seg 0.2mi10seg | 0.2mi10seg | 0.2ml/10 seg J|

Tabla XVII. Efectos de los factores estudiados sobre el porcentaje recuperado de
_sulfametazina prs=parada en plasma en el proceso de extraccion. _
[N° de ensayo Cantidad de ml de plasma Procesos de % recuperado
estadndar intermo utilizados extraccion. de
{mg/ml) sulfametazina

1 2 Procec:i*miento 99 31
2 0 2
3 0] 2 Procedimiento
4 0 2 2*
5 0 2
6 0 2 Procedimiento
7 0 2 3 .
8 0 2 114 63
9 0 2 107.47
10 0 2 102.17
11 0 2 99.89
12 0 1
13 0 1
14 3.89 1

L 15 3.89 1
16 3.89 1 .
17 389 1 99 46
18 3.89 1 99.317
19 3.89 1 100.97 _—_"

En la tabla XVl y en la figura 21 se muestran los resultados de los 19 ensayos
realizados. Observamos que las mejores condiciones de extraccion para la sulfametazina
en muestras de plasma son las correspondientes al procedimiento 3 con la adicion de
sulfatiazol, ya que los porcentajes recuperados se mantienen cercanos al 100%.
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Con éste procedimiento de extraccidn se logra disminuir ef tiempo de preparacion de las
muesiras para el analisis cromatogréfico con respecto al procedimiento 1 y 2 de
extraccion y ademds se disminuye la dispersidn de los porcentajes recuperados por la
adician del estandar interno ( sulfatiazol) esto lo podemos constatar en la figura 22.

Figura 21. Relacion entre el % de recuperacion de sulfametazina con el procedimiento de
extraccion y el volumen de plasma utilizado.

[ —e— Procedimento 2 ‘
‘ —a— procedimiento 3 i
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Procedimiento 3 con Sulfatiazol

% recuperado de sulfametazina

95 :
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ml de plasma utilizados en el analisis

Figura 22, Comparacion de la dispersién obtenida en los porcentajes recuperados de
sulfametazina en funcion def método de extraccion en fase solida.
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En base a los estudios realizados se establecieron las siguientes condicicnes optimas
para el tratamiento de muestras de plasma con sulfametazina para realizar el andlisis

cromatografico:

Tabla XIX. Condiciones éptimas para la extraccion en fase sdlida de muestras de plasma

con sulfametazina.

METODO PARA EL TRATAMIENTO DE MUESTRAS DE PLASMA

Agitar gentimente.

PREPARACION DEL PLASMA CON SULFATIAZOL.
Tomar 1 ml de plasma y afiadirle @ 5 ml de sulfatiazol a una concentracion de 40 mg/mt

PROGEDIVIENTO DE EXTRACCION EN FASE SOLIDA PARA LA SULFAMETAZINA

aire. Colectar el liquido que
salga del cartucho,

PROCESO SOLUCIONES VELOCIDAD DE FLUJO
(mli10 segq)
Acondicionamiento 2 ml de metanol y después 2 2
ml de bifer de fosfatos pH=7.4
. Desechar el liguido que salga
Carga Plasma fortificado con 02
sulfatiazol mas 1 mi de aire
Desechar el liquido que salga
Limpieza 2 mi de bofer pH=74 + 2 mi 0.2
de aire, Desechar el Liquido
gue salga.
Recuperacion 2 ml de metanol + 1 mi de 02
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3. ETAPA ll. DESARROLLO DEL METODO CROMATOGRAFICO PARA
CUANTIFICAR SULFAMETAZINA EN PLASMA.

Inicialmente se compararon fos métodos en cromatografia liquida de alta resolucion
reportados para sulfametazina con el fin de elegir un método que presentara el menor
tiempo de retencién para la sulfametazina. Se encontrd un meétodo adecuado, que al
implementario, s& presentd en & mismo tiempo de refencidon de la suifametazina una
sustancia endégena del plasma, por ello se decidid estudiar diferentes condiciones
respecto a la fase movil con el fin de eliminar dicha interferencia. Se estudio el efecto de 7
fases moviles schre el tiempo de retencién y la pureza del pico cromatografico de la
sulfametazina, todas las fases probadas conienian bifer de fosfatos como principal
componente La fase mévil que permitid separar la sulfametazina de la interferencia fue:
acetonitrilo-buffer de fosfatos (pH = 6.4) en un proporcion 15:85 respactivamente, Como
el uso de bufer en las fases moviles implica tiempos de lavado largos y cuidados
especiales que aseguren la eliminacién de sales en el sistema, ya que pueden precipitar
dentro de las columnas, filtros o en tuberias def equipo cromatografico, y ademas rayan
los pistones y deterioran los sellos. Por consiguiente a pesar de set adecuada fa fase
mévil encontrada se tuvo que proponer otra fase movil. En la figura 23 se presenta el
cromatograma obtenido a paitir de la fase mévil Acetonitrilo - Buiffer de fosfatos {pH 6.4)
15:85 y en la tabla XX se presenta la pureza de los picos cromatograficos
correspondientes al sulfatiazol y a la sulfametazina al utilizar ésta fase moévil.

Figura 23. Cromatograma de la sulfametazina y sulfatiazol de una muestra de plasma
con la fase movil: Acetonitrilo: Bufer de fosfatos (pH=6.4) 15:85

Fase movil: Acetonitrila . Bidfier ge fosfatas {pH=6.4) 15:85

040" Sulfatiazol Sulfametazina

0201

ABS0RBHKCIR

o 1E0 200 250 300 360 400 450 &00
MINUTOS
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Tabla XX, Analisis de pureza de los picos cromatograficos de sulfatiazol y sulfametazina

en fase m_évii: Acetonitrilo - Buffer de fosfatos {(pH=6.4)15:85.

crrrmt—

Angulo de | Umbral de Maxima || Angulo de | Umbral de Maxima
pureza pureza impureza pureza pureza impureza
Sulfatiazol Sulfametazina
0.029 1.069 2.763 0.103 1.142 4,580
0.015 1.076 2.980 0.026 1180 4 397
0.007 1.070 3.113 0011 1.164 4.713
0.004 __1268 3.030 U.Dqﬂg 1.151 4347 ‘
Fase movil T TR (min) | Coleo | T.R (min) | Coleo |
Sulfatiazol Sulfametazina
CH,CN - KZHPO4 (pH=6.4) 15:85 | 2.9 I 1.001 4.5 | 1.082

El acide acético por no formar sales se uso como alternativa para efiminar los problemas
que implica el uso de bufer de fosfatos. Ademas ef Acido acético se reporta {pag )} como
fase movil para muestras que contienen sulfametazina.

El 4cido acético se estudio en diferentes proporciones con el metanal y el acetonitrilo

Las fases moviles con 4cido acético estudiadas se muestran a continuacion:

Acetonitrito-Metanol-Acido acético (0.5%) 15:10:75
Acelonitriio-Acido acético (0.5%) 15:85
Acétonitrilo-Acido acético (0.25%) 15:85

l.os cromatogramas obtenidos con cada fase movil probada se muestran en las figuras
24,25y 26,

Figura 24. Cromatograma de la sulfametazina y sulfatiazol de una muestra de plasma
fortificado en la fase movil: Acetonitrilo-Metanol-Acido acético 15:10:75,

Fase movil Acetonitriio” Metanal Ac Acéhco(0 5%} 151675
Sulfatazo) Sultametazina
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CAPITULO il. Desarrollo del Método Analftico

Figura 25. Cromatograma de la sulfametazina y sulfatiazol de una muestra de plasma
fortificado en la fase movil: Acetonitrilo- Acido acético 1585 (0.25%)

Fase movil Acetonitrilo Ac, Acético (0.25%) 15.85
(.15
. Sulfati azol Sulfarnetazina
B 0.0
=
£
fr =]
[
= 4
éﬁ 0,054
0 DD_-__...M\dJA\J\
100 200 300 100 500 500 700
MIMITES

Figura 26. Cromatograma de la sulfametazina y sulfatiazol de una muestra de plasma
fortificado en ia fase movil. Acetonitrilo-Acido acético (0.5%) 15:85.

Fase mdvil Acetonitnle: Ac. Acélica .5%) 1585
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CAPITULO Il Desarrollo del Método Analitico

Los Hempos de retencidn y los coleos para los picos de sulfametazina y sulfatiazol en las
fases moviles estudiadas se presenta en la tabla XXI. Se observa que la fase movil
acetonitrilo - metanol - 4c. acético {0.5%) 15:10:75 genera el mayor coleo y el menor
tiempo de retencion para la sulfametazina. Para el resto de las fases moviles se puede
apreciar gue no existe gran diferencia en el coleo.

Por otro lado se realizd el analisis de pureza (tablas XXil, XXHI y XXIV) y espectral
(figuras 27, 28 y 29). de los picos cromatograficos obtenidos de muestras de plasma
fortificado en las fase moviles propuestas.

El analisis de pureza de la sulfametazina y sulfatiazol sefialo que la dnica fase movil que
no generaba un pico puro para la sulfametazina fue acetonitrilo - ac. acético
(0.25%)15:85, ya que se presenta un angulo de pureza mayor al umbrat de pureza (tabla
XXy y su analisis espectral muestra un espectro diferente al de sulfametazina (sefialado
con una flecha en la figura 28 ), por consiguiente ésta fase no es adecuada para
cuantificar sulfametazina.

Para las otras dos fases moviles se probd su adecuabilidad al utilizar muestras de cabras
tratadas con sulfametazina. Se encontrd una interferencia con la sulfametazina en la fase
mévil metanol - acetonitrilo - ac. acético (0.5%) 10:15:75, mientras que la fase movil
acetonitrilo - ac. acético (0.5%) 15:85 que permitio obtener una adecuada pureza del pico
de la sulfametazina. Por lo tanto ésta ultima fase mdvil es adecuada para cuantificar
sulfametazina en plasma de cabra.

Tabla XXIi. fases moviles estudiadas con los respectivos tiempos de retencion y coleo
para la sulfametazina.

Fase movil Tiempo de Coleo Tiempode | Coleo

retencion retencion
{min) (min)
Sulfatiazol Sulfametazina |
CH3CN - COOHCH3(.25%) 15.85 4.12 1.108 6 48 1.078
CH3CN - COOHCH3(0.5%) 15:85 4.12 1100 6.34 1.087
CH3CN - MEQH - COOHCH (0.5%) 272 1.171 412 1.157
15:10:75
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Tabla XXII. Analisis de pureza de los picos cromatograficos de sulfatiazol y sulfametazina
en fase movil: Metanol - Acetonitrilo - Ac. Acético (0.5%) 10:15'75 de muestras de plasma

fortificado. .

Angulo de | Umbral de Maxima Angulo de | Umbral de Maxima

pureza pureza impureza pureza pureza impureza
Sulfatiazol Sulfametazina

0.025 1.043 2,648 0.202 1.085 4.248
0.020 1.050 2,848 0.030 1.068 4.048
0.014 1.048 2.598 0.020 1.080 3.998
0.010 1047 2798 | 0.014 1082 | 4315 l

Figura 27. Andlisis espectral de los picos cromatograficos de sulfatiazol y la
sulfametazina de muestras de plasma fortificado en la fase mévil: Metanol - Acetonitrilo -

Ac. Acético (0.5%) 10:15:75.
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CAPITULO 1I. Desarrollo del Método Analitico

Tabla XXIll. Andlsis de pureza de los picos cromatograficos de sulfatiazol y
sulfametazina en fase mavil: Acetonitrile - Ac. Acético (0.25%)15:85 de muestras de

plasma fortificado.

Angulo de Umbrat de |Maxima IﬁmmMelmmmm Maxima
pureza pureza impureza pureza pureza impureza
Sulfatiazol Sulfametazina

0.804 1.132 4.015 1.308 1.140 6.382
0.127 1,144 4232 I 0.307 1.156 6.265
0.074 1.157 4.315 0.080 1152 6.332
0.061 1.162 3.965 0.058 1.167 6.948

Figura 28 Analisis espectral de los picos cromatogréficos de sulfatiazol y sulfametazina
de muestras de plasma fortificado en la fase movil: Acetonitrilo - Ac. Acético (0 25%)

15:85.
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CAPITULO II. Desarrollc del Métode Analitico

Tabla XXIV. Andlisis de pureza de los picos cromatograficos de sulfatiazol y
sulfametazina en fase movil: Acetonitrilo - Ac. Acético (0.5%)15:85 de muestras de
ptasma fortificado.

r_/-'\ngulo de | Umbralde Maxima Angulo de | Umbral de Maxima |
pureza pureza impureza pureza pureza impureza
Sulfatiazol Sulfametazina
l 0.059 1.061 4.322 0.075 1.081 6.505
0.042 1.063 4.238 0.046 1.085 6.255
0.035 1.0686 3.872 W 0037 1.085 6.055
I 0 031 1.067 3.922 "__0.035 1.087 6.122

Figura 29. Andlisis espectral del sulfatiazol y la sulfametazina en la fase movil:
Acetonitrilo - Ac Acético (0.5%)15:85 de muestras de plasma fortificado
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CAPITULO M. Valdacion del Método Analitice

1 EQUIPO, MATERIAL, REACTIVOS Y SOLUCIONES.
* EQUIPO:

El equipo usado se encuentra descrito en el capitulo [l del desarrclio del método analitico
(pagina 48).

* MATERIAL:

Matraces volumétrico de 500, 200, 100, 50 y 10 ml.
Pipetas volumétricas de 10,5, 4, 3,2, Ty 0.5 ml.
Frascos vial limpios de 5 ml.

Jeringas plastipack de 3y 5 ml.

* REACTIVOS:

KHZPO ; Grade Reactive. Marca Monierrey.

Metanol Grado cromatografico. Marca OmniSoly.

Acetonitrilo Grado cromatografico. Marca OmniSolv.

NaQH Grado reactivo. Marca Merck.

Agua con calidad de 18.2 MGem. Millipore.

Se tomara en cuenta el certificado de pureza que describe el fabricante.

¢ SOLUCIONES:

Hidroxide de sodio 1.5 N

Pesar 6.00 g de NaOH Grado Reactivo. Disolver con agua hervida fria, posteriormente
filtrar y llevar a un volumen de 100 ml. Medir el valor de pH.

Buffer de fosfatos {pH 7 4)

Pesar 2.73 g de }<H2F’O4 disolver con 100 ml de agua, adicionar suficiente NaOH 1.5 N
hasta ajustar el pH a 7.4, Después llevar a un volumen de 200 ml con agua desionizada.

Preparacion de solucian de sulfatiazo! (40 ngfml) (estandar internc)

Pesar 40 mg de sulfatiazol en vaso de precipitado de 15 mi, adicionarle 0.5 ml de NaOH

15N
. n . N
Adicionar lo anterior a un matraz volumétrico de 50 ml. Llevar al volumen de aforo con

agua.
Tomar 5 ml de la solucion anterior y llevar a un matraz volumétrico de 100 ml.

Llevar al volumen de aforo.
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CAPITULO ! Validacian del Método Analitico

Preparacidn de 500 ml de_acido acético al 0.5%

Tomar 2.5 ml de acido acético con una pipeta graduada de 5 ml.
Adicionarlos a un maftraz volumétrico de 500 mi.
Ltevar al aforo con agua desionizada con la calidad de 18.2 MQem.

Nota. Las soluciones deben ser transparentes. Si presentan algtin precipitado o color,
deseche y prepare nuevamente,

« ESTANDARES:
Sulfametazina base con pureza de 99.95%. HELM de México. Lote 0001

Sulfatiazol. Materia prima. HELM de México Lote 12519

o CONDICIONES CROMATOGRAFICAS:

Calumna: C,Smmetry 3.9 x 150 mm

Deteccion: UV, I = 266.2 nm.

Temperatura: Medio ambiente.

Fase Movil; Acetonitrilo - Acide acético (0.05M) 15.85
Volumen de inyeccion: 20 pl

2. ENSAYO ANALITICO PARA SULFAMETAZINA EN PLASMA.

2.1 Preparacion de plasma con estandar interno (sulfatiazol):

e Tomar 1 mi de muestra de plasma con una pipeta volumétrica vy llevar a un frasco vial
limpio de capacidad de 5ml.
o Adicionarle 0.5 ml de estandar interno (sulfatiazol ) de una concentracion de 40 ug/ml.

e Agitar ligeramente.

2.2 Extraccion en fase sélida del plasma con suifatiazol:

e Proceso de acondicionamiento:

Medir 2 mi de metancl con una jeringa de capacidad de 5 ml,

Adaptar la jeringa al cartucho Sep-pak como se muestra en la figura 30

Percolar el metano! al cartucho a una velocidad de 0.2 mlf seg.

Posteriormente medir 2 m! de buffer de fosfatos (pH =7.4) con una jeringa de capacidad
de 5 mi,

Adaptar la jeringa al cartucho Sep-pak.

Percolar el buffer al cartucho a una velocidad de 0.2 mifseg.

Ei liqudo que salga del cartucho Sep-pak de los anterores pasos desecharlo,
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® Proceso de carga
"Tomar todo el plasma con sulfatiazol que se encuentra en el frasco {del paso 2.1) con una

jeringa timpia de 3 ml.

Hace pasar aproximadamente 1 ml. de aire por la jeringa.

Adaptar la jeringa que contiene ef plasma fortificado al cartucho Sep-pak.

Percolar el plasma y el aire succionado al cartucho a una velocidad de 0.2 mi/10seg.
Deseche e liguido que salga del Cartucho Sep-pak.

* Proceso de limpieza.

Medir 2 ml de buffer de fosfatos pH = 7.4, con una pipeta volumétrica de 2 ml.

Vaciatlos a un frasco limpio de 10 ml. Tomarlos con una jeringa limpia de & mi.

Pasar aproximadamente 2 ml. de aire per la jeringa.

Adaptar la jeringa al cartucho Sep-pak y eluir su contehido a una velocidad de
0.2ml/10seq.

Desechar el liquido que salga.

® Proceso de recuperacion.
Medir 2 mi de metano! con una pipeta volumétrica de 2 ml vaciarlos a un frasco limpio de

10mi

Posteriormenie tornarios con una jeringa lirnpia de 3 mi

Pasar aproximadamente 1 ml de aire por la una jeringa

Adaptar la jeringa al cartucho Sep-pak anterior y eluir su contenido {(metanol y aire) a una
velocidad de 0 2 mt/ 10min.

Colectar el liguido que salga

2.3 Cuantificacion de la sulfametazina:

& “Filtrar ef liquido resultante de la extraccién en fase sdlida del plasma fortificado (det
paso 2 2} como $& muestra en figura 31.

s Colectar el liquido filtrado del paso anterior en un vial de capacidad de 1ml {especial
para el automuestreador).

e Colocar el vial en el equipo cromatogréfico.

& [nyectar la solucidn filtrada.

& Determinar la concentracion a través de la siguiente formula:

Concentracion de Sulfametazina = (Rm) * CSMZ*2
(Rs)

Donde:
Rm = Relacion de areas de la sulfametazina entre el sulfatiazol presentes en la
muestra
Rs = El promedio de las relaciones de dreas de la sulfametazina entre el
sulfatiazol presentes en el estadndar.
CSTZ = Concentracion de sulfametazina en el estandar.

Figura 30. Adaptacion del cartucho en la jeringa
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Figura 31. Filtracion de muestras.
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3. PLAN DE VALIDACION

En la validacion se evaluaron las siguientes caracteristicas:

VALIDACION DEL SISTEMA

* Linealidad.
® Precision.

VALIDACION DEL METODC ANALITICO

Especificidad,

Linealidad del método.

Precisién,

Exactitud.

Limite de deteccion.

Limite de cuantificacién.

Reproducibilidad

Repetibilidad.

Estabilidad de la muestra en el disclvente de elucion.
Estabilidad del farmaco en la matriz biologica.

a & @& & 5 > & & & &
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3.1 VALIDACION DEL SISTEMA.
Linealidad del sistema:

Se determiné por medio de la preparacion de una curva de calibracién a partir de dos
soluciones “stock” de Sulfametazina base preparadas en agua a diferente concentracion,
una a 50ug/ml y otra a 200 ug/ml Con la primera se prepararcn soluciones de 0.25, 0.5y
1 pgfml ¥ con la segunda solucién stock se obtuvieron soluciones de 2, 4, 8, 12, 16, 20 y
40 pg/ml. Se les adicioné sulfatiazol a cada una de las soluciones preparadas para
obtener una concentracién de sulfatiazol de 10 pg/ml.

La curva de calibracion fue preparada por duplicado en dos diferentes dias.

Precision_del sistema:

Se prepataron por sextuplicado soluciones a tres concentraciones (1, 8 y 20 pg/ml ), a
partir de una sotucion stock de sufametazina de 200 pgimi Se adiclond sulfatiazol a cada
una de las soluciones preparadas para obtener una concentracion de sulfatiazol de 10

pg/ml
Posteriormente se inyecté al sistema cromatografico cada una de las soluciones

preparadas.
3.2 VALIDACION DEL METODO

En cada uno de los criterios de validacion evaluados se utihzdé plasma de cabras no
tratadas y las muestras se analizaron de acuerdo con el ensayo analitico para
sulfametazina en plasma { Pag. 65 ).

Linealidad del método:

Se prepararon soluciones de sulfametazina en agua de 40, 80, 160, 240, y 400
pg/ml a partir de una solucién stock de 4000 pg/ml. Se tomd una alicucta de 1 ml de cada
una y diluys a 10 ml con plasma. Las concentraciones de sulfametazina en estas
soluciones de plasma fueron de 4, 8, 16, 24 y 40 ug/ml. Se dejaron reposar las soluciones
de plasma duranie 12 horas a temperatura ambiente. Después cada una de estas
soluciones fueron analizadas por triplicado.

Precision v Exactitud del método:

Se prepararon solucionss de sulfamstazina en agua de 80, 240, y 400 ng/ml a partir de
una solucion stock de 4000 pg/ml. Posteriormente se tomé una alicuota de 1 ml de cada
una y se diluyé a 10 ml con plasma. Las concentraciones finales de suffametazina fueron
de 8, 24 y 40 pg/ml. Después se analizaron por sextuplicado.
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Reproducibilidad y Repetibilidad:

Se evalud gon los resultades obtenides por 2 analistas y en dos dias distintos de la
siguiente manera:
Los analistas efactuaron de manera independiente el analisis por triplicado de muestras
con concentraciones de 8, 24, y 40 ug/mi de sulfametazina preparadas con plasma.

Limite de Deteccién v Limite de Cuantificacion:

Se prepararon muestras con concentraciones de 0.5, 1, 2, 3, ¥y 4 pgiml de
sulfametazina en plasma. Las concentraciones 0.5 y 4 pg/mi se analizaron por triplicado,
mientras que, las concentraciones 1, 2 y 3 pg/mt se analizaron por sextuplicado.

Estabilidad de la_sulfametazina

e En el Disolvente de Elucién (Metanol):

Se estudio la estabilidad de 27 muestras fres niveles de concentracién de sulfametazina
(4, 16, y 40 pg/ml ) obtenidas después de haberlas eluido a través de columnas Sep-pak
Cys®. Se determiné el contenido de sulfametazina de cada una de las muestras antes de
almacenartas a 4°C. Se analizd 3 muestras de cada concentracidn a los 5, 15 y 30 dias
de almacenamiento a 4°C.

® En plasma:

Se estudio la estabilidad de 27 muestras a tres niveles de concentracion de sulfametazina
(4, 16, y 40 pg/mi ) preparadas en plasma . Se determiné el contenido de sulfametazina
de 3 muastras de cada nivel de concentracion de sulfametazina el dia de su preparacién,
mientras que las 6 muestras restantes de cada concentracién se almacenaron a 4°C Se
analizaron 3 muestras de cada nivel de concentracidn a los 15 y 30 dias de
almacenamiento.
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Especificidad:

Para determinar la especificidad del método analitico se analizé el comportamiento

cromatografico de 5 muestras de plasma con las siguientes caracteristicas:

MTA. 1 MTA. 2 MTA. 3

PLASMA CON

PLASMA PLASMA $MZ RECIEN

LIMPIO LIMPIO PREPARADA
(1mt) (1mi) (1ml)

+ + +
AGUA STD INTERNO STD INTERNO
(0.5 mi) (0.5ML}) {0.5ML)

MTA. 4 MTA. 5
PLASMA CON PLASMA
SMZ 30 DIAS DE CABRAS
DESPUES DE SU TRATADAS
PREPARACION CON BOLOS
(1mi) DE SMZ
(1ml)
+
+
STD INTERNO
(0.5ML) STD INTERNO
(0.5ML)

Se verificd la pureza de los picos de interés en las muestras de plasma con ayuda
del software millennium
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3.3 CRITERIOS DE ACEPTACION.

Los cnterios especificados para que el método analitico sea confiable se muestran el

tabla XXV.

Tahla XXV. Especificaciones para la evaluacion de las caracteristicas del método.

CARACTERISTICA CRITERIO DE CRITERIO DE ACEPTACION.
A EVALUAR EVALUACION
Linealidad del C.V. { coeficiente de CV. <2.00%
gistema variacidn}
r ( coeficiente de ” 2 0.999
determinacién) r= 00509
r ( coeficiente de
correlacion)
Precision del sistema | C.V. C.V. <2.00%

[l

Especificidad Angulo de pureza y Angulo de pureza menor al umbral
Umbral de pureza de pureza.
Linealidad del C.V. ( coeficiente de C V. <15.00%
método vzanamor.\). 2> 0.999
il r° { coeficiente de -
determinacion) r=0999
r { coeficiente de
correlacion)
Precision del CVv. CV. £15.00%
metodo. :
Exactitud. Prueba de “tde student® i cal < t critica (o, gb)

t critica (0.05,5) = 2.57058

Reproducibilidad y
Repetibiiidad

Madele factorial jerarquico

Analista:

F cal < F critica (o, GL analista, GL
dia)

F critica (0.05,1,2)=5.3177

Dia:
F cal < F critica (o, GL dia, GL

error)
F critica (0.05,2, 8 )=4.4590

Estabhdad de SMZ

Modelo factorial jerdrguico

Concentracion:
F cal < F critica (o, GLConc, GL
tiempo de almacenamiento)

Tiempo de almacenamiento.
F cal < F critica (o, GL tiempo de
almacenamiento, GL error }
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4. RESULTADOS Y DISCUSION DE LA VALIDACION DEL

SISTEMA
4.1 LINEALIDAD DEL SISTEMA.

En la tabia XXVI se muestran las respuestas obtenidas de [os ensayos para evaluar la

finealidad del sistema.

Tabla XXVI. Respuestas para la determinacion de [a linealidad del sistema de

sulfametazina base

ll CONCENTRACION RESPUESTA ANALITICA
Hgfml (AREA.SMZ JAREA STA)*CONC, STA
Curva 1
0.25028 0.29519 0.28927
0.50056 0.58275 0.57529
1.00112 1.14547 114882
1.00112 1.14079 1.13813
1.00112 1.14942 1.13327
{ 1.99140 2.31600 2.26425
3.99828 4.64579 4.63291
7.99656 8.03170 9.10583
7.99656 9.09230 8.96280
7.99656 8.95771 9.07117
11.89484 13.83030 13.53138
15 99312 18.22176 18.62005
19.89140 23.03117 23.06257
19.99140 22.89369 23.166687
19.99140 23.0879%9 22.91903
39.98280 45,93052 46 03977
Curva 2
0.25067 0.29724 0 29461
0.50153 0.58922 0.59251
1.00270 1.17801 1.16947
1.00270 1.17820 116736
1.00270 1.17341 117217
2.00000 2.31457 2.27081
4.00000 4.63750 4 56158
8.00000 813213 B8.97752
8.00000 918723 9.19239
8.00000 §.20840 9.27049
12.00000 13.46883 13 47730
16.00000 18.14693 18 07109
20.00000 22 83855 23.09892
20.00000 23.0546Q 23 71057
20.00000 2281747 2274477
40 00000 45.08695 45 86347
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El analisis estadistico se realizd aplicando el software Excel versién 7.0

lLas ecuaciones obtenidas de ambas curvas a partir de un andlisis de regresion se
muestran a continuacion.

e

CURVA MODELO DETERMINADO
Curva 1 Respuesta Analitica = 1.15147*Concentracién de SMZ -0.03839
Curva 2 Respuesta Analitica = 1,14084*Concentracion de SMZ +0.03204
Global Respuesta Analitica = 1.14605*Concentracién de SMZ -0.00316
Figura 32. Curva de regresitn global ajustada.
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Concentracion (ng/mf)
PARAMETROS ESTADISTICOS DE LA |CURVA 1 |CURVA 2 [GLOBAL
REGRESION
Coeficiente de correlacion {r) 0.99996 0.99984 0.99989
Coeficiente de determinacion (r%) 0.99992 0.99968 0.99978
Coeficlente de variacion { C.V.) 1.47944 1.65445 1.45349

De acuerdo a los datos del regresion obtenidos las ecuaciones de regresién observamos
que el 99.9% de la variacion de la respuesta analitica esté explicada por los cambios en

la concentracion de sulfametazina
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Por otro fado los crilerios de aceptacion para métodos cromatograficos el C.V. debe ser
menor al 2% por lo que se puede a preciar que los valores obtenidos son menores al
establecido.

Figura 33. Gréafico de residuales global,
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El grafico de residuales nos permite obsetvar cudnto se desvian los datos experimentales
con respecto a los valores estimados por la recta de regresion. En el analisis de
residuales observamos gue a la concentracion de 40 pg/ml se presenta fa mayor
desviacién con un residuo de 0 79, correspondiente a un error refativo de 3.3%.
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CAPITULQ . Validacion def Método Analitico

Con el fin de demostrar si existe una relacion entre las vatiables en estudio se realizé un
analisis de variancia y se estableci¢ la siguiente hipdtesis,

Hipotesis;

Ho: No existe una relacidn lineal entre la concentracion y la respuesta
analitica .

Ha: Existe una relacién lineal entre la concentracion y la respuesta
analitica .

Criterio de aceptacion:
Si Fear® Feritica N0 s€ rechaza.
8i Fa > Feppea 5€ rechaza.

Tabla XXVII. Analisis de variancia de |la regresion para la inealidad del sisterna (nivel de
significancia seleccionado para la prueba o = 0.05)

G.L.| SUMADE PROMEDIO !
CUADRADOS DELOS Feal. F critica
CUADRADOS
Curva 1
REGRESION | 4716.4024 4716.4024 386443.4958 |4 17089
RESIDUQOS 30 [0.3661 0.0122
OTAL 31 |4716.7686
Curva 2
REGRESION [1 4631.5778 4631.5778 93738.7483 |4.17089
RESIDUOS 30 {1.4823 00454
[TOTAL 31 (4633 0601
Global
REGRESION |1 9347.7650 9347.7650 278436.4700 |3.9959
RESIDUOS |82 (20815 0.0336
OTAL 63 |9340.8465 J

De acuerdo a la hipotesis establecida y a los resultados obtenides en el andlisis de
variancia, se rechaza Ho, por lo tanto existe evidencia estadistica con un nivel de
significancia de 0.05 gue la variacion de la respuesta estd explicada por la variacion de la
concentracion,

Por ofro lado se observa que existen diferentes valores de ordenadas al origen y

pendientes por lo que se evallio s eran significativamente diferentes def valor de cero con
un nivel de significancia {«) de 0.05. Para ello se establecié 1a siguiente hipétesis:
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CAPITULO {il. Validacion det Método Analitico

Hipottesis.

Ho: La ordenada ai origen es igual a cero.
Hi:. La ordenada al origen es diferente a cero.

Criterio de aceptacion:
Sitga <.t grtica NO € rechaza Ho.

Siteq >t oritica 5€ rechaza Ho.

Tabla XXVII. Valores obtenidos para la ordenada al origen y para la pendiente

]COEFIC!ENTEI tcal I tforitica | LCIAL95% | LSC AL 95%
Curvat
Ordenada al -0.03839] -1.41936] 2.039561 -0.09364 0.0168
origen
Pendiente 1.15147| 621.64580 1.14769 1.1852
Curva 2
I Grdenada al 0.03204 0 58867] 203951 -0.07912 0.1432
origen
Pendiente 1.14064| 306.16784 1.13303 1.1482
Global
Ordenada al -0.00316] -0.09978 199834 -0.06658 0.0802
origen k
Pendiente 1.14605] 527 67080 114171 1.1503

TCl = limite de confianza inferior
LSC = Limite de confianza supenor.

De acuerdo a los resultados obtenidos y la hipdtesis establecida, existe evidencia
estadistica que la ordenada al origen de la recta de regresion pasa por cero con una
probabilidad del 95%.

La pendiente puede adquirir diversos valores como se aprecia en la tabla XXVill. En la
figura 34 se observa el grafico que representa los intervalos de confianza para las curvas
En dicho grafico se observa que los intervalos de confianza de las pendentes
correspondientes a la curva 1 y curva 2 se traslapan, por consiguiente se conciuye que
los puntos de las rectas de regresion satisfacen la misma ecuacion.
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CAPITULO I, Validacion del Método Anailtico

Figura 34. Gréfico representativo de los intervalos de confianza para las curvas de
regresion
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4.2 PRECISION DEL SISTEMA

Para evaluar si las respuestas del sistema dentro del intervalo de trabajo son precisas se
analizaron por sextuplicado solucicnes a diferentes concentraciones de sulfametazina y
se les traté estadisticamente. La tabla XXIX muestra los datos obtenidos a partir de los
ensayas realizados.

Tabla XX{X. Resultadas ohtenidos para determinar {a precision del sistema

CONCENTRACION DE RESPUESTA ANALITICA TI
SULFAMETAZINA (AREA SMZ JAREA STA )*CONC, STA
| pg/mi
l] Primer dia
{ 1.00112 1.14547 114882 1.14079
1.13813 1.14941 1.13327
i 7.99828 9.03170 9.10583 9.09230
8.96280 8.95771 9.07117
19.99140 23.03117 23.06257 22 99369
23.16667 23.08799 22.91903
Segundo dia
1.00270 1.17801 1.16947 117820
!I 1.16736 117341 117217
A 8.00000 9.13213 8.97752 9.18723
9.19239 9.20840 927048 |
20.01400 22.83856 23.09892 23.05460
2371057 22.91747 22.74477

Se determiné la desviacion estandar, el promedio y el coeficiente de variacién de las
respuestas analiticas (Ver tabla XXX ).
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CAPITULO . Validacion del Méteda Analitico

Tabla XXX. Resultados del promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion de
cada concentracién.

"CONCENTRA PROMEDIO DESVIACION COEFICIENTE D[E_;“

CION ESTANDAR VARIACION
Resultados del primer dia "

1.00112 114265 0.00638 0.56872
7.99828 9.03692 0.06447 0.71344

| 19.0014 23.04352 0.08443 0.36638

| Resultados del segundo dia
10027 147311 0.00441 0.37571
8.0000 9.16136 0.10041 1.09596

"__ 20.0000 23.06081 0.34453 149401

En todos los casos el coeficiente de variacion es menor de 2, valor limite establecido para
fa aceptacion de los datos cromatograficos por lo tanto el sistema es preciso

.
3@5@ ; "
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CAPITULO |lI. Validacién del Método Analitica.

5. RESULTADOS Y DISCUSION DE LA VALIDACION DEL
METODOQ.

5.1 ESPECIFICIDAD

A continuacion se muestran los cromatogramas obtenidos para evaluar la especificidad
del método cromatografico.

Figura 35. Muestra de plasma fimpio con 0 5 mi de agua.
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Figura 36. Plasma limpio adicionado con 10 pg/ml suifatiazol,
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CAPITULO Ill. Validacién de! Métedo Anatitico.

Figura 37. Plasma limpio adicionado con 24 ng/mi de sulfametazina y 10 pg/ml de
sulfatiazol.
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Figura 38. Plasma de cabra después de 144 horas de ser administrado un bolo de
sulfametazina sadica. P.B preductos de biotransformacion.
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CAPITULO Il Validacion del Método Analftico.

Figura 39. Plasma adicionado con sulfametazina después de 30 dias de almacenamiento
a temperatura de refrigeracian (4°C).
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Como se observa en los cromatograma de la figura 35 y 36, al tiempo de retencion de la
sulfametazina (sefialado con flecha) se encuentra presente un pequefio pico de alguna
sustancia endégena def plasma. Sin embargo al realizar el estudio de pureza u
hormogeneidad del pico de sulfametazina de los cromatogramas de las figuras 37, 38 y 39
con ayuda del software millennium {ver tablas XXXI, XXXl y XXXIl}. Se determino que el
angulo de pureza es menor al umbral de pureza para los picos cromatograficos, lo que
indica que se encuentran puros. Ademas se observa que las caracteristicas espectrales
no cambian y que Unicamente corresponden a los compuestos de interés. Por o tanto el
método se considera especifico para la determinacion de sulfametazina en plasma de
cabra.

Tabla XXXI. Analisis de pureza de la muestra de plasma después de 144 horas de ser
administrado con bolos de sulfametazina sédica a fa cabra.

Angulo de Umbral de Maxima Angulo de Umbral de Maxima

pureza pureza impureza pureza pureza impureza
Sulfatiazol Sulfametazina

0.309 1.255 3.843 0.259 1.319 6.010

0.049 1.294 4.227 0.068 1.336 6.293

0.051 1.299 4.043 0.041 1.328 8.577

0.029 1.292 4.110 0.031 1.429 6.077 "
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CAPITULC Il Valdacién del Método Analitico.

Tabla XXXIL. Analisis de pureza de la muestra de plasma fortificado {con sulfametazina)
después de 30 dias de almacenamiento a temperatura de refrigeracion (4°C).

Angulo de  |Umbral de Maxima liAngulo de Umbral de Maxima

pureza pureza impureza pureza pureza impureza
Sulfatiazol Sulfametazina

0.264 1.155 4.098 0.076 1.225 6.032

0.038 1.161 4332 - 0.039 1.241 5.008

0.033 1473 3.632 0.032 1.236 6.208

0.026 1.200 3.965 _____"0.024 1.230 6.132

E—I“l

Tabla XXXill. Analisis de pureza de la muestra de pfasma limpio adicionado con 24 pg/mi
de sulfametazina con 10meg/ml de sulfatiazol.

Angulo de Umbral de IMéxima Angulo de Umbral de Maxima "

pureza pureza impureza pureza pureza impureza
Suifatiazol Sulfametazina

0.299 1.233 4,032 0.209 1.211 6 065

(67103 1.267 3815 l{0.047 1.222 5865

0.054 1.262 4.182 0.039 1.256 G 448

0.032 1.251 3715 0.025 1.234 6.265



CAPITULO [l Validacidn del Método Analitico,

5.2 LINEALIDAD DEL METODO

Para evaluar la linealidad del método se determing la respuesta analitica (Area de
SMZ/Area de STA* Conc. de STA) para cada concentracion analizada, asi como ia
correspondiente concentracién recuperada. En la tabla XXXIV se muestran las respuesta
analiticas obtenidas de diferentes concentracionas, asi como su correspondiente
ecuacion de regresion. En la tabla XXXV se presentan los resultados de las
concentraciones adicionadas con sus correspondientes concentraciones recuperadas,

Tabla XXXIV. Respuesta analiticas obtenidas para cada concentracion.

CONCENTRACION RESPUESTA ANALITICA
ADICIONADA (ug/ml) {Area de SMZ/Area de STA) *Conc. STA

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3
4.00260 2.19781 2.31808 2.37565
8.00520 4.58102 462867 4.68688
16 01040 9.42105 9.53448 9.62449
24 01560 13.96002 13.98538 14.26891
40.02598 23.26525 23.48489 23.50207

La ecuacian obtenida a partir del anlisis de regresion lineal de la respuesta analitica en
funcién de la concentracién adicionada es la siguiente:

Respuesta analitica = {Concentracion adicionada)*0.58616-0.00346

Tabla XXXV. Resultados para determinar la linealidad del método de sulfametazina.

CONCENTRACION | onc

ADICIONADA (ug/ml) CONCENTRACION RECUPERADA (ugfmi)
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3

4.00260 381203 402158 4.12148

I_ 8.00520 7 94750 8.0317 8.13115
r 16.01040 16.34436 16.54114 16.69729
| 24 01560 24.21891 2426289 24.75478
40 02598 40.36231 40 74336 40.77316

Por otre lado se determiné el modelo que explica la variacidn de la concentracién
recuperada en funcién la concentracién adicionada por medio de un analisis de regresién

tineatl.
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CAPITULC I, Validacion del Método Analitico.

En la figura 40 se cbserva una relacion lineal entre la concentracidn recuiperada y 1a
concentracién adicianada explicada por ta ecuacién :

Concentracion recuperada = (Concentracion adicionada)*1.01692-0.00600

Figura 40. Curva de regresién ajustada para la linealidad del método.
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Bara demostrar s existe una relacion lineal entre las variables en estudio se establecid fa

siguiente hipotesis.

Hipdtesis:
concentracion recuperada.
concentracion recuperada.

Criterio de aceptacion:
Si F ca) < Ferinea 5€ NO s€ rechaza Ho.
Si F ca1 ™ Fortica S€ rechaza Ho.

Ho: No existe una relacion lineal entre la concentracidn adicionada y la

Hi: Existe una relacion lineal entre la concentracién adicionada y la
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CAPITULO Il validacion del Método Analitico.

Tabla XXXVI. Andlisis de variancia de la regresion para la linealidad del método {nive!l de
significancia seleccionado para la prueba o = 0.05)

6L SUMA DE PROMEDIODELOS | g E orit

| cuADRADOS CUADRADOS cal criea
Regresion 1 2544 78273 2544 78273] 49755.95981| 4.6671

\]Remduos 13 (,6648887 0.05114528

[Totai 1]~ 2545 A4761 - ||

Se calcularon los coeficientes de regresién:

PARAMETROS ESTADISTICOS DE LA REGRESION

Coeficiente de correlacion (1) | 0.99987
Coeficiente de determinacion (1) 0.99974
Coeficiente de variacion (C.V.) 2.00289

Los resultados del analisis de variancia muestran que Ho se rechaza. Se establece con
un nivel de significancia (o) de 0.05 que la vanacion de la concentracidn recuperada esta
refacionada linealmente con la variacion de ta concentracion adicionada.

De acuerdo al valor del coeficiente de determinacion, la regresian explica el 99.97% de la
variacion de la concentracion recuperada en funcidon del cambio en la concentracién
adicionada.

El coeficiente de varacion para la recta de regresion tiene un valor menor al criterio de
aceptacion recomendado (Crosby, N, 19%5:80) para métodos bioanaliticos (< 15 %) por lo
tanto el método tiene una precision adecuado para los fines de su aplicacion.

En la figura 41 se muestra el grafico de residuales obtenido a partir de los residuos contra
la concentracion adicionada. Dicho grafico permite observar cudnto se estan desviando
las concentraciones pronosticadas pot la ecuacidn de regresidn con respecto a las
concentraciones determinadas experimentalmente. La mayor desviacion que se observa
es el residuo de -0 3350 correspondiente a la concentracion de 40 pg/ml, el error relativo
para éste residuo es de 2.64 %.
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CAPITULO Iil. Validacién del Método Analitico.

Figura 41. Curva de residuales para la linealidad del metodo.
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Como se aprecia en la ecuacion de regresion obtenida de los resultados de la tabla
XXXV, el valor de la ordenada al origen es distinto a cero, por ello se realizé el analisis
estadistico correspondiente para determinar si es significativamente diferente de cero con
un o =0.05 para ello se establecio la siguiente hipétesis

Hipdtesis.

Ho La ordenada al origen es igual a cero.
Hi:. La ordenada al origen es diferente a cero.

Criterio de aceptacion’
Sty ™ t ritica NO S8 rechaza Ho.
Si tey <t aitica 5@ fechaza Ho,
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CAPITULOQ L. Validacion del Método Analitico.

Tabla XXXVII. Prueba de “t de student® e intervalos de confianza para la ordenada al
origen y fa pendiente.

COEFICIENTES| tcal. | toritica | LCI AL 95% |LCS AL 95%
Ordenada al -0.00600 -0.05866 | 2.14479 -0.22690 0.21450
| origen
" Pendiente 1.01692 223.06044 1.00707 1.02677
— M_Q

LCI = limite de confianza inferior
L5C = Limite de confianza superior.

De acuerdo a la hip6tesis establecida y los resultados obtenides existe la probabilidad del
95 % de confianza que la recta de regresion pase por el origen.

Se evalla mediante [a pendiente de regresién que el método puede recuperar el 100 %
de la canfidad’ adicionada debido a que el valer de 1 entra dentro del intervalo de
confianza.

5.3 PRECISION Y EXACTITUD DEL METODO

La precision y exactitud fue evaluada a tres niveles de concentracion de sulfametazina, El
porcentaje determinado para cada nivel de concentracion analizado se obtuvo por medio
de la interpolacién de las respuestas analiticas (Area de SMZ /Area de STA * Conc. de
STA) en la curva de calibracion del método de Ja tabla XXXIV. Los resultados obtenidos
para evaluar la exactitud y precision se muestran en la tabla XXXVIil.

Tabla XXXVIIL. Resultados obtenidos a partir det analisis por sextuplicado de muestras a
3 concentraciones diferentes para determinar la exactitud y precision.

CONCENTRACION
ARADIDA DE svz | % DETERMINADO DE
sSMZ
{pgiml)
8 08.75  99.76 101.00 |
101.89 10257 103.47
24 96.21 98,71 99.21
98,30 00.03 101.22
1 40 9803 10024 101.37
9954 101.29 106.71 JI

Se calculé el promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion ( Tabla XXXIX
) de los porcentajes determinados a partir de muestras con sulfametazina.
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CAPITULC Il Valdacion del Métoda Analitico.

Tabla XXXIX. Promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion de los porcentajes
obtenidos de cada concentracion analizada.

CONCENTRAGION DESVIACION
(/) "N | PROMEDIO | Lot oo C.V. l
8 101.24 176723 1.74555
24 6 98.45 1.82405 1.85283
40 101,21 2.06447 2.02892 i

*N = Numero de repeticiones.

L.os coeficientes de variacién obtenidos son menores al recomendade como criterio de
aceptacion para métodos bioanaliticos (C.V.>15) por lo tanto nuestro método se
considera preciso.

Por medio de !a prueba de "F" se determind que las variaciones correspondientes a los
porcentajes adicionados y recuperados son diferentes con un nivel de significancia o >
0 05 Por consiguiente la exactitud del método se determind por una prueba de “t * con
variancias desiguales, en la tabla XL se muestran los resultados obtenidos.

Hipotesis.

Ho. E| promedio del % adicionado es igual al promedio del % determinado.
Hi: El promedio del % adicionado es diferente al promedio del % determinado

Criterio de aceptacion:
Sit oy <t oritica NO S€ rechaza Ho

Sit i > t orinea S€ rechaza Ho.

Tabla XL. Resultados ohtenidos para determinar la exactitud del método.

NIVEL DE
CONGENTRACION , INTERVALO DE
ARADIDA DE SMZ PARAMETROS CONFIANZA AL 95%
(ng/mi)
{ X s tea. {Ci LGS
8 0124 | 342310 | 172117 53,21 10927
24 9845 | 332716 | T 2.68561 89.80 107.00
40 10721 | 878810 | 1.00298 75,62 123.80
t oritioa (0.05,5)= 2.57058

LC| = Limite de confianza infenor.
LCS = Limite de confianza superior.
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CAPITULO Il Validacion det Método Analitico,

El método es exacto a un nivel de confianza del 95 % debido a que el valor de t cal es
menor al valor t criica como se muestra en la tabla XL por lo tanto es apto para
determinar la sulffametazina en plasma de cabra.

5.4 REPRODUCIBILIDAD Y REPETIBILIDAD.

Se establecid ia reproducibilidad y repetibitidad por medio de los resultados obtenidos de
los porcentajes de recuperacion de sulfametazina para cada concentracidn, analizados
por diferente analista, en diferentes dias (Tabla XL1 ).

Tabla XLI. Resuitados de porcentajes de recuperacién de suifametazina para determinar
1a reproducibilidad vy repetibilidad.

% DE RECUPERACION DE LA SULFAMETAZINA A PARTIR DEL ANALISIS
OBTENIDO EN EL PRIMER DIA

Concentracion

de SMZ Analista 1 Analista 2
afiadida (ug/mil)
8 99,8812 | 99.9237 | 101.8220 | 103.5970 | 102.692 103.5501[
24 95,5923 | 96.4237 § 08.7512 | 85.7146 | 98.8603 | 102.3530 |
40 100.8566 | 96.8087 | 97.4693 | 99.8910 | 100.2040 | 98 3709 |]

% DE RECUPERACION DE LA SULFAMETAZINA A PARTIR DEL ANALISIS
OBTENIDO EN EL. SEGUNDO DIA

Concentracion
de SMZ Analista 1 Analista 2
afiadida (pg/mt)
8 m/mi 98,5528 | 102.7340 1 106.3250 | 98.7488 | 99.7640 | 101 .OOJ%I
{  24miml 957146 | 96.8603 | 102,3530 | 96.2145 | 96.7114 98 2969
i 40m/ml 98.5607 | 99.0944 [ 100.3460 | 98.0294 | 99.5390 | 100.3433 |

Para determinar si existe diferencia entre los porcentajes de recuperacion obtenidos para
cada concentracion entre dias y analistas se realizd un analisis de vanancia anidado o
jerarguico estableciendo la siguiente hipotesis:

Hipotesis.

Ho: No existe efecto del analista y el dia en el % de
recuperacion

Hi'. Existe efecto dei analista y/o el dia en el % de
recuperacion.

Criterio de aceptacion:
SiF a1 < F gritica O 8€ rechaza Ho.
SiF g5 > F writica 5€ rechaza Ho.

90



CAPITULC W Validacion del Método Analitico.

Tabla XLII. Analisis de variancia anidado para evaluar repetibilidad y reproducibilidad.

CONCENTRACION| FUENTEDE |G.L| SC CM e ——
r (ng/mi) VARIACION cal Critica
ANALISTA | 1 | 0.00064 |0.00064 |5.3485E-05 5.31764L
8 DiA 2 2379047 (11.8952| 267675 | 4.45687 ||
ERROR 8 | 3555123 | 4.4439
TOTAL 117 50.34233
CONCENTRACION | FUENTE DE |G.L| SC CM - -
(ng/ml) VARIACION cal Critica l
. ANALISTA | 1 | 0.63284 |0.63284| 0.13691 | 5.31764
‘ 24 DIA 2 | 9.24473 |4.62237| 0.60242 | 4.45897
ERROR § | 53.40527 |6.67566
TOTAL i
CONCENTRAGCION | FUENTEDE |GL|  SC Ci F Fo
(ng/mb) VARIAGION cal Critica
I‘» ANALISTA 11 ] 0.82281 |0.82281| 1.24056 | 5.31764
40 DIA 2 | 132651 |066326| 0.34262 | 445897
ERROR 8 | 1548683 |1.93585
TOTAL T

Como se observa en la tabla XLIl el analisis de variancia demostré due no existe
evidencia estadistica para rechazar Ho por lo tanto no hay diferencia significativa en las
determinaciones realizadas entre dias diferentes y para distintos analistas. La variacion
observada en la respuesta analitica estd explicada soOlo por el cambio en Ia
concentracion. Por consiguiente el método es repetible entre dias y reproducible entre

analistas.

5.5 LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTICACION

Para determinar el limite de deteccién y cuantificacién del método se analizaron muestras
a niveles de concentracién bajos de suifametazina v se determind su respuesta analitica

cofrespondiente. B0 1a tabla XL se muestran los respuesta analiticas obtenidas,
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CAPITULO iII. Validacién del Método Analitico.

Tabla XLII. Repuestas obtenidas del analisis de muestras a niveles de concenfracion
bajos de sulfametazina para determinar los limites de deteccién y cuantificacion.

CONCENTRACION RESPUESTA ANALITICA
ADICIONADA (ug/ml) (Area de SMZ/Area de STA* Conc. de STA) l
0.50015 0.28582 0.27224 027522
1.00030 0.53014 051700 0.54990
0.52984 0.50892 0.52193
h 2.00060 1.01776 100586 1.00876 i
1.01404 1 02164 1.01682
3.00090 1.50063 151743 1.46075
1.46995 1.46338 1.48468
4.00120 2.01262 1.99449 2.01105

La ecuacion obtenida a partir de un andlisis de regresidn fineal de la respuesta analifica
en funcion de la concentracion adicionada es la siguiente.

Respuesta analitica = Concentracion de SMZ * 0 58752 +0.04130 (Ecuacién 3.1)

Por ofro lado ias respuesia analitica correspondientes a cada concentracion se les
determiné sus respectivos intervalos de conflanza (ver tabla XLIV). En el gréfico ( figura
42 } se muestran los intervalos de confianza de las respuesta analiticas asi como la recta
de regresion obtenida

Tabla XLIV. Limites de confianza de las muestras de sulfametazina a niveles de
concentracion bajos.

i CONGENTRACION| X DELA | LCIAL95% DE LA | LCS AL 95% DE LA
i

DE SMZ (ug/ml} | RESPUESTA RESPUESTA RESPUESTA
ANALITICA ANALITICA ANALITICA |

0.0000 0.02312 0.05714
0.50015 0.33414 0.32003 0.34793

1.00030 0.62583 0.61661 0.63905

I

| 2.00060 1.22001 1.20734 1.22371
3.00090 178384 1.79260 1.81385
4.00120 2.41326 2 37470 240715

LCI = Limite de confianza inferior
LCS = Limite de confianza superior.

a————

El valor de la respuesta analltica de 0.05714 correspondiente al limite de confianza
superior de la concentracion 0.0 pg/ml se interpolé en la curva de regresian obtenida de
los resultados de la tabla XLll (respuesta analitica vs Concentracién de SMZ ). La
concentracion estimada fue 0.02896 pg/ml la cuat corresponde al limite de deteccion.
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CAPITULC lit. validacion del Método Analitico.

Para evaluar el (imite de cuantificacién se propusieron 3 concentraciones cercanas al
limite de deteccidn y se determinaron sus repuestas analiticas correspondientes al aplicar
la ecuacién 3.1. Posteriormente se calcularon los limites de confianza de dichas
repuestas. £n la tabla XLV se muestran los datos correspondientes.

Tabla XLV. Limites de conflanza para respuesta analiticas pronosticadas por la ecuacién
de regresion.

CONCENTRACION RESPUESTA LCIiDE LA LCS DE LA
DE SMZ ugfm! ANALITICA RESPUESTA RESPUESTA
. PRONOSTICADA ANALITICA ANALITICA
0.032 0.05893 0.04212 0.07574
0.060 0.07538 0.06875 0.09202
0900 0.56890 0.55717 0.58063

La concentracion 0,060 pug/ml corresponde al limite de cuantificacién debido a que su
limite de confianza inferior {0.65875) es el que mas cerca al limite de confianza superior
del intercepto {0.05714).

Figura 42. Grafico de los intervalos de confianza de las respuesta analiticas en funcion
de la concentracién de sulfametazina.
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CAPITULO IIl. Validacion del Método Analitico.

Los limites de deteccion y cuantificacion determinados con la recta de regresién no se
verificaron. En base al Intervalo de concentraciones de 0.5 a 4 ug/ml se determiné
experimentalmente el limite de cuantificacidn. Para esto se evalud el coeficiente de
variacion de los porcentajes de recuperacion de la sulfametazina en cada nivel de
concentracion. En la tabla XLV se observa que el menor coeficiente de variacion
corresponde a la concentracion de 2 pg/ml. En este nivel de concentracion se obtiene la
mejor precision y un mejor acercamiento al 100 % de recuperacion { tablas XLVI y XLVI[ )
por consiguente el limite de cuantificacion que se determind experimentatmente es de 2.0
ug/mil.

Tabla XLVI. Porcentajes de recuperacion a concentraciones bajas de sulfametazina con
sus respectivos coeficiente de variacion (C.V.).

‘ CONCENTRACION
ANADIDA DE SMZ % DE RECUPERAGION CV. I
(ng/ml)
0.50015 114.29203 108.86442  110.05389 2.56859
1.00030 10599595 103.36986  109.94797 267616
105.93664 101.75447  104.35503
2.00080 101.74552 100.55588  100.84574 0.58169
101.37408 102.13304 101.65168
L 3.00080 100.02534 101.13185 97.35437 1.52476
] 97.96765  97.62976 98.94925
I 4.00120 100.60062  99.69448 100.52234 0.50072

Tabla XLVIl. Datos estadisticos obtenidos de la prueba de t para los porcentajes de
recuperacion de las concentraciones bajas de sulfametazina.

NIVEL DE !
CONCENTRACION .
ANADIDA DE SMZ PARAMETROS INTERVALO DE CONFIANZA
(ng/mi}
X S tcal uc L5C
1.00030 105.22665 2.81603 -4.54634 84 84188 12661143
2.00060 101.38433 0.58975 -5.74973 100.49027 102.27837
3.00070 98.82637 1.50687 1.90780 91.54191 106.11082
t critica (0.05, 5) = 2.22813 _'_]
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CAPITULO Il Vahdacion del Método Analitice.

5.6 ESTABILIDAD DE SULFAMETAZINA EN PLASMA.

Debido a fa aplicacién que se le daria al método fue necesario evaluar ia estabilidad de la
sulfametazina en plasma de cabra a temperatura de refrigeracion (4°C). En la tabla XLVl
se presentan los resultados de los percentajes de recuperacian de la sulfametazing,
obtenidos para muestras almacenadas en refrigeracion a 4°C durante 15 y 30 dias.

Tabla XLVIll. Resultados de porcentajes de recuperacion de la estabilidad de

sulfametazina en plasma.

[CONCENTRACION

% DE RECUPERACION DE SMZ

—

DE
SULFAMETAZINA DIAS DE ALMAGCENAMIENTO
{ug/mi) 0 15 30
102.96946 95.15412 101 79203
4 100.47409 84,20884 104.65750
95 26089 99.09813 100.96887
104.29035 102.00042 101.79822 “
18 102.08594 100.38917 102.85077
103.31504 100.458561 102.67736
100 51228 100.92630 163.97606
40 101.14697 101 87758 106 55857 I
100.68719 102 24185 103.89387

Se determino la existencia de diferencias entre l0s porcentajes de recuperacion obtenidos
para cada concentracién entre las muestras almacenadas a 4°C durante 15 y 30 dias, se
realizo un analisis de variancia estableciendo la siguiente hipotesis:

Hipdtesis:

Factor dia:
Ho: X gincero = K dia 15 = X gia 30
Hi: Al menos un par de medias es diferente.

Factor concentracion:

Ho: Xapgmi = Kigugiml = X 40,gimé
Hi: Al menos un par de medias es diferente

Criterio de aceptacion.
SiF o < F gitea NO $€ rechaza Ho.

SiF o * F gritica S€ rechaza Ho.
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CAPITULO I Validacion del Métedo Analitico.

Tabla XLIX. Analisis de variancia para determinar la estabilidad.

FUENTE DE
VARIACION GL SC CM F oal F critica
CONCENTRAClON 2 51.28862 25.64431 1.62154 3.55456
DIA 6 94 88861 15.81477 4,56431 2.66130
ERROR 18 62.36771 3.46487
TOTAL _ 26

El andlisis de variancia { tabla XLIX ) nos muestra que no hay diferencia significativa entre

las medias de la tres concentraciones consideradas. Sin embargo, observamos que al

menos un par de medias con respecto a los dias de almacenamiento es diferente. Por

consiguiente se realiz6 una comparacidn de medias con la finalidad de determinar que
par de medias presentaban dicha diferencia, los resultados de este analisis se muestran
en la tabla L. Determinamos que las medias diferentes son, la del dia cero y dia 30 a una
cancentracion de 40 ug/ml, en los demas niveles de concentracién no existe diferencia
entre dias de almacenamiento, ni entre niveles de concentracién. Por lo tantc dado que
existe un valor extremo de 106.6 porciento de recuperacién se puede considerar que las
muestras son estables en el intervalo de concentracidn y dias de almacenamiento

estudiados.

Tahta L. Prueba de t para comparacién de medias.

CONCENTRACION | po epa DE T PARA COMPARAR DOS MEDIAS (X)
DE SMZ (pg/ml) _ _
I Ho: X dia cero ~ X dia 15 H(_): X dia cero — X dia 30
HT- Xdi.'a cero¢ X dia 15 Hic X dia r;eroi x dia 30
4 tcal. : 1.25508 tcal. :-1.14757
’ t wrifioq2. 77646 t ritea:2. 77646
16 t cal. ; 2.75947 t cal. :1.10075
t orinon 2. 77646 E oria 2. 77646
‘ 49 t cal. -2.06628 f cal. .-4.48808
t critica:2. 777646 t oritiga-2-77646
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CAPITULO Il Vahidacién del Método Analitico.

5.7 ESTABILIDAD DE SULFAMETAZINA EN METANOL

Con el fin de evaluar cuanto tiempo es posible almacenar en refrigeracién fas muestras de
sulfametazina en el solvente de elucién (metanol) sin que el resultado analitico sea
alterado, se analizaron exiractos de metanol que contenian sulfametazina obtenidos a
partir de la extraccidn en fase sdlida. En fas tablas LI, LIl y LIl se presentan los
resultados para Ios porcentajes de recuperacion de la sulfametazina obtenidos de los
extractos de metanol aimacenados en refrigeracion a 4°C durante 5, 15 y 30 dias.

Tabla LI. Resultados para la estabilidad de sulfametazina en metanol aimacenada

durante 5 dias.

CONCENTRACION DE % DE RECUPERACION
SULFAMETAZINA DIAS DE ALMACENAMIENTQ
{ng/mi) o 5

102.93803 102.44283

4 100.44342 99.31485
956.23181 103.00190

104.25845 103.01638

16 102 05471 101 00954

103 28344 102.38714

107.18566 106.81029

40 101.78123 101.68598

100 00404 100.12554

Tabla LIl. Resultados para la estabilidad de sulfametazina en metanol almacenada

durante 15 dias.

[ CONCENTRACION DE

% DE RECUPERACION

i

SULFAMETAZINA DIAS DE ALMACENAMIENTO
(ng/ml) 0 15
101.79203 96.88671
4 104.65750 104.19547
100.96887 106.02432
101.79822 97.84026
16 102.85078 100.78004
‘L 102.67738 99.41318
100 92630 94.16026
40 101.87759 100.11435
. 102.24186 102._2__3_Z73
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CAPITULQ IlI. Validacién del Métado Analitico.

Tabla Lill. Resullados para la estabilidad de sulfametazina en metanol almacenada

durante 30 dias.

CONCENTRACION DE % DE RECUPERACION
SULEAMETAZINA DIAS DE ALMACENAMIENTO
(ug/ml) 0 30

95.15412 99.82626
4 94.20884 106.05983
99.09913 102 87057
102.00042 104.38825

16 100.38917 102.08632 \
100.45861 102.01115
100.51229 100.81446
40 101.14697 102.10606
_ 100.68719 |  100.93750

Para evaluar la estabilidad de sulfametazina en metanol se realizé un analisis de varnancia
para cada uno de los intervalos de 5, 15 y 30 dias de almacenamiento. En {as tabfas LIV,
LV y LVI se presentan fos analisis de variancia de los resultados. Se puede observar que
no existen diferencias estadisticamente significativas en los resultados obtenidos para los
extractos de metanol en los 5 y 15 dias de almacenamiento. Sin embargo para los
extractos de metanol almacenados durante 30 dias existe diferencia significativa. Por elio,
se determind el intervalo de conflanza de los extractos del dia cero y 30 dias de
almacenamiento para cada concentracion ( ver tabla LVIl }, observandose dque los
intervalos de confianza para ambos dias se traslapan por [o tanto es posible almacenar a
la sulfametazina en metanol hasta 30 dias sin la presencia de alguna alteracion en el
resultado

Tabla LIV. Analisis de variancia de los resultados estabilidad de 5 dias almacenamiento
en metanol

FUENTE DE F E_
VARIACION G.L sC CM cal critica
CONCENTRACION 2 20.38569 110.19285 3.82514 3.88529
TIEMPO DE
ALMACENAMIENTO 3 7 99411 2.66470 0 33085 3.49030
ERROR 12 96.64927 8.05411
[ TOTAL 17
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Tabla LV. Analisis de vanancia

almacenamiento en metanol

de los resultados esfabilidad de 15 dias de

| FUENTE DE T o E £
VARIACION GL sC CM cal critica
CONCENTRACION 2 20.34128 10.1708 110428 3.88529
IEMPO DE
LMACENAMIENTO 3 27.63056 9.21019 1.44334 3.49030
ERROR 12 76.57391 6.38116
TOTAL . 17
Tabla LVI. Andlisis de variancia de los resultados estabilidad de 30 dias de

almacenamiento en metanol

I FUENTE DE F E

[ VARIACION G.L SC CM cal eritica

CONCENTRACION 2 17.01621 8.50811 0.34343 3.88529
74 32279 247742 7.5393% 3.49030
39.43170 3.28598

Tabla LVIL. Intervalos de confianza de los % de recuperacién del dia cero y del dia 30 de

almacenamiento

CONCENTRACION INTERVALOS DE INTERVALOS DE
DE SMZ CONFIANZA DEL DiA CONFIANZA DEL DIA
(ugiml) CERO 30
ICI ICS Te} ICS
4 67.20325 125.10481 61.11385 | 144.72393
18 §7.37952 104 51928 94 97254 | 11068460
l 40 100.31974 101.24455 00.09961 | 103.47240
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CAPITULO IV Cenclusiones

1. CONCLUSIONES

Las condiciones 6ptimas para tratar las muestras de plasma con sulfametazina son:

= El tiempo del tratamiento del plasma en 8 minutos.

= Porcentajes recuperados de sulfametazina de 101.3 £ 2 2.

= El uso de cantidades pequefias de plasma y solventes 1 y 2 ml respectivamente, mas
0.5ml de sulfatiazol como estandar interno.

L.as condiciones cromatograficas establecidas para el método analitico son:

=» Columna Octadecilsilano

= Velocidad de flujo Tml/min

= Volumen de inyeccién 20 pl

= Fase mévil' Acetonitrilo : Acido acético 0.5% (15'85).

El método desarrollado es:

= Capaz de cuantificar sulfametazina en plasma de cabra a pariir de 2.0 pg/ml con

coeficientes de variacién de 0.5 al 3%.

= Especifico para sulfametazina capaz de discriminar los productos de biodegradacion y
sustancias endogenas contenidas en el plasma de cabra,

= Reproducible y lineal en el intervalo de concentraciones de sulfametazina de 4 a 40
ug/mi.

= Exacto y preciso en el intervalo de concentraciones de sulfametazina de 4 a 40 pg/mi.

=» Por su estabilidad, las muestras de sulfametazina en plasma y metanol se pueden
almacenar hasta por 30 dias en el caso de que no se pudieran procesar
inmediatamente.

El métode es confiable para medir niveles de sulfametazina en cabras bajo tratamiento.
Por lo que se recomienda ef empleo del método analitico en los estudios de
farmacacinética y biodisponibilidad.
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ANEXOS

ANEXO 1.ABREVIATURAS

AcN......... L Acetonitrifo

HCL.....co......... Acido Clorihidrico
TCA..ccoe Acido Triclaroacético.
Foreerrneneeeeenanaes Coeficiente de correlacion

P Coeficiente de determinacién
CV.viorin...... Coeficiente de variacion.

Pka. ............ . Constante de disociacion
CLAR............. Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
LU Desviacion estandar,

do Diametro interno

EFS............... Extraccién en Fase Sdlida
ELL............... Extraccion Liquido - Liquido

[ ] . Grados de libertad

NaOH......... . Hidréxido de sodio.

Hi.. ... ... Hipotesis alterna.

HO. oo Hipotesis nula.

Ch., . Limite de confianza inferior al 95%.
LCS..... . ....... Limite de confianza superior al 95%.
PH.. ..... ... -Logde laconcentracién de los protones.
MeOH............ Metanol.

Wi Micrélitros

mhon Miltlitros

7.4 SUUUORPR Micrometros

(1711 IO, Nanometros

N, Nitrdgeno

.. wieeen ... Nivel de significancia

Cie YODS....... Qctadeciisilano

Pp de proteinas Precipitacion de proteinas

X o Promedio aritmetico
Rpm.............. Revoluciones por minuto.

SMZ... ..... . Suifametazina.

STA ... . ... Sulfatiazol.

s Sumatoria.

tyze vonee oo ... Tiempo de vida media.
AUl Unidades de absorbancia
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ANEXO 2. PREPARACION DE SOLUCIONES.

Preparacién de solucion stock de 200 pg/mi de sulfametazina (solucion A).

% Pesar 1 g de sulfametazina base en un vaso precipitado de 15 ml y adicionar 0.5 ml
de NaOH 1.5 N.

> Vaciar lo anterior a un matraz volumétrico de 50 ml. Llevar al volumen de aforo con
agua.

¥ Tomar 1 ml de la solucidn anterior y levar a un matraz volumétrico de 100 ml. Lievar
al volumen de aforo.

Preparacion de solucidn stock de 50 pa/mi de sulf tazina (solugidn B

» Pesar 250 g de sulfametazina base en un vase de precipitado de 15 mt y adicionar 0.5
mide NaOH 1.5 N.

¥ Vaciar lo anterior a un matraz volumétrico de 50 mi. Lievar al volumen con agua.

» Tomar 1 ml de la solucién anterior, llevarlo a un matraz volumétrico de 100ml. Llevar
al volumen con agua.

reparacion de solucion de Sulfatiazol { estandar interno) 500ug/mi.

» Pesar 50 mg de sulfatiazol en un vaso de precipitado de 15 mi, disolver con 1 mi de
NaOH 1.5 N.

3 Adicionar la solucion anterior en un matraz volumétrico de 100 mi. Llevar al volumen
con agua.

» De cada una de las soluciones preparadas se toman diferentes alicuotas con sus
correspondientes  diluciones  para  obtener diferentes  concentraciones de
sulfametazina.

> En la tabla LVIlI se presentan las diferentes diluciones realizadas, asi como las
concentraciones finales de sulfametazina obtenidas.

Tabla LVill. Se presentan las diferentes diluciones realizadas a partir de soluciones stock
para obtener diferentes soluciones estandares de sulfametazina.

Solucion | Alicuota a  |Alicuota a tomar de | Volumen final a | Concentracion
stock a | tomardela la solucién stock llevar {(mf) fina! de
. }—:ﬁlfzar. solucion stock | de 500 pg/m! de sulfametazina
(mi} sulfatiazol (mi} {ngfmi)
B 0.5 2.0 100 0.25 '
B 1.0 2.0 100 0.50
B 2.0 2,0 100 1.00
|7 A 0.5 1.0 50 2.00
A 1.0 1.0 50 400 l ~
IF A 2.0 1.0 50 8.00 I
A 3.0 1.0 50 12.00
A 4.0 1.0 50 16.00
A 5.0 1.0 50 20.00
A 10.0 1.0 50 40.00
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PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR PLASMA FORTIFICADO:
PREPARACION DE SOLUCIONES.
Breparacion de solugion stock de 4000 pgiml de sulfametazina,

¥ Pesar 400 mg de sulfametazina en un vaso de precipitade de 15 ml, disclver con 0.5

ml de NaQH 1.5 N.
» Vaciar lo anterior a un matraz volumétrico de 100 mi . Lievar at volumen con agua.

A partir de la solucién stock de sulfametazina preparada se realizaron varias dilucicnaes en
agua y se obtuvieron diferentes concentraciones de soluciones estandares de
sulfametazina. En la tabla LIX se muestran la diluciones realizadas con las respectivas
concentraciones finales obtenidas de sulfametazina.

Tabla LIX. Dilucionas de la solucion stock para obtener diferentes soluciones estandar de
sulfametazina.

Alicuota a tomar de la solucion | Volumen final | Concentracién final
stock de SMZ de 4000 ug/mi {mi} de SMZ en agua
(pg/ml}
Q.5 50 40
1.0 50 80
2.0 50 160
3.0 50 240
5.0 50 400

PREPARACION DE PLASMA FORTIFICADO CON SULFAMETAZINA.
De las soluciones estandar preparadas de sulfametazina se toma una alicuota 1 ml de

cada y diluye a 10 ml con plasma limpio. La concentracién final de sulfametazina en
ptasma es; 4.0, 8.0, 16.0, 24.0 y 40.0 ng/mi
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ANEXO 3. PROGRAMACION DEL ESTUDIO DE ESTABILIDAD PARA
MUESTRAS DE SULFAMETAZINA.

PREPARACION DE PLASMA FORTIFICADO CON SULFAMETAZINA PARA SER
SOMETIDO AL ESTUDIO DE ESTABILIDAD.

>

»

»

Preparar 10 ml de plasma fortificado con sulfametazina a las concentraciones de 4, 16
y 20 pg/ml (preparacion de plasma fortificado -Pag. 100 -)

Para cada concentracion de plasma fortificado dividir en 9 frascos viales de capacidad
de 5 mi.

Etiquetar los viales con el siguiente cédigo:

> Primer nimero = Concentracién,

» Segundo nimero = NUmero de repeticidn.

Almacenar a temperatura de refrigeracion,

Analizar las muestras el dia que les correspondia, En la tabia LX se muestra la
programacion realizada para el anélisis de las muestras de plasma para ser sometidas
al estudio de estabilidad.

Tabla LX. Programacion del andlisis de plasma fortificado con sulfametazina para el

estudio de estabilidad.

Concentracion de SMZ Dias de almacenamiento en refrigeracion

en el plasma de cabra. 0 156 30
4 41 |1 4-2 | 43 | 44| 45 | 46 | 4-7 | 48] 4-9
16 16-1 £ 16-2 | 16-3 | 16-4 | 16-5 | 16-6 | 16-7 | 16-8| 16-9
40 40-1 | 40-2 | 40-3 | 40-4 { 40-5 | 40-6 | 40-7 [40-8

PREPARACION DE EXTRACTO DE METANOL CON SULFAMETAZINA PARA SER
SOMETIDO Al ESTUDIO DE ESTABILIDAD.

'

»

»

Preparar 10 mi de plasma fortificado con sulfametazina a las concenrtraciones de 4, 16
y 20 pg/ml { anexo de preparacidn de plasma fortificado -Pag. 100 -).

De cada concentracién preparada fomar 9 alicuotas de 1 ml y analizarias de acuerdo
al ensayo analitico { pagina 62 ). Este analisis correspondera al dia cero,

Etiquetar con el siguiente cédigo los extractos de metanol analizados:

¥ Primer nimero = Concentracion.

> Segundo nimero = Numero de repeficidn.

Almacenarlos a una temperatura de refrigeracién. Analizarlos nuevamente el dia que
les corresponda de acuerdoe a la tabla LXI.

Tabla LXI. Programacion del analisis de extractos de metanot con sulfametazina para el
estudio de estabilidad.

I Concentracion de SMZ Dias de aimacenamiento en refrigeracion I

en el extracto de metanol. 5 15 30
4 41 [ 42| 43 |44 45| 46 {47 ] 48
16 16-1 | 16-2 | 16-3 | 16-4 | 16-5 | 16-6 | 16-7 | 16-8
l 40 40-1 | 40-2 | 40-3 [ 40-4 | 40-5 | 40-6 | 40-7 | 40-8
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ANEXO 4. FORMULAS UTILIZADAS PARA LA VALIDACION DEL METODO
ANALITICO.

LINEALIDAD:
Tabular los resultades en base al siguiente formato:

Concentracién Adicionada (x)  Concentracién recuperada (y)

X1 Y11,Y12,,.,..Y1n
X2 . Y21,Y22,,,.,..Y2n
et Y1, Y2 00 YEN

t = nimero de diluciones
n = namero de replicas (propiedad medida) de cada dilucién de la solucion stock.

Calcular el valor de la pendiente:

m=NLXy-2X 5y
AL XY - R

Calcular el valor de la ordenada al origen:

b=3y -mXlx
n

Calcular ¢! coeficiente de determinacion y correlacidn (r) por medio de las siguientes
ecuaciones:

2 = [(Sxy) (SXUSVP
[n(Sx)? - (Sx)? TIn(SY?) - (Sy)°

r=+r2

105



ANEXOS

Determinar los intervalos de confianza y la prueba de t para la pendiente y la ordenada al
origen se usan las siguientes formutas que se encuentran en la siguiente tabla:

Prueba de ¢ B Intervalos de confianza "
Intercepto th-B1
t= —1
— b=BEtigo naySyx | Ly 2N
syx | Ly ZX NG
UEDR'EIONY, "
n
Pendiente
Jm-ki|
it=
Sy.}( |
-y
A n

B y M = valor obtenido de la regresion

b y m = valor de cero.

Donde Sy . X se calcula de [a siguiente manera:

Syx = |nol(s)-b s
= = (Sy-b8x)

PRESICION

Tabular los resultados de los porcentajes de recuperacion:

Caleular la media aritmética, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion con las

siguientes ecuaciones:

Media aritmética

Desviacién estandar

Coeficiente de variacion

%=X
T

_[F=D
N )

o
C, =4 100
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ANEXOS

EXACTITUD
Tabular los resultados de los porcentajes de recuperacion
Calcular su media aritmética y su desviacién estandar como se muestra en la precision.

Calcular ef valer de t y el intervalo de confianza para los datos con las siguientes
ecuaciones

e

' Intervalo de confianza '

KEtomnn®

REPRODUCIBILIDAD ¥ REPETIBILIDAD.

Tabular fos porcentajes de recuperacion bajo el siguiente formato:

| e —— —
[lota Analista |
1 Y111 Y211
Y112 Y212
Y113 Y213
2 Y121 Y221 [
Y222
Y223

Suma de cuadrados
def analista (SCp ).

Suma de cuadrad
d:r:::. d?azu(léf, )? -DLDT i] D"]
br

suma de cuadrados
del error (SCg ). D‘f“ 2 [m]
ikt~

r

e ——

a = Total de analistas.
b = total de dias.
r = Namero de repeticiones
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ANEXDOS

Tabla de ANADEVA

I-Fuente de Grados de Suma de Cuadrados medios |F calculada |F c:‘itif:"éimmEI
variacion libertad cuadrados (o =0.05)
Analista GLa.= a1 SCp CMp=SCa/GLy |CMa/CMp |~
Dia Glp=(b-1)a |8Cp CMp=SCp/Glp |CMp/CMg |~
Error Glg=(-1)ab {SCg CMg = SCg/ Glg _
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