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Tabla I. Abreviaturas empleadas
N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida

C10 Acido sebéacico

C7 Acido pimélico

C8 Acido subérico

C9 Acido azelaico

CE Electroforesis capilar

FID Detector de Ionizacion de Flama
GC Cromatografia de Gases

GSC Cromatografia Gas - Solido
GSL Cromatografia Gas - Liquido

HEPT Altura equivalente de plato tedrico

HPLC Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
k Factor de capacidad

R Resolucion entre picos

SCOT Columna Capilar de Soporte Recubierto
TMCS Trimetil Cloro Silano

t, Tiempo de retencion
WCOT Columna Capilar de Pared Recubierta
a2 Factor de separacion
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INTRODUCCION

En los ultimos afios se ha encontrado que el acido azelaico en concentraciones del 15 al
20 %p/p inhibe y contrarresta el melasma y el acné; estudios recientes mostraron una
recuperacion hasta de un 81.9%. A partir de 1989 el acido azelaico es utilizado para el

tratamiento del acné en algunos paises.

Actualmente la formulacion farmacéutica es un producto de patente y solo es
manufacturado y distribuido por los Laboratorios Darier y Bayer Shering Pharma en el
mercado nacional, por lo que al abrirse su elaboracion al mercado, habré la necesidad de

una técnica analitica para su cuantificacion.

Una técnica analitica que permite la caracterizacion y cuantificacion de este principio
activo es la cromatografia de gases capilar con deteccion de ionizacion de flama (GC-

FID), llevando previamente a cabo una reaccion de derivatizacion con BSTFA.

En el presente trabajo se llevd a cabo la optimizacion y la validacion de un método
analitico por cromatografia de gases capilar para determinar acido azelaico. Este método
permitirad realizar el control de calidad de muestras farmacéuticas de una manera

econdmica, eficiente, confiable y rapida.

La validacion se llevo a cabo con base en los criterios establecidos en la guia del
Colegio Nacional de Validacion. Se determind que el método cumple con todos los
criterios de validacion establecidos, lo cual, asegura la confiabilidad del mismo para el

analisis de la formulacion farmacéutica que contenga el activo de estudio.
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Capitulo 1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo general.

» Optimizar y validar un método cromatografico que permita la separacion y
cuantificacion de acido azelaico y compuestos homologos en una formulacion

farmacéutica mediante cromatografia de gases capilar (FID-GC).

1.2. Objetivos particulares

e Optimizar las condiciones de reaccion para la derivatizacion de acido azelaico.

e Establecer las condiciones cromatograficas Optimas para la separacion y
cuantificacion de acido azelaico.

e Verificar que las condiciones Optimas propuestas cumplan con los propositos
practicos de medicion de acido azelaico en formulaciones farmacéuticas.

e Validar el método analitico con los pardmetros estadisticos de desempefio, como
son: reproducibilidad, especificidad, adecuabilidad, precisién, exactitud,
linealidad del método y linealidad del sistema de acuerdo con lo establecido en
la Guia de Validacion de Métodos Analiticos.

e Analizar las muestras comerciales de acido azelaico existentes en el mercado

nacional.
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Capitulo 2. MARCO TEORICO

2.1 Acido azelaico
2.1.1 Propiedades quimicas

El 4cido azelaico es un &cido dicarboxilico saturado. Segln sus caracteristicas quimicas,
es acido 1,7-heptanodicarboxilico, con la formula molecular CoH;404, una masa molar

de 188.22 g/mol, y la siguiente féormula estructural (figura 1):

‘larbono; .idrc’)geno; 'igeno

Figura 1. Estructura quimica del acido nonanodioico (acido azelaico)

El 4cido azelaico puede ser obtenido por la oxidacion del acido oleico (presente en la

naturaleza en los granos de cereales) por dos métodos:

1. Oxidacién con acido nitrico (HNOs) [1]

2. Oxidacién con permanganato de potasio (KMNOy) [2]

El creciente interés que existe sobre las propiedades bioldgicas y las aplicaciones
terapéuticas de esta sustancia se inici6 a partir de los estudios realizados por Nazzaro
sobre los lipidos de la superficie cutdnea y la patogenia de la hipocromia de la pitiriasis

versicolor.

El acido azelaico se utilizd por primera vez en 1977 para usos dermatologicos en el
tratamiento de los trastornos de la hiperpigmentacion, a partir de que el farmaco
demostr6 ser, in vitro, un inhibidor competitivo de la tirosinasa, la enzima fundamental

en la melanogénesis [3].
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Se observd que pacientes con melasma y acné coexistentes, presentaban una mejoria
tanto del acné como del trastorno de la pigmentacion cuando recibieron tratamiento
topico con acido azelaico. Ello dio origen a proponer estudios clinicos sobre la utilidad
y el efecto del acido en el tratamiento del acné y de la rosacea. El acido azelaico
demostrd no ser toxico para la piel normal, ademas, de ejercer una accion terapéutica

beneficiosa en desdrdenes cutaneos de distintas etiologias.

Estudios recientes mostraron una recuperacion en el melasma y el acné hasta de un
81.9% en la muestra de la poblacion que se tomd para verificar el efecto de este
principio activo, A partir de 1989 el acido azelaico es utilizado para el tratamiento del

acné vulgar en algunos paises [4].

Al ser un producto con un alto potencial comercial debido a su uso dermatologico, la
industria farmacéutica requiere de métodos sencillos y confiables para la determinacion
de este principio activo, con diversas finalidades como son: control de sintesis de acido,
control de materia prima, control de procesos de produccion, verificacion del contenido
de producto, liberacion del producto al mercado, etc. En la literatura se encuentran
reportados diferentes técnicas analiticas para su caracterizacion y cuantificacion, entre

los que destacan:

e Valoraciones potenciométricas de acidos carboxilicos

e Andlisis de acido azelaico por HPLC con deteccion de fluorescencia [5]

e Deteccion y cuantificacion de acidos carboxilicos por CE [6]

e Determinacion y cuantificacion de acidos dicarboxilicos cromatografia de gases

capilar [7]

Una técnica relativamente sencilla, economica y confiable es la cromatografia de gases;
en un trabajo de laboratorio previo se reporta el desarrollo de un método analitico para
el andlisis de 4cido azelaico y compuestos homoélogos, mediante cromatografia de gases,
llevando a cabo una derivatizacion previa con el reactivo BSTFA [7]; sin embargo, solo
se reportan las condiciones de reaccion y cromatograficas de separacion del acido
azelaico sin definir pardmetros de validacion. Es por ello que el validar el método es el

principal objetivo de esta tesis.
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2.1.2 Propiedades farmacodinamicas

Se supone que la eficacia terapéutica del acido azelaico en el acné se basa en la accion
antimicrobiana y en un efecto directo sobre la hiperqueratosis folicular; clinicamente, se
observa una reduccidon significativa de la densidad de colonizacion por
Propionibacterium acnes y una reduccion significativa de la fraccion de acidos grasos

libres en los lipidos de la superficie de la piel.

In vitro e in vivo, el dcido azelaico inhibe la proliferacion de los queratinocitos y
normaliza la alteracion de los procesos de diferenciacion epidérmica terminal en el
acné. En el modelo de oreja de conejo, el acido azelaico acelera la comedolisis de los

comedones inducidos por tetradecano.

Se desconoce el mecanismo por medio del cual el acido azelaico interfiere con los
procesos patogénicos en la rosacea. Diversas investigaciones in vitro € in vivo sefialan
que el acido azelaico puede ejercer un efecto antiinflamatorio al reducir la formacion de

especies reactivas de oxigeno proinflamatorias.

2.1.3 Propiedades farmacocinéticas

El 4cido azelaico penetra en todas las capas de la piel humana después de la aplicacion
topica. La penetracion es mas rapida en la piel lesionada que en la intacta. Después de
una aplicacion topica unica de 1 g de acido azelaico (5-7g de crema o gel) se absorbe
percutanéamente un total de 3.6% de la dosis aplicada. Investigaciones clinicas
realizadas en pacientes con acné sefialaron tasas de absorcién de acido azelaico

similares a partir de crema y gel.

Una parte del acido azelaico absorbido a través de la piel se elimina de forma no
modificada por la orina. El resto se cataboliza por beta-oxidacion en acidos
dicarboxilicos de cadenas mas cortas (C7, C5) que también se han detectado en la orina

[8,9].
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2.1.4 Formulacion de acido azelaico en el mercado nacional

Las formulaciones de acido azelaico en el mercado nacional son las que se muestran en

la tabla.

Tabla 1. Productos comerciales actuales en el mercado nacional que contienen
acido azelaico

Nombre Forma Via de admin. Dosis Laboratorio
Comercial farmacéutica
Cutacelan Crema Topica 20% Shering
Pharma
Finacea Gel Topica 15% Shering
Pharma
Lab Darier Crema Topica 20% Darier

Actualmente no existe un producto farmacéutico genérico, y sélo es distribuido como

producto de patente.
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Capitulo 3. CROMATOGRAFIA DE GASES (GC)

3.1 Proceso de GC

Es una técnica analitica fisica de separacion, en la cual los componentes a separar se
distribuyen entre dos fases. La separacion se basa en la velocidad de desplazamiento
diferencial de los mismos que se establece al ser arrastrados por una fase movil (gas

acarreador) a través de un lecho cromatografico que contiene la fase estacionaria. [10]

3.1.1 Tipos de GC

Existen dos tipos de cromatografia de gases (GC): la cromatografia gas-solido (GSC) y
la cromatografia gas-liquido (GLC), siendo esta tultima la que se utiliza mads
ampliamente, y que se puede llamar simplemente cromatografia de gases (GC). La GLC
utiliza como fase estacionaria moléculas de liquido inmovilizadas sobre la superficie de

un solido inerte. [11]

La GC es la técnica cromatografica que ofrece mejor poder de resolucion para
compuestos organicos. Las caracteristicas que deben cumplir los analitos a separar por

GC son:

1. Presion de vapor relativamente alta (punto de ebullicion <250° C)

2. Estabilidad térmica (no presentar descomposicion antes de evaporarse) [11,12]
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3.2 Principios cromatograficos.

3.2.1 Tiempo de retencion (t,)

Se refiere al tiempo en que la maxima cantidad del analito de estudio es detectado y
refleja sefial, desde que es inyectado desde el inicio de la columna hasta el detector

(min).

3.2.2 Factor de capacidad (k’)

Es un pardmetro de tiempo y caracteriza con mas propiedad a un soluto y se define

como la relacion entre el tiempo de retencion ajustado y el tiempo muerto.

-t
Tt

k

Donde:
k = Factor de capacidad
t, = Tiempo de retencion del analito

t, = Tiempo muerto

3.2.3 Factor de separacion (o)

Es un pardmetro definitorio de cuéan selectiva es la separacion de dos analitos, se define
como la relacion entre sus tiempos de retencion ajustados o mas bien entre sus factores

de capacidad:

=

(3]

ﬂ.:jrl =k—1
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Donde:
k; = Factor de capacidad del analito 1
k,= Factor de capacidad del analito 2

o= Factor de separacion

3.2.4 Resolucion

Es la capacidad para separar dos sustancias, no solo teniendo en cuenta la separacion
entre picos, sino también los anchos de pico. Es mas util y definitivo que el factor de

separacion.

Se define como la relacion entre la distancia que separa a dos picos y la media

aritmética de los anchos de picos:

_ 2&1": - tn]
W+ W,

Donde:

R = Resolucion

t;; = Tiempo de retencion del analito 1

tn = Tiempo de retencion del analito 2

W = Ancho del pico gaussiano del analito 1

W, = Ancho del pico gaussiano del analito 2

Para que exista una resolucion practicamente total el valor de R debe ser igual o mayor

al.bs
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3.2.5 Platos teoricos de la columna y altura equivalente de platos teoricos (HEPT)

La eficiencia en GC depende del ancho de los picos y del espacio de tiempo de
retencion entre los picos. La eficacia es el parametro que cuantifica la preferencia por
las bandas angostas, y ésta es andloga a la destilacion, en donde se habla de platos
teoricos, en GC una columna cromatografica estd constituida por una serie de platos que
contiene una fase estacionaria. Supone que el volumen de fase estacionaria en cada
plato es constante; que el volumen de fase movil es constante de plato a plato; que en

cada plato las dos fases estan en equilibrio.

Esto se expresa por la siguiente ecuacion:

-
-

v - 16(2)

Donde:
tr = Tiempo de retencion (min)

W = Ancho del pico gaussiano del analito.

El HEPT se refiere a la relacion del nimero de platos tedricos con respecto a la longitud

de la columna y se expresa:

HEPT =

Donde:
N = Numero de platos teoricos

L = Longitud de la columna (m)

Estos parametros en GC son los que marcan la pauta para definir si la técnica
cromatografica es eficiente para llevar a cabo un andlisis cualitativo y cuantitativo [11,

13].
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3.3 Componentes de un Cromatografo.
Un equipo de GC se compone basicamente de:

» Suministro de gas acarreador
Controlador de flujo del gas acarreador
Puerto de inyeccion

Columna

Detector

>

>

>

» Horno de la columna
>

» Registrador de datos
>

Sistema de recopilacion de datos

Microjeringa
Divisor de fluj T
Detector

Electrometro
Septum o puente
Regulador ™. P
de flujo =
Regulador DAC
de presicn [
2T
A J Ordenador
U Rotametro
Columna
Gas portador
Horno termostatizado

Figura 2. Diagrama de un cromatografo de gases [14].
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3.3.1 Gas acarreador.

Es la fase movil en GC, su unica funcion es arrastrar a los analitos desde el puerto de
inyeccion hasta el detector, a través de la columna, donde se lleva a cabo la separacion.

El gas debe contar con las siguientes caracteristicas:

Quimicamente inerte

No debe interaccionar con la columna ni con los componentes de la mezcla

Alta pureza

No debe interferir en la sefial del detector

La resolucion cromatografica depende del gas acarreador, debido a que este influye en
la eficacia de la columna, puesto que, la HEPT esta afectada por la difusividad del

soluto en la fase movil.

El nitrégeno como gas acarreador resulta ser la mejor opcion si es usado el detector de
ionizacion de flama FID al ser mas barato que los demds gases y no interfiere con la

columna, los analitos ni el detector [11,12].
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3.3.2 Puerto de inyeccion

Se puede utilizar cualquier tipo de muestra (sélida, liquida o gaseosa) siempre que €ste
sea estable y no origine una sobrecarga en la columna ni en el detector. La técnica de

introduccién de la muestra depende de:

1. Su estado fisico
2. Rango de concentraciones de los analitos a separar

3. Condiciones cromatograficas

Las muestras liquidas son las més empleadas siendo las jeringas de inyeccion la mejor

opcion siendo los volimenes de 1 y 10 pL las mas comunes.

3.3.2.1 Inyeccion on column

En este tipo de inyeccidon la muestra se deposita directamente en la columna sin que
exista una camara de vaporizacion previa. Las jeringas deben tener un didmetro de la
aguja suficientemente pequefio para que ésta penetre en la columna. La aguja se

introduce a través de un septum, dentro de la columna [11, 12, 13].
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3.3.3 Columna.

Es el elemento esencial del cromatografo, debido a que es en la columna donde se

llevan los procesos fisico-quimicos de separacion (volatilidad — solubilidad).

Las columnas mas utilizadas actualmente son las capilares o abiertas, las columnas
capilares son de dos tipos basicos: las de pared recubierta (WCOT) y las de soporte
recubierto (SCOT). Las WCOT son simplemente tubos capilares donde la pared interna
se ha recubierto con una finisima capa de fase estacionaria. Las columnas SCOT tienen
en su parte interna una fina capa de material adsorbente como el empleado en las
columnas de relleno (tierra de diatomeas) donde se ha adherido la fase estacionaria. Por
orden de eficacia, en primer lugar estan las WCOT, luego las SCOT y por ultimo las

columnas de relleno.

Las columnas WCOT se fabrican a partir de silice fundida, en el mismo proceso de
obtencion del tubo se recubre con una capa de poliimida, de esta forma la columna

puede enrollarse con un didmetro de unos pocos centimetros.

Corte de seccion de una colunna capilar de sihice fundida

Recubrimiento de poliitdda
Capilar de silice fundida

Fase estacionaria

Figura 3. Estructura de una columna capilar en GC.

Las propiedades necesarias para una fase estacionaria liquida inmovilizada son:

1. Caracteristicas de reparto (factor de capacidad k' y factor de selectividad o)
adecuados al analito.

2. Baja volatilidad, el punto de ebullicion de la fase estacionaria debe ser al menos
100°C mayor que la maxima temperatura alcanzada en el horno.

3. Baja reactividad.
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4. Estabilidad térmica, para evitar su descomposicion durante la elucion [11, 13,

14].

Tabla 2. Fases estacionarias para GC en columnas capilares.
Fases ‘ Temperatura maxima (°C)

No polares:

Escualeno 150
100% metilpolisiloxano 300
5% fenil 95% metilpolisiloxano 300
Moderadamente polares:
14% cianopropilfenil 86% metilpolisiloxano 300
50% fenil 50% metilpolisiloxano 225
Fenilsiloxano carborano 370
Polares:
50% cianopropil 50% metilpolisiloxano 275
50% trifluoropropil 50% metilpolisiloxano 250
Glicol de polietileno 225
Altamente polares:
70% cianopropilpolsilfenilenosiloxano 250
Poli(dietilenglicol succinato) 200
[ cha | [ ceHs |
— —S|i S e R
L[ L,
L 4 L .
Figura 4. Estructura quimica de la fase estacionaria de la columna 5% fenil/95%
metilpolisiloxano
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3.3.4 Detector.

El detector es la parte del cromatdgrafo que se encarga de convertir una propiedad fisica

(diferencia de potencial), no medible directamente, en una sefal elaborable y por medio

de ésta determinar cuando ha salido el analito por el final de la columna. Su fundamento

es medir de forma continua una propiedad fisica o quimica del gas, realizando dos

funciones:

a) Indicar el momento exacto en que pasa un soluto definiendo los tiempos de

retencion para su analisis cualitativo.

b) Originar una sefial proporcional a la cantidad de soluto que pasa a través de el

para su cuantificacion.

Detector

Tabla 3. Tipos de detectores en GC

Gases

Selectividad

Limite de

Intervalo

soporte deteccion lineal
Ionizacion de Flujo masico H, y aire Compuestos 10" 10°—10’
flama organicos
Conductividad | Concentracion | Referencia Universal 10°-10° 10° - 10*
térmica
Captura Concentracion CH, +Ar Haluros, 10" 10° - 10°
electronica nitratos,
organometalicos
Fotométrico de Flujo masico H, y aire S, P, As, Ge, B, 10" 10°
llama Se
Nitrogeno- Flujo masico H, y aire N, P 10%-10™" 10°—10’
fosforo
Fotoionizacion | Concentracion H,y Ar Alifaticos, 108 - 10" 10°
aromaticos, etc.
Hall Flujo masico H,, O, X, N, S 10" 10°
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3.3.4.1 Detector de Ilonizacion de flama (FID)

Se basa en la relacion entre la conductividad eléctrica y la concentracion de particulas
cargadas existentes en el mismo; funciona mediante la pirolisis del efluente en una
llama de hidrégeno/aire, cuando pasan componentes separados por el detector, éstos
reaccionan en la llama para producir cationes en la corriente del efluente. Estos iones se
inducen mediante un campo eléctrico al colector. Esta diferencia de potencial sera

amplificada para que se produzca la respuesta.
Caracteristicas:

a) Realiza medidas absolutas
b) Detector practicamente universal
¢) Destruye la muestra

d) Responde a la velocidad del flujo del soluto [11, 12, 13]

The Flame lonisation Detector
| |

%

Collector electrode
Flame ignition
coil +300Y

Palarising voltage

!

Airj —— -=+—Hydrogen

Colurmn

Figura 5. Detector por Ionizacion de Flama (FID) [14]
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3.3.5 Registrador y colector de datos

El registro de la respuesta que produce el detector, es amplificado por dispositivos

electronicos.

Actualmente es poco comun encontrar colectores de datos como integradores, ahora el
uso de computadoras resulta mas conveniente y mas rapido para la obtencion de los

datos para el analisis cualitativo y cuantitativo.

Estos aparatos calculan el tiempo de retencion, el area bajo el pico, la altura del pico, la

resolucion, el factor de capacidad. [13]

3.5 Aplicaciones de GC

La GC tiene dos importantes campos de aplicacion. Por una parte su capacidad para
separar mezclas orgéanicas complejas, compuestos organometalicos y sistemas
bioquimicos. Su otra aplicacion es como método para determinar cuantitativa y
cualitativamente los componentes de la muestra. Para el andlisis cualitativo se suele
emplear el tiempo de retencidon, que es Unico para cada compuesto dadas unas
determinadas condiciones (mismo gas portador, rampa de temperatura y flujo), o el
volumen de retencion. En aplicaciones cuantitativas, integrando las areas de cada
compuesto o midiendo su altura, con los calibrados adecuados, se obtiene la

concentracion o cantidad presente de cada analito.
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Capitulo 4. REACCIONES DE DERIVATIZACION

4.1 Derivatizacion

Debido a que el 4cido azelaico no presenta una volatilidad alta, es necesario realizar una
reaccion de derivatizacion previamente, para que el analito se convierta en un

compuesto mas volatil.

Normalmente las reacciones de derivatizacion se efectian en sistemas pre-columna,
cambiando las caracteristicas de los solutos (especificamente su volatilidad), es por eso
que en muchos de los casos la técnica de derivatizacion se utiliza para transformar
grupos funcionales protdnicos en grupos no polares y con suficiente estabilidad térmica

y alta volatilidad.

4.1.1 Reaccion de sililacion.

Este tipo de reaccion es de tipo discontinuo y se lleva a cabo al sustituir un hidrogeno
activo en un grupo funcional por un grupo trimetilsililo (-Si(CHs);), con esto las

caracteristicas que obtiene el analito son [13, 15, 16]:

1. Reduccion en la polaridad
No hay puentes de hidrogeno que puedan formarse

Aumenta la volatilidad y estabilidad térmica

> D

No permite las interacciones indeseables con la columna (adsorcion irreversible)

Uno de los reactivos para la efectuar la reaccion de derivatizacion es el BSTFA 1%

TMCS.
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4.2 Propiedades del BSTFA

El BSTFA es un donador efectivo de grupos trimetilsilil, reacciona con una amplia
gama de compuestos polares para reemplazar los hidrégenos acidos con un grupo —

Si(CHj3), con lo cual reduce la polaridad de los derivados para su andlisis por GC.

Una de las principales ventajas del BSTFA sobre otros derivatizantes es la volatilidad
de los subproductos (trimetilsililtrifluoroacetamida y trifluoroacetamida) evitando la co-

elucion de los derivados.

_‘Carbono; ‘Hidrégeno; i ; (10r; Silicio ‘Nitrégeno

Figura 6. Estructura del derivatizante BSTFA [N,O-Bis-
(trimetilsilil)trifluoroacetamidal

La energia de sililacion del BSTFA se aumenta con la adicion del catalizador TMCS,
ademas de emplear piridina como disolvente, el cual también funciona como

catalizador.
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Capitulo 5. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
5.1 Proceso de validacion

La quimica analitica, ciencia que es teorica y practica, se utiliza en un amplio niumero
de laboratorios en diversas areas; los métodos de analisis son diariamente desarrollados,

mejorados, validados, estudiados y aplicados [18].

Un método analitico es la descripcion de la secuencia de actividades, recursos,
materiales y parametros que se deben cumplir, para que se pueda completar el analisis
de un componente especifico de una muestra y su validacién es el proceso por el cual se
demuestra, por estudios de laboratorio que la capacidad del método satisface los

requisitos para la aplicacion deseada, es decir, cumple con su propoésito [19].

Para los métodos de validacion las especificaciones estan listadas en la Farmacopea y

pueden ser referidas como los ocho pasos del método de validacion.

El alcance de la validacion va a depender del propdsito del método [18, 20]. Pruebas
compendiales y procedimientos de ensayo, varian significativamente en el tipo de
método analitico usado, y el tipo de informacioén requerida para la validacion de un
método analitico dado va a depender de la naturaleza del método [21].
Consecuentemente, las pruebas mas comunes y los procedimientos de ensayo han sido
divididos dependiendo del organismo, aunque existen pequefias diferencias entre su

clasificacion.

En la tabla 4 se mencionan los pardmetros que se toman en cuenta para la validacion.
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Fig. 7. Los ocho parametros del método de validacion de la Farmacopea de los
Estados Unidos Mexicanos.
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Tabla 4. Caracteristicas de validacion del ICH' de acuerdo al tipo de
procedimiento analitico

Parametro Identificacion Prueba para impurezas
Cuantitativa

Exactitud - + - +
Precision - + = +
Repetibilidad - + - +
Precision - + = +
intermedia

Especificidad + + + +
Limite de deteccion - = + -
Limite de - + - -
cuantificacion

Linealidad - + - +
Rango - + - +
Robustez - + - +

Nota: - Este parametro no es evalua; + Este parametro se evalua

1 . . . .z . . , o
Conferencia Internacional de Armonizacion (por sus siglas en inglés). Su propdsito es hacer

recomendaciones para garantizar una interpretacion y aplicacion de guias técnicas mdas amplia para el
registro de un producto y reducir el duplicado de pruebas durante el desarrollo de nuevos
medicamentos.
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5.2 Parametros de Validacion.

5.2.1 Exactitud.

Es la medida de cuan veraz es un método analitico, o la cercania que existe entre el
valor medido y el valor aceptado. La exactitud es medida como el porcentaje del analito
recobrado por ensayo; las medidas se obtienen por comparacion de resultados con un

estandar. La exactitud se puede estimar de la siguiente forma:

cantidad recuperada

100
cantidad adicionada

Wrecuperado =

5.2.2 Precision.

Se refiere al grado de repetibilidad de un método analitico bajo operaciones normales y
es expresado como el porcentaje relativo de la desviacion estandar para un ntimero
estadistico significante de muestras. La precisién es generalmente investigada en tres

niveles:

- 5.2.2.1 Repetibilidad. Es una medida de la precision bajo las mismas
condiciones de operacion en un intervalo de tiempo corto. Esta es referida
algunas veces como precision intraensayos. Hay dos opciones permitidas por la
ICH para esta prueba:

o Un minimo de 9 determinaciones cubriendo el rango especifico para el
procedimiento (por ejemplo, 3 concentraciones/ 3 réplicas).
o Un minimo de seis determinaciones al 100% de la concentracion de la

prueba.
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5.2.2.2 Precision intermedia. Es definida como la variacion dentro del mismo
laboratorio. En buena medida la precision intermedia va a depender de las
circunstancias bajo las cuales el procedimiento es previsto a ser usado. Algunos
parametros que son investigados incluyen la variacion de dia a dia, de analista a
analista y la variacion del equipo. La ICH recomienda reportar la desviacion

estandar, el coeficiente de variacion y el intervalo de confianza de los datos.

5.2.2.3 Reproducibilidad. Mide la precision entre laboratorios como en estudios
de colaboracion. Este parametro deberia ser considerado en la estandarizacion de
un procedimiento analitico (por ejemplo, en la inclusion de procedimientos en

farmacopeas y transferencia de métodos entre laboratorios).

5.2.3 Especificidad.

Es la capacidad del método analitico de obtener respuesta con exactitud y de manera

especifica al analito de interés en presencia de otros componentes. Es una medida del

grado de interferencia de aquellas sustancias como excipientes, impurezas y productos

de degradacion. La especificidad es medida por la resolucion, nimero de platos tedricos

(referido a métodos donde la respuesta es un pico gaussiano).

La especificidad ha sido dividida en dos categorias separadas:

5.2.3.1 Identificacion. La especificidad es demostrada por la habilidad para
discriminar entre compuestos de estructuras relacionadas intimamente, las cuales
parecen estar presentes. La otra propuesta es por comparacion de resultados con

un material de referencia conocido.
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- Ensayo y Prueba de limites. Para el ensayo y prueba de limites, la especificidad
puede ser demostrada por la resolucién de los componentes, para los métodos
cromatograficos por ejemplo, en los cromatogramas obtenidos deben de estar
apropiadamente etiquetados lo componentes individuales de la muestra. (Para
técnicas de separacion, esto significa que hay una resolucion > 1.5 entre el

analito de interés y los interferentes).

La especificidad en un método es determinada por la comparacion de los resultados de
la prueba de andlisis de muestras conteniendo impurezas, productos de degradacion, o
ingredientes de un placebo, con aquellos obtenidos del analisis de muestras sin
impurezas, productos de degradaciéon o placebo. Para el propdsito de un método
indicador de estabilidad, los picos de la degradacion necesitan estar resueltos de los

excipientes. Sin embargo, estos no necesitan estar resueltos uno de otro.

5.2.4 Limite de deteccion.

Se define como la mas baja concentracion de un analito en una muestra que puede ser
detectado, aunque no necesariamente tenga que ser cuantificable. El limite de deteccion
puede ser calculado basado en la desviacion estandar (SD) de la respuesta y la pendiente

(S) de la curva de calibracion

5
LD=33—
5D
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5.2.5 Limite de cuantificacion.

Es la minima concentracion del analito en una muestra que puede ser determinada con
una aceptable precision y exactitud bajo las condiciones operacionales del método. Al

igual que el LD puede ser calculado con base a la curva de calibracion del analito:

5
LD=10—
5D

5.2.6 Linealidad y alcance

La linealidad es la capacidad del método para obtener resultados que sean directamente
proporcionales a la concentracion del analito en un intervalo dado. Es generalmente

reportada como la varianza de la pendiente de una regresion lineal.

El alcance es el intervalo entre los niveles mas altos y mas bajos del analito que han
sido demostrados para ser determinados con precision, exactitud, y linealidad usando el

método.

5.2.7 Robustez.

Se le llama robustez a la capacidad de un método para no verse afectado por variaciones
deliberadas en parametros del método; la robustez del método es evaluada variando el

pH, la fuerza i6nica, la temperatura y determinando el efecto [18,19].
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Capitulo 6. FASE EXPERIMENTAL

6.1 Equipo de GC utilizado

El cromatografo utilizado fue el que se encuentra en el laboratorio L-113 de la seccion

de quimica analitica de esta facultad, modelo Buck Scientific 910.

Dimensiones:

45.7x35.5x33cm

El horno admite alcanzar una temperatura hasta de 450° C

El sistema de ventilacion permite que el horno retorne a la temperatura ambiente
en menos de 5 minutos

La exactitud de la temperatura del horno es £0.1° C a 400° C

Los controladores del equipo son electronicos (presion de los gases y limite de
temperatura)

Detector de ionizacion de flama (FID)

Figura 8. Fotografia del cromatografo de gases modelo Buck Scientific 910
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6.2 Optimizacién del método cromatografico.

La optimizacién del método analitico, condiciones de reaccion y cromatograficas se

llevo a cabo para disminuir la cantidad de reactivos y el tiempo de analisis del C9.

6.2.1 Condiciones de reaccion
Condiciones de reaccion previas

¢ Disolver el acido azelaico (C9, estandar o comercial) en piridina y aforar a un
volumen de 5 mL

e Disolver el 4cido succinico(EI) en piridina y aforar a un volumen de 5 mL

e Tomar las alicuotas correspondientes de C9, EI, BSTFA y depositarlas en el vial
de reaccion

e Tapar con cinta teflon y llevar el(los) vial(es) de reaccion al horno a 90° C por

45 min
e A cada sistema se le extrae el contenido total con la ayuda de una pipeta pasteur

y se lleva a un aforo de 2 ml de piridina.

Condiciones de reaccion optimas y validas

e Disolver el acido azelaico (C9 estandar o comercial) en piridina y aforar a un
volumen de 5 mL

e Disolver el El en piridina y aforar a un volumen de 5 mL

e Tomar las alicuotas correspondientes de C9, EI, BSTFA vy piridina y depositarlas
en el vial de reaccion(volumen total: 1mL)

e Tapar con cinta teflon y llevar el(los) vial(es) de reaccion al horno a 90° C por

45 min
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6.2.2 Condiciones cromatograficas
Condiciones cromatograficas previas:

e Presion Hy: 21 psi

e Presion Aire: 5 psi

e Presion Nj: 5 psi

e Volumen de inyeccion: 1puL (manual)

e Inyector: On column

e Programa de temperatura: 100° C por 2 minutos, con una rampa de 10°C/min
hasta 300° C por 5 min

e Detector: Ionizacion de flama (FID)

e Temperatura del detector 300° C

Condiciones cromatograficas optimas y validas:

e Presion Hy: 21 psi

e Presion Aire: 7 psi

e Presion Nj: 7 psi

e Flujo del gas acarreador (N;): 13.3 mL/min

e Volumen de inyeccion: 1pL (manual)

e Inyector: On column

e Programa de temperatura: 100° C por 2 minutos, con una rampa de 10°C/min
hasta 250° C

e Detector: Ionizacion de flama (FID)

e Temperatura del detector 300° C
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Figura 9. Programa de temperatura empleada para la separacion.
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Validacion del método analitico

Figura 10. Validacion del método analitico
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6.3 Metodologia experimental

6.3.1 Procedimiento general

El reactivo analitico que sera el estandar interno (EI) es el dcido succinico, y el

reactivo a separary cuantificar es decir el estandar externo es el dacido azelaico (C9)

1. Solucion 1 (EI).

a.

b.

C.

Pesar con exactitud en un vaso de precipitados de 5 mL, 40 mg de acido
succinico (EI)
Diluir con piridina y aforar en un volumen de 5 mL

La concentracion del EI es 8 mg/mL

2. Solucién 2 (C9).

a.

Pesar acido azelaico (si es estdndar se pesan 20 mg; si es formulacion
topica se pesan de 125 a 150 mg) en un vaso de precipitados de 20 mL
Diluir con aproximadamente 2 mL de piridina.

Aforar en un matraz volumétrico de 5 mL, con piridina; a fin de tener una

concentracion de 4mg/mL

3. Solucion 3

a.

Con una micropipeta tomar 200 pL de la solucién 1 y colocarlos en un
vial

Con una micropipeta tomar de 100 a 200 pL de la solucion 2 y colocarlos
en el mismo vial que la solucion 1

Con una micropipeta tomar 250 uL de BSTFA y 350 puL de piridina y

colocarlos en el vial

4. Tapar el vial con cinta teflon y se lleva al horno a 90° C por 45 min

5. Inyectar en el cromatografo de gases
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6.3.2 Adecuabilidad del sistema

1. Solucion 1 (EI)
a. Pesar con exactitud en un vaso de precipitados de 5 mL, 40 mg de acido
succinico (EI)
b. Diluir con piridina y aforar en un volumen de 5 mL
c. La concentracion del EI es 8 mg/mL
2. Solucién 2 (C9)
a. Pesar exactitud en un vaso de precipitados de 5 mL, 20 mg de acido
azelaico (C9)
b. Diluir con piridina y aforar en un volumen de 5 mL
c. La concentracion de C9 es 4 mg/mL
3. Solucion 3
a. Con una micropipeta tomar 200 pL de la solucion 1 y colocarlos en un
vial
b. Con una micropipeta tomar 200 pL de la solucién 2 y colocarlos en el
mismo vial que la solucion 1
c. Con una micropipeta tomar 250 pL. de BSTFA y 350 pL de piridina y
colocarlos en el vial
4. Tapar el vial con cinta teflon y se lleva al horno a 90° C por 45 min

5. Inyectar por sextuplicado en el cromatografo de gases

Tabla 5. Preparacion de soluciones para evaluar la adecuabilidad del sistema
Sistema EI (uL) C9 (uL) BSTFA Piridina ~ Vol. total Conc

(uL) (uL) (mL)  (mg/mL)
1 200 200 250 350 1 0.8
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6.3.3 Especificidad

1. Solucion 1 (EI)
a. Pesar con exactitud en un vaso de precipitados de 5 mL, 40 mg de acido
succinico (EI)
b. Diluir con piridina y aforar en un volumen de 5 mL
c. La concentracion del EI es 8 mg/mL
2. Solucién 2
a. Preparar 5 ml de una solucién que contenga los mismos componentes'
que en la formulacién original y en la misma proporcion, a excepcion del
acido azelaico
b. Pesar con exactitud en un vaso de precipitados de 5 mL 125 mg de
placebo
c. Diluir con piridina y aforar en un volumen de 5 mL
3. Solucién 3
a. Con una micropipeta tomar 160 pL de la solucién 1 y colocarlos en un
vial
b. Con una micropipeta tomar 200 uL de la solucion 2 y colocarlos en el
mismo vial que la solucién 1
c. Con una micropipeta tomar 250 pL de BSTFA y 590 pL de piridina y
colocarlos en el vial
4. Tapar el vial con cinta teflén y se lleva al horno a 90° C por 45 min

5. Inyectar en el cromatografo de gases

Tabla 6. Preparacion de soluciones para evaluar la especificidad del sistema
Sistema EI (nL) Placebo BSTFA Piridina  Vol. total

(uL) (uL) (119) (mL)
1 200 160 250 590 1

' Nota. El placebo fue proporcionado por los laboratorios Darier y los excipientes que contiene son:
Lecitina, triglicéridos (de cadena media), polisorbato 80, propilenglicol, carbomero 980, hidroxido de
sodio, sal disodica de EDTA, agua purificada, acido benzoico (E-210)
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6.3.4 Precision del sistema

1. Solucion 1 (EI)
a. Pesar con exactitud en un vaso de precipitados de 5 mL, 40 mg de acido
succinico
b. Diluir con piridina y aforar en un volumen de 5 mL
c. La concentracion del EI es 8 mg/mL
2. Solucién 2 (C9)
a. Pesar exactitud en un vaso de precipitados de 5 mL, 20 mg de acido
azelaico
b. Diluir con piridina y aforar en un volumen de 5 mL
c. La concentracion de C9 es 4 mg/mL
3. Solucioén 3
a. Con una micropipeta tomar 200 pL de la solucion 1 y colocarlos en un
vial
b. Con una micropipeta tomar 200 pL de la solucidén 2 y colocarlos en el
mismo vial que la solucién 1
c. Con una micropipeta tomar 250 pL. de BSTFA y 350 pL de piridina y
colocarlos en el vial
4. Realizar por sextuplicado del paso 3
5. Tapar los viales con cinta teflon y se llevan al horno a 90° C por 45 min

6. Inyectar en el cromatografo de gases

Tabla 7. Preparacion de soluciones para evaluar la precision del sistema

ema 9 3 A P1r1dina o0l. tota 0

1 200 200 250 350 1 0.8
2 200 200 250 350 1 0.8
3 200 200 250 350 1 0.8
4 200 200 250 350 1 0.8
5 200 200 250 350 1 0.8
6 200 200 250 350 1 0.8
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6.3.5 Linealidad del sistema

1.

© N S U A W

10.
11.

Solucién 1 (EI)
a. Pesar con exactitud en un vaso de precipitados de 5 mL 40 mg de acido
succinico
b. Diluir con piridina y aforar en un volumen de 5 mL, la concentracion del
El es 8 mg/mL
Solucion 2 (C9)
a. Pesar exactitud en un vaso de precipitados de 5 mL 20 mg de acido
azelaico (estdandar)
b. Diluir con piridina y aforar en un volumen de 5 mL, la concentracion de
C9 es 4 mg/mL
Con una micropipeta tomar 100 pL de la solucion 1 y colocarlos en un vial sist/
Con una micropipeta tomar 150 pL de la solucion 1 y colocarlos en un vial sist2
Con una micropipeta tomar 200 pL de la solucion 1 y colocarlos en un vial sist3
Con una micropipeta tomar 250 pL de la solucion 1 y colocarlos en un vial sist4
Con una micropipeta tomar 300 uL de la solucion 1 y colocarlos en un vial sist5
A cada sistema (1-5) agregar con una micropipeta 200 pL de la solucién 2
Con una micropipeta tomar 250 pL de BSTFA y 350 pL de piridina y colocarlos
en el vial y agregarlos en los viales de los sistemas (1-5)
Tapar los viales con cinta teflon y se llevan al horno a 90° C por 45 min

Medir los cinco sistemas por triplicado en el cromatografo de gases

Tabla 8. Preparacion de soluciones para evaluar la linealidad del sistema
] 9 B A P 5 ol. tota O

100 200 250 450 0.4

150 200 250 400 0.6

200 200 250 350 0.8

250 200 250 300 1.0

DN ||| —

— [ | = | — | —

300 200 250 250 1.2
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6.4.6 Linealidad del método

1.

I I N

Solucién 1 (EI)
a. Pesar con exactitud en un vaso de precipitados de 5 mL 40 mg de acido
succinico
b. Diluir con piridina y aforar en un volumen de 5 mL, la concentracion del
El es 8 mg/mL
Solucion 2
a. Pesar con exactitud en un vaso de precipitados de 5 mL 125 mg de
placebo
b. Agregar al vaso de precipitados anterior 25 mg de estandar de C9
c¢. Diluir con piridina y aforar en un volumen de 5 mL
Con una micropipeta tomar 130 pL de la solucion 2 y colocarlos en un vial sist/
Con una micropipeta tomar 145 pL de la soluciéon 2 y colocarlos en un vial sist2
Con una micropipeta tomar 160 pL de la solucion 2 y colocarlos en un vial sist3
Con una micropipeta tomar 175 pL de la solucion 2 y colocarlos en un vial sist4
Con una micropipeta tomar 190 uL de la solucion 2 y colocarlos en un vial sist5
A cada sistema (1-5) agregar con una micropipeta 200 uL de la solucién 1
Con una micropipeta tomar 250 pL de BSTFA y 350 pL de piridina y colocarlos

en el vial y agregarlos en los viales de los sistemas (1-5)

10. Tapar los viales con cinta teflon y se llevan al horno a 90° C por 45 min

11. Inyectar los cinco sistemas por triplicado en el cromatografo de gases

Tabla 9. Preparacion de soluciones para evaluar la linealidad del método

C aceono » A a O O 0
argado 0 0

1 200 130 250 420 1 0.650 81.25

2 200 145 250 405 1 0.725 90.625

3 200 160 250 390 1 0.800 100

4 200 175 250 375 1 0.875 109.375

5 200 190 250 360 1 0.95 119.75
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6.4.7 Exactitud y repetibilidad

1.

NS AW

*

Solucién 1 (EI)
a. Pesar con exactitud en un vaso de precipitados de 5 mL 40 mg de acido
succinico
b. Diluir con piridina y aforar en un volumen de 5 mL, la concentracion del
El es 8 mg/mL
Solucion 2 (C9)
a. Pesar con exactitud en un vaso de precipitados de 5 mL 125 mg de
placebo
b. Agregar al vaso de precipitados anterior 25 mg de estandar de C9
c¢. Diluir con piridina y aforar en un volumen de 5 mL
Con una micropipeta tomar 145 pL de la solucion 2 y colocarlos en un vial sist/
Con una micropipeta tomar 160 pL de la solucion 2 y colocarlos en un vial sist2
Con una micropipeta tomar 175 pL de la solucion 2 y colocarlos en un vial sist3
A cada sistema (1-3) agregar con una micropipeta 200 uL de la solucion 1
Con una micropipeta tomar 250 uLL de BSTFA y 350 pL de piridina y colocarlos
en el vial y agregarlos en los viales de los sistemas (1-3)
Tapar los viales con cinta teflon y se llevan al horno a 90° C por 45 min

Medir los tres sistemas por sextuplicado en el cromatografo de gases

Tabla 10. Preparacion de soluciones para evaluar la exactitud y
repetibilidad del sistema

P o D, D
d DO » A d d O O 0

argado 014 g
1 200 145 250 405 1 0.725 90.625
2 200 160 250 390 1 0.8 100
3 200 175 250 375 1 0.875 109.375
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6.4.8 Precision intermedia

1.

N o v AW

*

Solucién 1 (EI)
a. Pesar con exactitud en un vaso de precipitados de 5 mL 40 mg de acido
succinico
b. Diluir con piridina y aforar en un volumen de 5 mL, la concentracion del
El es 8 mg/mL
Solucion 2 (C9)
a. Pesar con exactitud en un vaso de precipitados de 5 mL 125 mg de
placebo
b. Agregar al vaso de precipitados anterior 25 mg de estandar de C9
c. Diluir con piridina y aforar en un volumen de 5 mL
Con una micropipeta tomar 160 pL de la solucion 2 y colocarlos en un vial sist/
Con una micropipeta tomar 160 pL de la solucion 2 y colocarlos en un vial sist2
Con una micropipeta tomar 160 pL de la solucion 2 y colocarlos en un vial sist3
A cada sistema (1-3) agregar con una micropipeta 200 uL de la solucion 1
Con una micropipeta tomar 250 pL. de BSTFA y 350 pL de piridina y colocarlos
en el vial y agregarlos en los viales de los sistemas (1-3)
Tapar los viales con cinta teflon y se llevan al horno a 90° C por 45 min
Inyectar los tres sistemas por triplicado en el cromatografo de gases en dos dias

distintos y por dos diferentes analistas

Tabla 11. Preparacion de soluciones para evaluar la precision intermedia

P o D, D 0
a 00 » A d d O O 0

argado 014 g
1 200 160 250 390 1 0.8 100
2 200 160 250 390 1 0.8 100
3 200 160 250 390 1 0.8 100
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6.4.9 Muestras comerciales

1. Solucién A.
a. Pesar con exactitud 125 mg de muestra comercial en un vaso de
precipitados de 10 ml
b. Diluir con piridina y aforar en un matraz volumétrico de 5 mL
2. Solucién B
a. Pesar con exactitud 40 mg de EI en un vaso de precipitados de 10 mL
b. Diluir con piridina y aforar en un matraz volumétrico de 5 mL
3. Solucion C
a. Enun vial de reaccion tomar 160 puL de soln. A con una micropipeta
b. Tomar 200 pL de soln. B con una micropipeta y colocarlos junto la soln.
C
c. Agregar ala soln. C 250 uL de BSTFA
d. Agregar a la soln C 390 uL de piridina
4. Tapar el vial con cinta teflon y colocarlo en el horno a 90° C por 45 min.

5. Inyectar por triplicado en el cromatografo (1 puL)

Tabla 12. Preparacion de solucion C para evaluar las muestras comerciales
El () BSTFA Piridina Vol. total

(uL) (LL) (kL) (kL) (mL)
200 160 250 390 1
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Capitulo 7. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

7.1 Optimizacion de condiciones experimentales

La optimizacidn de las condiciones de reaccion consistid en la reduccion de la cantidad por
reactivos, evitando un segundo aforo como previamente se realizaba [7], disminuyendo asi
el error por pérdida de materia.

Por otro lado, se optimizaron las condiciones cromatograficas aumentando la presion de N,
de 5 a 7 psi y con un programa de temperatura de 100° C por 2 min con una rampa de

10°C/min hasta 250° C disminuye el tiempo de analisis.

Original Optimo
T analisis (min) 30 20

7.1.1 Estudio de &cidos carboxilicos como interferencia o producto de degradacion.

Se analizd6 el cromatograma de la mezcla de estdndares de 4acidos dicarboxilicos
derivatizados (C7 — C10) en su forma de trimetilsilil (figura 11), asi como los
cromatogramas de las muestras farmacéuticas comerciales a analizar y se obtuvieron los

siguientes resultados en los tiempos de retencion:
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Tabla 13. Tiempos de retencion promedio de los estandares de acidos dicarboxilicos
derivatizados
Derivado de 4cido = Tiempo de retencion

promedio(min)
Succinico (C4) 7.866
Pimélico (C7) 11.900
Subérico (C8) 13.100
Azelaico (C9) 14.133
Sebésico (C10) 15,416

Figura 11. Cromatograma de estandares (C7 — C10) derivatizados

! Estandar Interno
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Tabla 14. Tiempos de retencion promedio de las muestras farmacéuticas comerciales
Derivado de 4cido | Tiempo de retencion

promedio (min)

Succinico (C4) 7.95

Azelaico (C9) 14.2

Figura 12. Cromatograma de muestra comercial derivatizada.

Previo a la validacién del método analitico, se estudio si existian compuestos homodlogos o
de degradacion en las muestras comerciales y en el placebo, y como se observd en los
cromatogramas no se tuvo algin analito presente en las formulaciones farmacéuticas y en
placebo que pudieran interferir con el analisis del C9. En la tabla 13 se observan los
tiempos de retencion de los acidos dicarboxilicos similares al C9 (C7,C8,C10) en su forma
derivatizada de trimetilsilil y se comparan con los tiempos de retencion reportados en la
tabla 14, se aprecia que no hay interferencia de estos compuestos en su analisis. Con esto se
puede deducir que los productos comerciales no son adulterados con ningin compuesto

parecido y tampoco se han degradado.
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7.2 Adecuabilidad del sistema

Esta prueba es la unica reportada en la guia de validacion de métodos analiticos,
recomendada para todos éstos, ya que permite verificar que el sistema de medicion

funciona apropiadamente, independientemente de las condiciones ambientales.

Por lo mencionado anteriormente, esta prueba es importante y se evalud en primer lugar.
Para evaluar la adecuabilidad del sistema, se inyect6 por sextuplicado una solucion con una
concentracion de 8 mg/ml de C9 correspondiente al 100% de la concentracion del analito

en la muestra.

Como se muestra en la tabla 15 el CV es menor al 2% tanto en tiempos de retencion y en la

relacion del area del acido azelaico con respecto al 4cido succinico C9/EL

Ademas, los picos presentan una muy buena resolucion de 12 la cudl es ampliamente mayor
a 1,5 que es el valor minimo recomendado para picos gaussianos, lo que significa una
buena separacion de los componentes de la mezcla, y el nimero de platos tedricos también
son valores altos tanto para el C9 como para el EI, que indican una alta eficiencia en el

proceso cromatografico (Ver tabla 15A).

Tabla 15. Resultados obtenidos para la evaluacion de adecuabilidad del sistema para

C9
0 d 3 o 0 ATeg Area C9 A 0/ A

1 1 7,866 14,133 | 10128,912 | 7661,792 0,756
2 2 7,883 14,150 | 9915,418 | 7511,403 0,758
3 3 7,866 14,133 | 10290,342 | 7785,927 0,757
4 4 7,866 14,133 | 9929,065 | 7691,603 0,775
5 5 7,816 14,083 | 9980,404 | 7641,550 0,766
6 6 7,866 14,133 | 9761,298 | 7207,505 0,738
Promedio 7,861 14,128 0,758
Desvest 0,023 0,023 0,012

CV (%) 0,291 0,162 1,589
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Tabla 15A. Resultados de resolucion y platos tedricos para la evaluacion de
adecuabilidad del sistema para C9

N 18583 79240
R’ 12

7.3 Especificidad

La determinacion de la especificidad del método confirma que la medida de la senal es
debida solamente al analito. En la guia de validaciéon se indica, que para métodos de
contenido / potencia / valoracion, se deben analizar placebos del producto, muestras del
producto, y cuando proceda: sustancias relacionadas, precursores, homdlogos y una mezcla

del producto con ellos o cualquiera de ellos.

Figura 13. Cromatograma del blanco (piridina + BSTFA)

> N: Numero de platos tedricos (proporcionados por el computador del equipo)

* R: Resolucién entre picos (obtenidos mediante férmula)
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Figura 14. Cromatograma de una muestra de placebo derivatizado

Figura 15. Cromatograma de una muestra de placebo fortificado con C9 derivatizado
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En un primer estudio se analizo la piridina con BSTFA (figura 11), posteriormente se
analiz¢6 el placebo con BSTFA (figura 12) y se advierte que no hay sefial en el tiempo de
retencion en las sefiales del EI y del C9; en el ultimo estudio donde se analiz6 el placebo
cargado con C9 (figura 13) se observan los tiempos de retencidon del analito y del EI. Con
todo esto se confirma que la sefial cromatografica es solo generada por el EI y el C9
derivatizados en su forma de trimetilsilil. Por lo que el método es especifico para valorar el

contenido de los analitos en la forma farmacéutica mencionada.

7.4 Precision del sistema

Este parametro indica el grado de dispersion entre una serie de mediciones bajo
condiciones establecidas, y de acuerdo con los criterios de aceptacion, en la tabla 16 se
observa que el coeficiente de variacion de la relacion de areas entre el valor de C9 y el
valor de EI se encuentra dentro de los limites de aceptacion, por lo que se considera que el

método es preciso.

Tabla 16. Datos obtenidos para la evaluacion de la precision del sistema para C9

Corrida Sistema Area EI Area C9

1 100% 7.866 | 14,133 | 10390342 | 7785927 "
2 100% 7,866 14,133 | 10128,912 | 7661,792 | 0,756
3 100% 7,866 14,133 9761,298 7207,505 | 0,738
4 100% 7,866 14,133 | 10204,326 | 7679,436 | 0,753
5 100% 7,866 14,133 | 10029,065 | 7691,603 | 0,767
6 100% 7,866 14,133 | 10024,063 | 7575,093 | 0,756
Promedio 7,866 14,133 0,753
Desvest 0 0 0,009

CV (%) 0 0 1,246
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7.5 Linealidad del sistema

La evaluacion de la linealidad puede ser describe como la caracterizacion de una curva de
respuesta. Una grafica de la respuesta en funciéon de la concentracion del analito,

frecuentemente se espera que sea lineal en un rango especifico de concentraciones.

Tabla 17. Datos obtenidos para la evaluacion de la linealidad del sistema para C9

A

A

A

7,783 | 14,066 | 11343,669 | 4137,005 0,365 0,4 0,8 0,5

S0 7.833 | 14,100 | 10573246 | 3883,872 | 0,367 04 0,8 0,5

7,850 | 14,116 | 10281,823 | 3761,793 0,366 0,4 0,8 0,5

7,850 | 14,116 | 10347,946 | 5696,403 0,550 0,6 0,8 0,75

75 7,883 | 14,150 | 10224,397 | 5655,424 0,553 0,6 0,8 0,75

7,866 | 14,133 | 10456,199 | 5698,768 0,545 0,6 0,8 0,75

7,966 | 14,383 | 11379,580 | 8698,330 0,764 0,8 0,8 1

100 7.866 | 14,133 | 11300,449 | 8424257 | 0,745 0,8 0,8 1

7,866 | 14,133 | 10559,055 | 8044,708 0,762 0,8 0,8 1

7,883 | 14,150 | 10045,603 | 9152,382 0,911 1 0,8 1,25

125 7,933 | 14,283 | 10099,790 | 9259,075 0,917 1 0,8 1,25

7,900 | 14,166 | 10046,572 | 9426,873 0,938 1 0,8 1,25

8,000 | 14,500 | 10548,258 | 11574,375 1,097 1,2 0,8 L5

150 8.016 | 14,550 | 10202,825 | 11139433 | 1,092 1.2 0,8 1,5

8,066 | 14,716 | 10250,048 | 11385,815 1,111 1,2 0,8 1,5
Promedio | 7904 | 14,246
Desvest | 0,077 | 0,198
CV (%) | 0977 | 1,390
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Tabla 17A. Resultados obtenidos para la evaluacion de la linealidad del sistema para
Cc9

A EVVA C9

0,365 0,5
0,367 0,5
0,366 0,5
0,550 0,75
0,553 0,75
0,545 0,75
0,764 1
0,745 1
0,762 1
0,911 1,25
0,917 1,25
0,938 1,25
1,097 1,5
1,092 1,5
1,111 1,5
Promedio
Desv est
CV (%)

La pendiente de la recta se refiere al factor respuesta, en este caso con un valor de 0,736

AC9
que es la relacion de la division de las areas (A E7) y la division de las concentraciones de

los analitos ((€ €9)/(C EN) | asi, el factor de respuesta serd constante cualesquiera que
sean los valores de los pares de relacion de areas — relacion de concentracion, ademas el
CV obtenido de cada valor a partir de la relacion de la desviacion estandar (DesvEst) con

respecto a la media aritmética es menor a 2.

En la figura 13 se puede apreciar que efectivamente hay una respuesta lineal directamente

proporcional a la concentracion.
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Figura 16. Curva de calibracion de C9 con EI por GC

Las pruebas para que se considere lineal son el factor de determinacion que como se
observa en el grafico es de 0,997; lo que quiere decir que el modelo se ajusta practicamente

a una linea recta.

Tabla 18. Parametros estadisticos para la linealidad del sistema de C9 por GC

Parametros ‘ Cc9
R 0,999
R’ 0,998
Pendiente (m) 0,736
Ordenada (b) 0,003
IC (B1) 0,716 - 0,757
IC (Bo) -0,019 - 0,024
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El ANOVA en un experimento disefiado ayuda a determinar qué factores son importantes,
usandose el de regresion para construir un modelo cuantitativo que relaciona los factores

importantes con la respuesta.

Al realizar un analisis de regresion se desea determinar la relacidon entre una sola variable
de regresion x y la respuesta y. Usualmente se supone que la variable de regresion x es
continua y controlable por el experimentador. En este caso, las variables independientes son
las concentraciones de C9 y del EI y la dependiente o respuesta la relacion de areas de los

picos.

Para establecer hipotesis relacionadas con la significacion de la regresion, se debe proponer

que:
Hy: Los datos no se ajustan a un modelo lineal.
H,: Los datos se ajustan a un modelo lineal

Feale<Fcrit

Tabla 19. ANOVA realizado para determinar la linealidad del sistema de C9
considerando un nivel de significancia de a = 0,05.
Valor critico de F

Regresion 1 1,016 1,016 6093,047 9,3372E-19
Residuos 13 | 0,002 | 0,0001668
Total 14 | 1,018

El ANOVA muestra que el valor de F critica es menor que el valor de F calculada, por lo
que se rechaza la hipdtesis nula. Comprobando que la relacion que existe entre la

concentracion versus area es lineal para el C9.
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Con el valor de porcentaje del error relativo se demuéstrala existencia de tendencia en los
datos. En una situacion ideal implica que no exista tendencia alguna entre los datos. En este
caso particular se corrobora que no hay tendencia; esto se sabe porque los datos trazados en

el grafico muestra que el error es aleatorio por la lejania que existe entre cada punto.

Figura 17. Grafico de porcentaje de error relativo de C9 en funcion de la
concentracion adicionada
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7.6 Exactitud y repetibilidad

En la tabla 20 se observa que el promedio aritmético del porcentaje de recobro para C9 se
encuentra dentro del intervalo establecido; asi mismo el coeficiente de variacién del
porcentaje de recobro es menor al 2% y el intervalo de confianza del porcentaje incluye el

100%.

Con los resultados obtenidos, se determind que el método cumple con los criterios

establecidos en la guia de validacion por lo que es exacto.

Tabla 20. Datos obtenidos para la evaluacion de la exactitud y repetibilidad del
método para C9

Nivel (%) TrEI | TrC9 AEI/AC9 | Cantrec Cant ad

7,866 | 14,133 0,681 0,737 0,725 101,703
7,866 | 14,133 0,652 0,705 0,725 97,291
90,25 7,883 | 14,133 0,673 0,729 0,725 100,507
7,900 | 14,150 0,668 0,723 0,725 99,740
7,900 | 14,166 0,682 0,738 0,725 101,775
7,916 | 14,166 0,659 0,713 0,725 98,356
7,900 | 14,166 0,723 0,783 0,8 97,900
7,916 | 14,183 0,730 0,790 0,8 98,788
100 7,916 | 14,183 0,748 0,810 0,8 101,272
7,933 | 14,200 0,734 0,795 0,8 99,320
7,916 | 14,183 0,737 0,797 0,8 99,671
7,933 | 14,200 0,739 0,800 0,8 100,016
7,900 | 14,166 0,799 0,865 0,875 98,828
7,883 | 14,150 0,800 0,867 0,875 99,032
109,75 7,900 | 14,166 0,816 0,884 0,875 101,031
7,916 | 14,183 0,809 0,876 0,875 100,096
7,916 | 14,183 0,791 0,857 0,875 97,943
7,933 | 14,183 0,812 0,880 0,875 100,534
Promedio | 7,905 | 14,168 99,656
Desvest 0,021 0,021 1,296
CV (%) | 0,261 0,151 1,301
IC (n) 99,01 —100,3
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7.7 Linealidad del método

En la tabla 21 se observa que el coeficiente de variacion del promedio aritmético del
porcentaje de recobro dentro del intervalo del 80 al 120 % es menor al 2 %. Por lo que

inicialmente cumple con este parametro.

Tabla 21. Datos obtenidos para la evaluacion de la linealidad del método para C9
Nivel (%) TrEI TrC9 ACY/AEI Cantidad Cantidad
recuperada  adicionada

(ng) (ng)
8,016 | 14,683 0,597 0,645 0,65 99,299
81,25 8,266 | 15,300 0,590 0,638 0,65 98,193
7,866 | 14,200 0,605 0,654 0,65 100,654
7,833 | 14,100 0,668 0,723 0,725 99,672
90,625 7,850 | 14,116 0,670 0,726 0,725 100,077
7,850 | 14,116 0,663 0,717 0,725 98,951
7,866 | 14,133 0,738 0,799 0,8 99,895
100 8,133 | 14,950 0,745 0,807 0,8 100,882
8,133 | 14,916 0,731 0,791 0,8 98,864
7,950 | 14,383 0,807 0,874 0,875 99,854
109,375 7,883 | 14,166 0,812 0,879 0,875 100,447
7,883 | 14,150 0,811 0,878 0,875 100,353
7,983 | 14,500 0,863 0,934 0,95 98,361
118,75 8,000 | 14,500 0,885 0,959 0,95 100,931
7,883 | 14,150 0,862 0,934 0,95 98,313
Promedio | 7,960 | 14,424 99,745
Desvest 0,129 0,379 0,897
CV (%) 1,626 2,03 0,900
1C(u) 99,25 - 100,24

Asimismo se realizé un grafico cantidad adicionada vs cantidad recuperada, el cual se
muestra en la figura 18. Idealmente la pendiente de la regresion debe ser de 1 y la ordenada
al origen debe ser 0. Sin embrago esto nunca ocurre en la practica, aun si los errores

sistematicos estan ausentes, la presencia de errores aleatorios conduce a tener una
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dispersion de los puntos alrededor de la linea del cuadrado medio y pequefias desviaciones
de la estimacion de la pendiente y la ordenada al origen. El valor de la pendiente de 0.997
significa que hay un recobro de 99.72% de la cantidad adicionada; mientras que el valor de
0 en la interseccion quiere decir que cuando no se adiciona analito, no es posible que haya
recuperacion; interpretando esto, se puede confirmar que el método no es afectado por la

presencia de los excipientes de las muestras comerciales.

Figura 18. Linealidad del método de C9 con EI por GC

Pagina

60



Tabla 22. Parametros estadisticos para la linealidad del método de C9 por GC

Parametros C9

R 0,997
R 0,995
R’ ajustado 0,994
Pendiente (m) 0,997
IC (B1) 0,983 —1,010
IC (Bo) -0,035 - 0,034

Para determinar la linealidad de los datos, se realizdo un analisis de varianza al 95 % de
confianza en el cual se observa que el valor de F calculada es mayor que el valor critico de
F, por lo que los datos se ajustan a un modelo lineal, los resultados se muestran en la tabla

23.

Tabla 23. ANOVA para C9 considerando un nivel de significancia de a = 0,05.
Valor critico de F

Regresion 1 0,168 0,168 2529,555 2,779E-16

Residuos | 13 | 0,001 | 0,0000663
Total 14 10,169

La tabla 22 muestra los valores que comprueban la linealidad del método, mostrando que el
valor del coeficiente cuadrado de correlacion es mayor a 0,98, la pendiente tiene un valor
muy proximo a 1 y el IC (B1) incluye la unidad; la ordenada al origen tiene un valor muy

proximo a cero y el IC (B0) incluye el 0.

El CV del porcentaje de recuperacion es menor a 2%.
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Una vez analizados los datos, se determind que el método cumple con los parametros de

linealidad establecidos en la guia de validacion

7.8 Precision del método (precision intermedia)

En la tabla 24 se comprueba que el dia y el analista no son pardmetros que interfieran con la
reproducibilidad del método, ya que en ambos casos para el C9 los coeficientes de
variacion del porcentaje de recobro obtenido tanto en diferentes dias como por diferentes

analistas son menores al 2 %.

Tabla 24. Datos obtenidos para la evaluacion de la precision intermedia del método de

C9 por GC
% RECOBRO
98,190 98,869
100,953 98,969
99,864 98,738 0,996
Promedio 99,669 98,859
DesvEst 1,392 0,116
CV (%) 1,396 0,117
2 % RECOBRO
99,725 99,774
99,255 99,033
102,493 100,682 1,274
Promedio 100,491 99,83
Desvest 1,749 0,826
CV (%) 1,741 0,827
CV (%) Global = 1,135




7.9 Muestras comerciales

Durante la validacion del método se estudiaron dos muestras topicas farmacéuticas, la
primera proporcionada por los laboratorios Darier y la segunda Finacea de los laboratorios

Sheringh Plough, obteniendo los resultados siguientes:

Laboratorios Darier

Tabla 25. Resultados de la cuantificacion de crema tépica con acido azelaico al 20%

por GC
0 0 0 y %% D/D
Darier | 7,933 | 142 | 0,746 | 1,009 0.8 0.807 | 20,184
Darier | 7.933 | 142 | 0,744 | 1,007 0.8 0.806 | 20.146
Darier | 7.933 | 142 | 0,756 | 1,023 0.8 0,818 | 20,459
Promedio | 7,933 | 142 | 0.749 | 1.013 0.811 | 20263
Desv Est 0 0 0,006 | 0,009 0,007 | 0171
CV 0 0 0.842 | 0,845 0.845 | 0,845

Finacea (Sherinf Pharma)

Tabla 26. Resultados de la cuantificacion de gel topico con acido azelaico al 15% por
GC
Sistema TrEI TrC9 A& &Y ConcEI  ConcC9 | %pl/p

Finacea
Finacea 7,95 14,21 0,565 | 0,764 0,8 0,611 15,276
Finacea 7,95 14,2 | 0,565 | 0,764 0,8 0,611 15,276
Promedio 7,944 14,194 | 0,565 | 0,764 0,611 15,277
Desv Est | 0,0098 0,0098 | 0,000 | 0,000 0,000 0,002
Cv 0,1235 0,0691 | 0,011 | 0,011 0,011 0,011
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Los resultados que arrojan los cromatogramas en las tablas 25 y 26 muestran que los % p/p
de acido azelaico obtenidos corresponden a los valores sefialados en los marbetes de las

formulaciones farmacéuticas de Finacea gel y de la crema de los laboratorios Darier.
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Parametro de Criterio de aceptacion Observacion

desempeio

Adecuabilidad CV < 2% para la respuesta analitica CV=1,58 Aceptado
R>2 R=12
Precision del CV < 1,5% para la respuesta analitica CV =1,245 Aceptado
sistema
R*>0.98 R*=0,9978
Linealidad del IC(B) no debe incluir el cero IC(B;) =0,7309 — 0,7414 Aceptado
sistema IC(Boy) debe incluir el cero IC(Bo) =-0,0028 — 0,0083
CV<2% CV=1,619%
Especificidad La respuesta debe ser debida al analito No hay interferencias de los Aceptado
excipientes con los analitos
Exactitud y IC(n) debe incluirse en el intervalo de 98 — 102 % IC(p) =99,01 — 100,3 Aceptado
repetibilidad CV de recobro <2% Cv=13
Cantidad adicionada vs cantidad recuperada
R*>0.98 R*=0.997
IC(B1) debe incluir la unidad IC(B1)=0,983 - 1,01 Aceptado
Linealidad del IC(Bo) debe incluir el cero IC(Bo) = -0,0062 — 0,0154
método CVyx del % de recobro < 2% CVyx= %
Porcentaje de recobro IC(n) =99,25-100,24
IC(p) debe incluirse en el intervalo de 98 — 102 % CV =0,899 Aceptado
CV de recobro < 2%
Precision intermedia CV<2% CV=1,135 Aceptado







Capitulo 8. CONCLUSIONES

Se optimizé el método analitico para la separacion de C9 en una formulacion

farmacéutica mediante GC.

Se realizo la validacion del método para la determinacion de contenido quimico de C9,
evaluandose los pardmetros de adecuabilidad, precision y linealidad del sistema y del
método, especificidad, exactitud y repetibilidad, mismos que cumplen con los criterios
especificados en la guia de validacion de métodos analiticos, por lo que puede utilizarse
para realizar el control de calidad de topicos (gel o crema) que contengan este analito de

una forma rapida, econdémica y confiable.

Se optimizaron las condiciones de reaccion logrando que se ahorraran reactivos durante
la experimentacion, asimismo se seleccionaron y verificaron que las condiciones
cromatograficas Optimas cumplieran con los propdsitos practicos para la separacion y

cuantificacion de acido azelaico en formulaciones farmacéuticas comerciales.

Se analizaron dos muestras comerciales Finacea (presentacion en gel 15% p/p de C9) y
la muestra proporcionada por los laboratorios Darier (presentacion en crema 20% p/p de
C9) y se probo que el método es confiable y factible para separar y cuantificar acido

azelaico.
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ANEXO A

Figura 19. Cromatograma de la prueba de adecuabilidad del sistema

Figura 20. Cromatograma de la prueba de la precision del sistema
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Figura 21. Cromatograma del blanco (piridina + BSTFA) para la prueba de
especificidad

Figura 22. Cromatograma de una muestra de placebo derivatizado para la prueba
de especificidad
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Figura 23. Cromatograma de una muestra de placebo fortificado con C9
derivatizado, para la prueba de especificidad

Figura 23. Cromatograma de una muestra de la prueba de linealidad del sistema
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Figura 24. Cromatograma de una muestra de la prueba de exactitud y
repetibilidad

Figura 24. Cromatograma de una muestra de la prueba de linealidad del método
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Figura 25. Cromatograma de una muestra de la precision intermedia del método
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ANEXO B
Fichas de seguridad de los reactivos
1. IDENTIFICACION DE LA SUSTANCIA O PREPARADO
Compuesto: Acido Azelaico
Uso: Producto quimico para sintesis
2. INFORMACION SOBRE LOS COMPONENTES
Nombre ITUPAC: Acido nonadioico
Masa molar: 188.23 g/mol
Formula molecular condensada: CoH;604
Férmula quimica: HOOC(CH,),COOH
Componentes peligrosos: Acido subérico (<1%)
3. MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO
Sin exigencias
4. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS
Estado fisico: cristalino
Color: blanco
Olor: inodoro
Punto de fusion: 107° C

Punto de ebullicion: 237° C
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1. IDENTIFICACION DE LA SUSTANCIA O PREPARADO
Compuesto: Piridina
Uso: Analisis e investigacion quimica fina
2. INFORMACION SOBRE LOS COMPONENTES
Masa molar: 79.1 g/mol
Formula molecular condensada: CsHsN
3. MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO
Sin indicaciones particulares
PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS
Estado fisico: liquido transparente
Color: ligeramente amarillo
Olor: caracteristico desagradable

Punto de ebullicion: 115.2° C
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1. IDENTIFICACION DE LA SUSTANCIA O PREPARADO
Compuesto: N,O Bis(trimetilsilil)trifuloroacetamida
Uso: Producto quimico para sintesis
2. INFORMACION SOBRE LOS COMPONENTES
Nombre IUPAC: 2,2, 2-trifluoro-N-trimetilsilil-1-trimetilsililoxi-etanimina
Masa molar: 257.4 g/mol
Formula molecular condensada: CsF3;NSi,H;90
Férmula quimica: CF3;CN=Si(CH;);0Si(CH3);
3. MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO
Sin exigencias
4. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS
Estado fisico: liquido
Color: incoloro
Olor: inodoro

Punto de ebullicion: 55° C
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5. IDENTIFICACION DE LA SUSTANCIA O PREPARADO
Compuesto: TMCS
Uso: Producto quimico para sintesis
6. INFORMACION SOBRE LOS COMPONENTES
Nombre IUPAC: Trimetilclorosilano
Masa molar: 108.66 g/mol
Formula molecular condensada: CsF3NSi;H;90
Foérmula quimica: CISi(CHs);
1. MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO
Sin exigencias
2. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS
Estado fisico: liquido
Color: incoloro
Olor: inodoro
Punto de ebullicion: 57° C

Optimizacion
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ANEXO C

Analisis de micropipetas

1. En un vaso de precipitados de 20 mL agregar 100 puL con una micropipeta de 20
— 200 pL y anotar su peso.

2. Realizar el paso anterior por quintuplicado.

3. En un vaso de precipitados de 20 mL agregar 250 uL con una micropipeta de

250 — 1000 pL y anotar su peso.

4. Realizar el paso anterior por quintuplicado.

Tabla 28. Preparacion de soluciones para evaluar el CV de la pipeta de 20 — 200
pL
Lectura Vol. Peso Vol./peso
(uD) (mg)
100
100
100
100
100

DN B[ W —

Tabla 29. Preparacion de soluciones para evaluar el CV de la pipeta de 250 — 1000
pL
Micropipeta 250 — 1000 pL
Lectura Vol. Peso Vol./peso

() (mg)
250

250
250
250
250

DNl B W —

Pagina 75




Resultados del analisis de micropipetas

Tabla 30. Resultados del CV de la micropipeta de 20 — 200 pLL

Vol. Peso Vol./peso
() (mg)
100 97,1 1,029
100 98,9 1,011
100 97,6 1,024
100 96,7 1,034
100 97,4 1,026
Promedio 97,54 1,025

DesvEst | 0,83246622 0,008
Cv 0,85346137 0,847

Tabla 31. Resultados del CV de la micropipeta de 250 — 1000 pL

Vol. Peso/Vol.

Promedio nL
250 252 0,992
250 249.,4 1,002
250 249.5 1,002
250 248.7 1,005
250 248.4 1,006
Promedio 249.6 1,001
DesvEst 1,419 0,005
Cv 0,568 0,565

Pagina 76



Con base a los resultados obtenidos del posible error que pudieran tener la medicion de
las micropipetas, su CV indica que las lecturas de volimenes que se midan con ellas es
confiable, puesto que este valor es menor al 2% y se observa en ambas tablas que no

hay gran desvio en los resultados del peso con respecto al volumen proporcionado.
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