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RESUMEN

El procedimiento analitico para la validacion del Diclofenaco Sodico en ampollas por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se realizé en el Laboratorio de

Control de Calidad de la Universidad Catdlica de Santa Maria.

Para la validacion se evaluaron los pardmetros de desempefio de los procedimientos

analiticos como son: selectividad, linealidad, exactitud y precision.

Para dar mayor sustento a ésta validacion se realizdé también la determinacion del
limite de cuantificacion que dio como resultado 4.458267 ug/mL lo que nos indica
que a esta concentracion el analito puede ser detectado por el HPLC y también
determinamos el limite de deteccion que dio como resultado 5.898158 ug/mL, lo que
nos indica que a esta concentracion el analito puede ser cuantificado con un grado de
confianza previamente establecido (exactitud y precision) bajo las condiciones

experimentales establecidas..

Los resultados de éstos parametros de desempefio han demostrado que el
procedimiento analitico propuesto para la validacion del Diclofenaco Sodico en

ampollas, es selectivo, lineal, exacto y preciso.

De ésta forma se comprobd que dicho procedimiento analitico ofrece gran

confiabilidad para poder ser empleado en los laboratorios de control de calidad.
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ABSTRACT

The analytical procedure for validation of Diclofenac Sodium in ampoules by high
performance liquid chromatography (HPLC) was performed in the Quality Control
Laboratory of the Catholic University of Santa Maria.

To validate the performance parameters of the analytical procedure were evaluated

with selectivity, lineability, exactitude and accuracy.

To give further support to this validation was also performed to determine the LOQ
resulting 4.458267 ug / mL which indicates that at this concentration the analyte can
be detected by HPLC and determined the detection limit given as result 5.898158 ug /
mL, which indicates that at this concentration the analyte can be quantified with a
confidence level previously established (accuracy and precision) under the

experimental conditions.

The results of this development parameters were evaluated though statistical test,
demonstrating that the analytical procedure proposed for the validation of diclofenac

sodium in ampoules is selective, lineal, exactly and accurate.

In this form, the fact that this analytical procedure offers reliability to be used in the

quality control laboratories was proved
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CAPITULO |
GENERALIDADES

INTRODUCCION

En el presente trabajo se va a estandarizar un método para la validacion del

Diclofenaco Sdédico en ampollas por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

Los procedimientos para la evaluacion de los niveles de calidad de los farmacos en el
pais estan dados por la Direcciéon General de Insumos, Medicamentos y Drogas
(DIGEMID) a través del Manual de Buenas Préacticas de Manufactura de Productos
Farmacéuticos, como instrumento normativo necesario para cautelar la calidad en la
fabricacion de los productos farmacéuticos. Este organismo gubernamental se rige, a
su vez, de reglamentaciones dadas por organismos internacionales reconocidos
oficialmente como Food and Drug Administration (FDA), Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), Asociation of Official Analytical Chemists (AOAC), Conferencia
Internacional Tripartita Sobre Armonizacion (ICH), Farmacopea Europea (BP) y

Americana (USP). [9]

Asi los métodos y procedimientos de los procesos se optimizan para garantizar un
producto de calidad satisfactoria, realizando procedimientos de forma clara y
documentada, de ésta manera anular el concepto de error, disminuir la incidencia de
repeticion de procesos, pérdidas o rechazos y asi lograr una reduccion de costos, llegar

a la mejora continua y competir en el mercado. [1]

El desarrollo y validacion de métodos analiticos para productos farmacéuticos es una
tarea que se viene realizando en diferentes laboratorios farmacéuticos peruanos en los

ultimos afios, debido a las exigencias de calidad y a la mejora de la productividad.

La validacion de los métodos analiticos utilizados en la actividades de control
desempefia un papel determinante pues de ellos depende la comprobacion confiable y

reproducible de los indices de calidad de las materias primas y productos, lo cual
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contribuye notablemente al aseguramiento de la calidad seguridad y eficiencia de los

mismos. [10]

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define la validacion como: “El
establecimiento de una evidencia documentada, que suministra un alto grado de
seguridad, de que un proceso especifico elaborard en forma permanente, un producto

que cumple unas caracteristicas y especificaciones de calidad predeterminada”. [21]

El procedimiento analitico serd validado tomando en cuenta los pardmetros de
desempefio analitico de selectividad, linealidad, exactitud, precision, limites de
deteccion y cuantificacion. Todo éste procedimiento se llevara a cabo con el fin de
contar con un método confiable e idoneo para el analisis de cuantificacion del
Diclofenaco Sdédico en ampollas que sera de utilidad para los laboratorios de control

de nuestro medio
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OBJETIVOS

= Desarrollar y validar un método por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion para

la determinacion del Diclofenaco Sodico en ampollas

* Aplicar el método desarrollado y validado a la determinacion de Diclofenaco Sodico

en un medicamento comercial.
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HIPOTESIS

Dado que la validacion del principio activo para Diclofenaco Sédico en ampollas no
se encuentra en la USP 35 NF 30 es probable que se pueda desarrollar una metodologia

analitica por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion y ser validada.
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CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1 DICLOFENACO SODICO

2.1.1 Definicion

El Diclofenaco (también conocido como diclofenac) es un medicamento
inhibidor relativamente no selectivo de la ciclooxigenasa y miembro de
la familia de los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) indicado para
reducir inflamaciones y como analgésico, pues reduce dolores causados
por heridas menores y dolores tan intensos como los de la artritis.

También se puede usar para reducir los colicos menstruales.
2.1.2 Nombre y estructura quimica
Nombre Quimico: 4cido 2-[2-[(2,6-diclorofenil) amino]fenil]acético
Peso Molecular: 296.148 g/mol
Formula molecular: C14H11CI2NO2

Estructura Quimica:

Cl

NH
Cl OH

O

FIGURA N° 1.- Estructura molecular del DICLOFENACO Sédico
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2.1.3 Sintesis del Diclofenaco
Meétodo General para la sintesis de Diclofenaco [17]

La sintesis de Diclofenaco requiere el uso de una cadena de dcido acético
de un dcido a-arilacético que es introducida por St Ar (Sustitucion

electrofilica Aromatica).

Mecanismo de Reaccion

NHAz bromobenceno Q\ @
\©a o KiCOy A _NaOH.
SngAr, Cu \Cr 20 A ©/

E 7 cuzcoo Na®
ciccoct b -COCHCI A, Cf%" “30“

[

Et:N, CH,Cl, 160°C 2h CI cl HO.A Cl
rc!o!enaco sédico

FIGURA N° 2.- Sintesis DICLOFENACO Sédico

2.1.4 Mecanismos de accién

El mecanismos cominmente aceptado es la inhibicion de la enzima
ciclooxigenasa (COX) que cataliza el primer paso de la ruta biosintética
en la que se generan diversas prostaglandinas y tromboxanos a partir del

acido araquidodnico. [17]

Otros factores tales como la inhibicion de la migracion leucocitaria, la
neutralizacion de los radicales libres son mediados por accién de los
AINES.

La accion analgésica es debida a la prevencion de la accion
sensibilizadora de las prostaglandinas sobre los nociceptores, mientras
que la accion antipirética puede correlacionarse con la inhibicion de la

sintesis de prostaglandinas.
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Estimulo Estimulo
Fisiolégico Inflamatorio
-2
. coX-1 | cox
v v \
TXA; PGl, PGE, Proteasas PGs Otros
v R
Inflamacién

FIGURA 3. Acciones de las dos formas de la enzima ciclooxigenasa: COX
2.1.5 Indicacion terapéuticas y usos
El Diclofenaco se aplica en el tratamiento de:

Padecimientos musculo-esqueléticos, en especial artritis (artritis

reumatoide, osteoartritis,espondilitis anquilosante).

Ataques de gota.

Manejo del dolor causado por célculos renales y vesiculares.

Una indicacion adicional es el tratamiento de las migrafias agudas.

El Diclofenaco se usa regularmente para tratar el dolor leve a moderado
posterior a cirugia o tras un proceso traumatico, particularmente cuando

hay inflamacion presente.
El farmaco es efectivo contra el dolor menstrual.
En supositorios rectales.

El Diclofenaco puede considerarse el medicamento de primera eleccion

para la analgesia preventiva y la ndusea posoperatoria..

Existen también presentaciones con licencia venta libre sin receta para
emplearse contra dolores leves y fiebre asociada con infecciones

comunes.
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2.1.6 Contraindicaciones

e Hipersensibilidad reconocida al Diclofenaco

e Historia de reacciones alérgicas (broncoespasmo, rinitis, urticaria).

e Tercer trimestre del embarazo

e Ulceracion estomacal y/o duodenal activa

e Sangrado gastrointestinal

e Padecimientos inflamatorios intestinales tales como enfermedad de
Crohn o colitis ulcerativa

e Recientemente la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA, en
inglés) ha advertido no tratar con este farmaco a pacientes
convalecientes de cirugia cardiaca.

o Severa insuficiencia hepatica (clase C, segun la escala Child-Pugh).

e Severa insuficiencia renal (depuracion de creatinina < 30 mL/min)

o Cuidado especial se debe tener en pacientes con sangrado severo
(como hemorragia cerebral).

e Disfuncidn eréctil

2.2 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION
(HPLC)

2.2.1 Concepto

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en
inglés), también llamada cromatografia de liquidos de alta resolucion, es
una técnica de separacion basada en una fase estacionaria solida y una
fase movil liquida. Las separaciones se logran por procesos de particion,
adsorcion o intercambio idnico, segun el tipo de fase estacionaria

empleada. [23]

Cromatografia liquida de alta resolucion es una de las técnicas analiticas

mas extensamente usada en la industria. Es usada para separar y analizar
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componentes a través de la transferencia de masa del analito entre la fase

estacionaria y fase movil.

La técnica de Cromatografia liquida de alta resolucion, utiliza una fase
moévil liquida para separar los componentes de la mezcla. Los
componentes primero son disueltos por si mismos en un solvente forzado
a fluir (via la fase movil) a través de una columna (fase estacionaria) bajo
alta presion. La mezcla es resuelta en sus componentes dentro de la
columna y la cantidad de resolucion es dependiente en la interaccion
entre los componentes del soluto y la fase estacionaria y fase liquida. La
interaccion del soluto con la fase movil y estacionaria puede ser
manipulada a través de diferentes opciones de ambos, solvente y fase

estacionaria.
2.2.2 Aplicacion y practica.

La popularidad de esta metodologia se debe a su gran versatilidad, ya que
cubre un amplio espectro de aplicaciones, excelente capacidad para el
analisis de trazas (en muchos casos ppb), rapidez y adaptabilidad al

analisis cuantitativo.

La HPLC se utiliza en casi todos los laboratorios industriales,
organismos oficiales, universidades y en todos los laboratorios donde se

realicen investigaciones quimicas y bioquimicas.

En los anos venideros la HPLC continuara jugando un rol predominante
en los laboratorios de investigaciones farmacéuticas, de sintesis organica,
bioquimicos, bioldgicos, de control de medio ambiente y alimentarios.

[23]

Aun por extrafio que parezca una de las mayores limitaciones de HPLC
es la falta de operadores experimentados. El entrenamiento en técnicas
modernas de HPLC en las universidades es escaso, casi nulo. Esto ocurre
debido al alto costo de los instrumentos y a que los profesores de otra

generacion no tuvieron la oportunidad de adquirir experiencia en esta
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disciplina, por lo cual el entrenamiento debe recaer o en el fabricante del

instrumento o en el quimico experimentado en la materia. [25]

La HPLC ha tenido una creciente difusion desde comienzos de la década
del 70, y hoy representa una de las herramientas mas empleadas en el
laboratorio analitico moderno, ya sea esté dedicado a la investigacion

basica o aplicada, industrial, bioldgico o bromatolégico. [25]

Segiin define la [UPAC (International Union Of Pure And Applied
Chemistry) “La cromatografia es un método, usado primariamente para
la separaciéon de los componentes de una muestra, en la cual los
componentes se distribuyen en dos fases, una de las cuales es

estacionaria, mientras la otra se mueve. [16]

La fase estacionaria puede ser un solido, un liquido retenido sobre un

solido o un gel.

La fase estacionaria puede estar extendida como una capa o distribuida

como una pelicula, etc. La fase movil puede ser liquida o gaseosa”.

Una definicion tan general como esta puede sin embargo presentar
restricciones, por ejemplo ante el desarrollo en la década del 60 de la
Cromatografia de Fluidos Supercriticos (SFC) y la comercializacion a
partir de 1987 de este tipo de cromatografos, en los cuales la fase movil
no es ni un gas ni un liquido, sino un fluido supercritico. Quizas por ello
sea conveniente, s6lo relacionar la cromatografia con un método
separativo y aceptar la definicion de Guiddings: “un método de
migracion en zonas”, abriendo la mente ante los cambios que

continuamente se producen. [23]

La idea de la HPLC misma, siglas que se debieron a “High Pressure
Liquid Chromatography” debieron ser cambiadas cuando los
cromatografistas se dieron cuenta que la presion solo constituia una
herramienta que forzaba la fase movil a atravesar la columna, sin

constituirse por si en una variable del sistema. Sin embargo, y ante la

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

“universalidad” consumada del término “HPLC”, se decidid
simplemente buscarle otro significado, resultando “High Resoluciéon

Liquid Chromatography” [23]
2.2.3 Bases de la separacion cromatografica.

La cromatografia liquida es, como todos los métodos cromatograficos,
un método separativo por esencia. Asi el lugar donde se produce la
separacion, la columna, puede ser considerado el corazén del sistema
cromatografico, alrededor del cual se centra todo, ya que alrededor de ¢l

se monta un equipo de mayor o menos complejidad. [2,24]

El cromatdgrafo liquido basico estara constituido por:

e Un reservorio de solvente que alimenta al sistema con la fase movil.
e Un sistema que permite la introduccion de la muestra: el inyector.

e Un sistema para forzar el pasaje de la muestra y la fase movil a través

de la columna: la bomba.

e Un sistema de monitoreo de la soluciéon que emerge de la columna.

El detector.

e Un sistema de registro de los datos provenientes del detector. La
sefial del detector puede ser andloga y puede ser utilizada tal cual por
un registrador grafico o por un integrador, o digitalizada, para que

pueda ser interpretada y procesada por un

e Computador.

Una vez realizado el analisis cromatografico se obtienen 2 productos:
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1. Un grafico, el cromatograma, que relaciona la concentracion de

soluto en funcion del tiempo (de elusion).

2. Un eluido o eluato, el liquido proveniente de la columna que, de
recolectarse en forma secuencial o escalonada (manualmente o con
un colector de fracciones), contiene la fase movil, e idealmente los

componentes de la muestra separados. [24]

Cuando la muestra y la fase movil son forzadas a atravesar la fase
estacionaria, entran en juego distintos tipos de interaccion entre cada uno
de los componentes. Interacciones hidrofobicas, puentes de hidrogeno,
interacciones dipolares y electroestaticas, son las responsables de la
mayor o menos afinidad de cada uno de los componentes de la muestra
por la fase movil o la fase estacionaria. Asi el componente mas afin a la
fase estacionaria se retiene mas y tarda mas en eluir (es decir, en salir de
la columna) y el mas afin a la fase movil se retiene menos y eluye antes.

[2,23]
Fundamento de separacion

Entre las caracteristicas de la separacion la resolucion es la de mayor
importancia. En consecuencia sera la ecuacion de la resolucion la que se

tomara como punto de partida:

R,:‘/—‘v( ] )(a—l)

4 \kK+1

donde k' es el factor de capacidad, N el nimero de platos tedricos de la
columna y a el factor de separacion. La ecuacion nos muestra la relacion
fundamental de la cromatografia de liquidos puesto que resume las
variables de la separacion en tres grupos: retencion (k’), eficacia de la

columna (N) y selectividad (o).
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Cambiando las condiciones de separacion, por ejemplo haciendo k' mas

pequefio la resolucidon disminuira y aumentando el valor de k la

resolucion mejorara.

Cuando se aumenta a, los tiempos de retencion de dos picos consecutivos
pueden cambiar de forma distinta aumentando, en cualquier caso, la
resolucion. Cuando se aumenta la eficacia de la columna, los picos seran

mas estrechos y la resolucion entre ellos serd, por tanto, mayor. Por una

parte, los valores de K y a seran funcién de los siguientes factores que
regulan el equilibrio de los analitos entre la fase estacionaria y la fase

movil;

e Componentes de la fase movil
e Componentes de la fase estacionaria

e Temperatura

Por otra parte, los valores de N dependen de las condiciones de la

columna:

¢ Velocidad de flujo
e[ ongitud de columna

eTamafio de particula

A. Variabilidad de la retencién (k)

La influencia de la fuerza del disolvente es muy importante: mientras
que los disolventes fuertes disminuyen la retencion, los disolventes
débiles ayudan a la retencion. Para formar la fase movil se utilizara
como minimo una mezcla de dos disolventes (A y B) siendo la fuerza

de B mayor que la de A.

No solo hay que tener en cuenta la fuerza del disolvente con respecto
a su influencia sobre %B sino que también tiene su importancia el

tipo de disolvente utilizado. Los disolventes mas utilizados son el
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acetonitrilo, el metanol y el tetrahidrofurano (THF). Entre ellos la

sucesion en funcion de su fuerza es la siguiente:

Agua (el méas débil) <metanol <acetonitrilo <etanol

<tetrahidrofurano <propanol <cloruro de metileno (el mas fuerte)

B. Variabilidad de la selectividad

Una vez de que hemos fijado la elucion de los analitos en el intervalo

K hay que adecuar la separacion entre los picos con el fin de obtener
una elucion lo mas selectiva posible. Eso conlleva la optimizacion
de a lo que, como antes se ha dicho, se puede llevar a cabo por medio
de cambios en la fase movil, el empaquetamiento de la columna y/o
la temperatura. De las opciones anteriormente citadas el cambio en
la fase movil es la que parece mas simple y esto se puede llevar a
cabo de dos formas: cambiando la fuerza del disolvente y cambiando

el tipo de disolvente

En cuanto a las caracteristicas de la fase movil, una de las que tienen
mas importancia es la polaridad. Por medio de la polaridad se pueden
predecir las interacciones que los analitos pueden tener con la fase
movil, el disolvente y/o la fase estacionaria. Es decir, cuando se

aumenta la polaridad las interacciones son mas fuertes.

C. Eficacia de la columna

Las columnas para HPLC son tubos de acero inoxidable o pléstico
que poseen una longitud de 5-30 cm y un diametro interno de 1-5
mm. La tendencia de hoy en dia es utilizar columnas cada vez mas
pequeiias (3-5 cm) y de diametro interno también cada vez mas
pequeiio (1-2 mm) para de esta forma hacer los tiempos de andlisis
mas cortos. Las columnas capilares (didmetros internos de 180-30
um) estan obteniendo cada vez mas fama puesto que reducen el
tiempo de analisis y ahorran disolvente. La columnas son caras y con

el material particulado (suciedad) del disolvente o la muestra se
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pueden degradar facilmente. En consecuencia, por delante de la
columna se coloca una precolumna o una columna pequena de
proteccion. La precolumna es una columna corta del mismo material
que la columna analitica. Puesto que los solutos y particulas finas
quedan totalmente pegados, esa precolumna habra que cambiarla
frecuentemente. Los soportes de las fases estacionarias de la HPLC
son particulas de silice. En el mercado se pueden encontrar silices
de distinto tamafio de particula, distinta superficie externa y distinto
tamafio de poro. Las particulas pueden ser esféricas o irregulares.
Las columnas llenas de particulas irregulares tienen una menor
eficacia pero son mas baratas y se utilizan en cromatografias de
pretratamiento. Puesto que por encima de valores de pH = 8 la silice
es soluble en agua, no se puede trabajar por encima de ese pH. Ya
hay algunos tipos de silice aptos para ser utilizados en el intervalo
de pH 9-10y para cromatografiar compuestos basicos en el intervalo
de pH 8-12 utilizando soportes poliméricos del tipo del poliestireno.
En funcion de la fase estacionaria, la cromatografia de liquidos se
puede clasificar, entre otras, en cromatografia de adsorcion, de
intercambio de iones, de exclusion por tamafio de particula y

cromatografia de afinidad.

D. Caracteristicas de la fase estacionaria

El empaquetamiento de la columna tiene su efecto directo en la
separacion entre los picos. De todas formas, no es muy conveniente
mezclar empaquetamientos diferentes en la misma columna aunque
se puedan unir unos con otros. En consecuencia, el cambio de la
columna trae un cambio simultdneo de la selectividad a diferencia
del cambio de la fase movil. Ese acontecimiento es el que limita la
habilidad de la columna para ajustar la separacion de muchos
componentes. En consecuencia, el cambiar la columna acarrea un
readecuamiento de la fase movil para poder llevar a cabo la

separacion.
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La mayoria de las columnas de la HPLC tienen una fase estacionaria
enlazada, es decir, superficies de particulas de silica con capas

organicas de revestimiento unidas por enlaces covalentes.

E. Influencia de la eficacia de la columna

Una vez de que se han ajustado las variables analizadas en los
apartados anteriores cabe esperar que se obtenga una separacion
adecuada. De todas formas, como ha quedado demostrado en la
ecuacion si se aumenta N, manteniendo a y kK’ constantes aumenta la
resolucion de los compuestos. En consecuencia, una vez ajustados o
y kK’ se puede pensar en ajustar el valor de N bien para aumenta la
resolucion o si ésta fuera muy grande (Rs > >2) para acortar los
tiempo de elucion de la separacion. Igualmente, se producira un

aumento del nimero de platos teoricos en las siguientes condiciones:

e (Con un empaquetamiento adecuado de la columna
e Con columnas mas largas

e Con flujos bajos (no demasiado bajos)

e (Con empaquetamientos de particulas mas pequenas

e Minimizando cualquier efecto exterior sobre la columna

El tamano de particula normal para la HPLC es de 3-20 pm. Al
disminuir el tamano de particula los picos son mas estrechos y la
resolucion aumenta. Al disminuir el tamafio de particula, disminuye

la altura de los platos aunque se aumente el flujo

F. Efecto de la temperatura

Calentando las columnas cromatograficas, en general, disminuye la

viscosidad del disolvente y las presiones necesarias para conseguir
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flujos mas rapidos son menores. Al aumentar la temperatura,
disminuyen los tiempos de retenciéon y se mejora la resolucioén
puesto que aumenta la velocidad de difusion del soluto. Por el
contrario, el aumento de la temperatura puede disminuir la vida de
la columna. Si no se controla, la temperatura puede cambiar con las
condiciones del medio. Manteniendo el horno a una temperatura un
grado superior a la del ambiente se puede mejorar la repetitividad de
los tiempos de retenciéon asi como la exactitud del analisis

cuantitativo.

Es conocido que si se aumenta 1 °C de la temperatura la retencion
(k") disminuye en 1 0 2 %. Los cambios en el factor de capacidad
pueden tener también su efecto en la selectividad, por lo que la
temperatura es un factor a tener en cuenta para ajustar la resolucion
y la separacion. Tomar la temperatura como variable influyente tiene
una consecuencia directa: es muy facil de controlar y no implica

cambiar la columna y la fase movil.
2.2.4 Partes
2.2.4.1 Fase estacionaria y fase movil.

Para la mayoria de los andlisis farmacéuticos, la separacion se logra por
la particion de los compuestos presentes en la solucion de prueba entre

la fase movil y la estacionaria. [23]

Los sistemas que constan de fases estacionarias polares y fases moviles
no polares se describen como de fase normal, mientras que, por el
contrario, cuando se emplean fases moviles polares y fases estacionarias
no polares se denomina cromatografia en fase reversa. La cromatografia
de particion se emplea para compuestos solubles en hidrocarburos de
peso molecular menor de 1000. La afinidad de un compuesto por la fase
estacionaria, y por consiguiente su tiempo de retencion en la columna se

controla mediante una fase mévil mas o menos polar. La polaridad de la
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fase movil puede variar mediante el agregado de un segundo y, a veces,

un tercer o hasta un cuarto componente. [2,23,25]

Las columnas para cromatografia de liquidos se construyen normalmente
con tubos de acero inoxidable de diametro interno uniforme, tienen una
longitud entre 10 y 30 cm. Por lo comun, las columnas son rectas y se
pueden alargar, si es necesario, acoplando dos o mas columnas. El
diametro interno de las columnas es a menudo de 4 a 10 mm; y los
tamafios de las particulas de los rellenos mas comunes son de 3,5 a 10

um de formas irregulares o esféricas. [2]

Las fases estacionarias para la moderna cromatografia de liquidos de fase
reversa constan normalmente de una fase organica quimicamente unida
a silice u otros materiales. La silice o también llamado silicagel es un
s6lido amorfo y poroso de gran 4rea superficial (30 a 500 m?) y alto
volumen de poro (0,4 a 1,2 mL/g), quimicamente es un 6xido de silicio
hidratado (SiO2H20), sus &atomos internos ligados por Oz y los
superficiales por OH. [2]

La particula de la fase ligada estd compuesta por un material de base:
silicagel, alumina, agarosa, copolimero de estireno, que se unen
quimicamente a un compuesto con un grupo funcional determinado. La
unidon mas frecuente es la de silicagel por medio de una uniéon covalente

tipo siloxano Si-O-R. [2]

Las particulas pequenas recubiertas con una capa delgada de fase
organica proporcionan una baja resistencia a la transferencia de masa y,
por lo tanto, se obtiene una transferencia rapida de los compuestos entre
la fase estacionaria y la movil. La polaridad de la columna depende de la
polaridad de los grupos funcionales unidos, que varia desde el

octadecilsilano, relativamente no polar a grupos nitrilos muy polares.

[2,23]
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Las fases estacionarias liquidas no unidas deben ser en gran medida
inmiscibles con la fase movil. Aun asi, generalmente es necesario saturar
previamente la fase movil con la fase estacionaria para impedir la
redisolucion de la fase estacionaria de la columna. Las fases estacionarias

poliméricas recubiertas sobre el soporte son mas duraderas. [23]

Las columnas pueden calentarse para proporcionar separaciones mas
eficaces pero rara vez se las utiliza a temperaturas por encima de los 60°
C, debido a la potencial degradacion de la fase estacionaria o la

volatilidad de la fase moévil. [25]
2.2.4.2 Bomba

Los sistemas de bombeo de HPLC administran cantidades exactas de fase
movil desde los recipientes hasta la columna mediante una tuberia y

uniones adecuadas para altas presiones. [23]

Existen 3 tipos de bombas, cada una con sus propias ventajas y
desventajas: bombas reciprocas, bombas de jeringa o desplazamiento y

bombas neumaticas o de presion constante. [2.23]
Caracteristicas de las bombas

e Caudal. Los equipos convencionales operan con caudales entre 0.1

y 10.0 mL/min y trabajan con presiones de hasta 6000 psi. [23]

e Exactitud en el caudal. La exactitud en la medicion del caudal se
refiere a la divergencia entre el caudal de trabajo establecido y el
caudal real entregado. La importancia en la exactitud del caudal
reside en la importancia que pueda darse a la exactitud en la
determinacion de los tiempos de retencion de las sustancias a

cuantificar. [23]

e Ruido. El ruido se refiere a las variaciones denominadas
pulsaciones que presentan las bombas reciprocas, y que conducen a

variaciones en el caudal de solventes entregado en intervalos cortos
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de tiempo. A pesar de que cierto nivel de ruido es habitual,
deficiencias en el sistema de bombeo como valvulas tapadas,
burbujas de aire ocluidas en los cabezales o sellos en mal estado
intensifican notoriamente su valor. Este parametro es de
importancia crucial para asegurar resultados cuantitativamente
validos debido a que las areas de los picos de HPLC varian cuando

varia el caudal de solvente. [23]

e Deriva. La deriva es un cambio continuo (positivo o negativo) en
la entrega de solvente que se produce en intervalos de tiempo muy
largos. La deriva en el caudal conduce a diferencias en las areas de
los picos durante operaciones automaticas en periodos largos (por

ejemplo toda la noche) [23]

e Sistema de corte. Es conveniente que la bomba posea sistemas de
corte de caudal cuando se superan valores limites de presion tanto
superior como inferior. Este sistema de corte evita, que excesos en
la presion del sistema cromatografico pueda dafiar los componentes
mas sensibles como columnas y celda de los detectores. También
permite detectar posibles pérdidas de solvente o la incorporacion de

burbujas de aire al agotarse la fase movil. [23]
2.2.4.3 Inyectores

Después de ser disueltos en la fase movil u otra solucion apropiada, los
compuestos que se van a cromatografiar se inyectan en la fase movil, ya
sean manualmente usando jeringas o inyectores de espiral o bien
automaticamente mediante el uso de inyectores automaticos. [2,24] Estos
ultimos constan de un carrusel o una gradilla para sostener los viales de
muestra cuya parte superior se encuentra tapada con un septo o un
perforable y un dispositivo de inyeccidon para transferir las muestras

desde los viales a un espiral conectado al cromatografo. [24]
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Los inyectores automaticos pueden programarse para controlar el
volumen de muestreo, el numero de inyecciones, y los ciclos de enjuague

del espiral, el intervalo entre las inyecciones y otras variables operativas.

[25]

El inyector debe reunir una serie de caracteristicas importantes, entre

ellas:
e Debe ser facil de operar.

e Debe ser inerte al ataque quimico y capaz de soportar altas

presiones.

e Debe ser preciso en cuanto a la cantidad de muestra introducida en

el sistema.

e No debe provocar diluciones importantes de la solucién inyectada.

[23]
2.2.4.4 Detectores

La mayoria de métodos de HPLC usados actualmente requieren del uso
de detectores espectrofotométricos. Este tipo de detector consta de una
celda de flujo colocada en el extremo de la columna. Un haz de radiacion
UV pasa a través de la celda de flujo y se introduce en el detector. A
medida que los compuestos eluyan de la columna, pasan a través de la
celda y absorben la radiacion lo que da lugar a cambios cuantificables en

el nivel de energia. [25]

Existen detectores de longitud de onda fija, variable y multiple; siendo el
mas utilizado los detectores de longitud de onda variable, porque
permiten seleccionar libremente la longitud de onda de trabajo,
escogiendo la mayor absorcion del analito. Para la investigacion de
desarrollo de técnicas analiticas se recomienda utilizar el detector de

arreglo de diodos que emplea un conjunto de fotodiodos, para conseguir
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la luz transmitida en todo el espectro de absorcion del eluido en tiempo

real. [2,23,25]

Los detectores de longitud de onda variable contienen una fuente de luz
continua, como una lampara de deuterio o de xendn de alta presion y un
monocromador o un filtro de interferencia para generar radiacion

monocromatica a una longitud de onda seleccionada por el operador. [23]

Los detectores nos permiten ver y ubicar en tiempo y espacio la posicion
de cada componente de una muestra a la salida de la columna

cromatografica. [2,25]

Los detectores deben reunir ciertas caracteristicas importantes, entre

ellas:

e Poseer una respuesta lineal. El detector debe medir alguna
propiedad lineal del analito que se incremente linealmente al
aumentar su concentracion. Se denomina rango lineal de un detector

al rango de concentraciones que produce una respuesta lineal. [2]

e Responder a todos los solutos. La situacion ideal es, obviamente,
que el detector responda a todo tipo de solutos, pero esto no siempre
es posible n HPLC debido a que para la deteccion deben obtenerse
instrumentos capaces de medir una propiedad diferencial entre un

liquido (la fase movil) y un soélido (los analitos disueltos). [2]

e Tener la sensibilidad apropiada. Habitualmente esta propiedad se
contrapone con la universalidad de deteccion. Es decir que detectores
que responden a todos los analitos en general poseen sensibilidades
menores, y en contrapartida, detectores que poseen una alta

sensibilidad no responden a todos los solutos. [2,23]
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e No afectarse por cambios de temperatura. En lo posible los
cambios de temperatura no deben modificar la sefial emitida por los

detectores. [23]

e Poseer una buena relacion sefial/ruido. El ruido de un detector es
la maxima amplitud de la combinacién de los términos de ruido
largos y cortos en un periodo de tiempo dado. Estas perturbaciones
que se producen en la linea base del detector se deben a la electronica
propia del instrumento, a problemas relacionados con las variaciones
de temperatura, oscilaciones de la tension de la linea eléctrica, o a

fluctuaciones en el caudal. [23]

o No destruir la muestra. Esta propiedad es una caracteristica de casi
todos los detectores de HPLC (una excepcion es el electroquimico) y
resulta muy importante cuando se desea recolectar al analito aislado.

[2,23]
2.2.4.5 Sistemas de toma y procesamiento de datos

Las estaciones de datos modernas reciben y almacenan la sefial de los
detectores e imprimen el cromatograma completo con las alturas y las
areas de los picos, la identificacion de la muestra y las variables del
método. Se emplean también para programar la cromatografia de
liquidos, controlando la mayoria de las variables y proporcionando

periodos largos de operacion sin necesidad de supervision. [2,25]

El resultado del ensayo cromatografico es la obtencién de fracciones
separadas de un grafico o cromatograma de cuya interpretacion pueden

extraerse conclusiones cualitativas y cuantitativas. [23]

Este registro y la eventual manipulacion se obtienen a partir de la sefial
proveniente del detector por medio de un sistema de toma y

procesamiento de datos, entre los que podemos citar:
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e Registrador grafico, que convierte la sefial en un grafico del tipo X-
Y.

e Integrador, que permiten no solo obtener un registro grafico
(cromatograma) sino también su tratamiento para el calculo de

concentraciones.

e Computadora. Basicamente el integrador es una computadora de
uso muy especifico. Como las computadoras necesitan sefales
digitalizadas, se necesita una interfase analogica-digital que

convierta la sefial analogica entregada por el detector. [23,25]
2.2.5 Aptitud del sistema

Las pruebas de aptitud del sistema son una parte integral de los métodos
de cromatografia de liquidos. Se emplean para verificar que la
sensibilidad de deteccion, la resolucion y la reproducibilidad del sistema
cromatografico, son adecuadas para el analisis que se va a realizar. Las
pruebas se basan en el concepto de que el equipo, los componentes
electronicos, las operaciones analiticas y las muestras que deben

analizarse constituyen un sistema integral que pueden evaluarse como

tal. [28]

2.2.6 Interpretacion de cromatogramas

-

RESPUESTA DEL DETECTOR
I Inyecciin
-
A% —— Pico dol aire

TIEMPO

Fuente: USP 32 FIGURA 4. Separacién cromatografica de dos sustancias.
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La figura 4 representa una separacion cromatografica tipica de dos
sustancias, 1 y 2, donde t1 y t2 son los tiempos de retencion respectivos,
h, h/2, y W h/2 son la altura, la mitad de la altura y el ancho a la altura
media, respectivamente, W1y W2 son los anchos respectivos de los picos
1 y 2 en la linea base. Los picos de aire son una caracteristica de los
cromatogramas de gases y corresponden al frente de la fase movil en la

cromatografia de liquidos. [28]

Los tiempos de retencion cromatograficos son caracteristicos de los

compuestos que representan pero no son Unicos. [26,28]

La cantidad de platos tedricos (N) es una medida de la eficiencia de la

columna. Para los picos gaussianos se calcula por las ecuaciones:

N=16(t/W)2 o N =554 (t/wh/2?

En donde t es el tiempo de retencion de la sustancia y W es el ancho del
pico de su base, obtenidos al extrapolar los lados relativamente rectos del
pico hasta la base. Wh/2 es el ancho del pico a la mitad de la altura,
obtenido directamente por integradores electronicos. El valor de N
depende de la sustancia cromatografiada asi como de las condiciones
operativas, como por ejemplo la fase moévil, la velocidad del flujo y la
temperatura del gas transportador, la calidad del relleno, la uniformidad
del relleno dentro de la columna 'y para, las columnas capilares, el espesor
de la pelicula en fase estacionaria, el didmetro interno y la longitud de la

columna. [28]

La separacion de dos componentes en una mezcla, la resolucion, R esta

determinada por la ecuacion:

R=2(t2—t1)/ w2+ wi
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En donde t2 y t1 son los tiempos de retencion de los 2 componentes, y w2
y w1 son los anchos correspondientes en las bases de los picos obtenidos
al extrapolar los lados relativamente rectos de los picos hasta la linea

base. [28]

El area del pico y la altura del pico son generalmente proporcionales a la
cantidad de compuesto eluido. Estos se miden generalmente mediante
integradores electronicos pero se pueden determinar mediante enfoques
mas clésicos. En general, se emplean las areas de los picos pero pueden

ser menos exactas si se producen interferencias.

Para lograr un trabajo cuantitativo exacto, los componentes que se han
de medir deben separarse de cualquier componente interferente. Se deben
de evitar las asimetrias tanto en la parte anterior como en la posterior del

pico y la medicion de picos dentro de las colas de los disolventes. [26,28]
2.2.7 Calificacion del sistema

La calificacion es la ejecucion de pruebas para determinar si un
componente de un proceso posee los atributos requeridos para trabajar
correctamente y conducir verdaderamente a los resultados esperados. El
significado de validacion a veces se extiende para incorporar el concepto

de calificacion. [28]

La calificacion del sistema es una premisa necesaria para poder validar.

[3]

Para llevar a cabo la calificacion se procede a la calibracion del equipo y

a la comprobacion de métodos y sistemas. [9,26,28]
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Las etapas de la calificacion son:

A. Calificacion del disefio (DQ).- Establecer y proveer evidencia
documentaria que las premisas, los sistemas auxiliares, equipos y
procesos han sido disefiados de acuerdo a los requerimientos de las

Buenas Practicas de Manufactura. [28]

B. Calificacién de la Instalacion (1Q).- Establecer con evidencia
objetiva que todos los aspectos claves del proceso del equipo y sistemas
auxiliares de la instalacion se adhieren a la especificacion aprobada del
fabricante y que las recomendaciones del proveedor del equipo estan

consideradas convenientemente. [28]

C. Calificacion operacional (OQ).- Establecer por limites objetivos del
control del proceso de evidencia y niveles de accion que tienen como

resultado al producto que retine todos los requisitos predeterminados.

[28]

D. Calificacion del Resolucion (PQ).- Establecer por evidencia objetiva
que el proceso, bajo condiciones anticipadas, produce constantemente un

producto que reune todos los requisitos predeterminados. [28]
2.2.7.1 Calificacion del HPLC

e (alificacion de Instalacion:

e Pueden considerarse los siguientes datos:

e Nombre del equipo.

e Nombre del fabricante, modelo o tipo.

e Numero de serie.

e Fecha en la que fue recibido.

e Condiciones en la que fue recibido (nuevo o usado).

e Fecha en la que el equipo fue puesto en servicio por el laboratorio
(localizacion del equipo en el laboratorio).

e Instructivo de operacion.
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e Instructivo de mantenimiento
2.2.7.2 Calificacion operacional:
Debe ser realizado por un técnico calificado.
TABLA N°1

PARAMETROS A EVALUAR EN UN SISTEMA HPLC®

‘ Modulo " Parametro Importante para: ‘

Bomba Reproducibilidad de flujo | Reproducibilidad/RT/A/H
Precision de gradiente
Inyector Reproducibilidad Precision de resultados
Residuo de muestra Exactitud de precision de
resultados
Horno Reproducibilidad de T° RT/A/H/forma de pico
Detector Ruido Sensibilidad
Energia de Lampara Sensibilidad
Relacion sefial/ruido Sensibilidad

Precision de longitud de & Sensibilidad,

onda Transferencia de
resultados
Linealidad Precision de resultados
Columna mas sistema @ Forma de pico Procesos de datos,
completo identificacion,
reproducibilidad.
Asimetria de pico Procesos de datos,
identificacion,
Reproducibilidad.
Procesos de datos,
RT, resolucion, platos identificacion,
Teoricos Reproducibilidad.

2.2.7.3 Calificacion de resolucion:
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Es verificado por el usuario, trabajando con estandares certificados: por

ejemplo metilparabeno. [26,28]
2.2.7.4 Calibracién de equipos

Los instrumentos de medida deben aportar datos fiables. La calibracion
de los instrumentos de control se establece frente a estandares oficiales o
de caracter privado de solvencia reconocida. Los datos de calibracion
deben reflejar la precision y exactitud del aparato de medida, incluyendo

ademas los factores de correccion adecuados. [1,28]
2.2.7.5 Verificacion o comprobacién de equipos

Es el examen a un instrumento para verificar el cumplimiento de sus

especificaciones.
Por ejemplo para un equipo HPLC puede ser:

— Ruido en la linea base del detector.
— Precision en la inyeccion (automatico)
— Reproducibilidad del tiempo de retencion de una bomba, etc.

[1,26,28]
2.3 METODO ANALITICO
2.3.1 Concepto

— El método analitico se refiere a la forma de realizar el andlisis. Este
debe describir en detalle los pasos necesarios para realizar cada
prueba analitica. Esta puede incluir a las preparaciones de la muestra,
los estandares de referencia y los reactivos, uso de aparatos,
generacion de la curva de calibracion, uso de la formula para los

calculos, etc.; pero no se limita so6lo a ello. [7]
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2.3.2 Fases en el desarrollo de un método analitico

El desarrollo 16gico del método analitico transcurre en tres fases:

[1,7,9,26]

2.3.2.1 Definicién de las caracteristicas y requerimientos que debe

satisfacer el método analitico:

Precision exigible, sensibilidad deseable, grado de selectividad, tiempo,

coste, tipo de instrumentacion necesaria, etc.
2.3.2.2 Puesta a punto del método analitico:

Desde los primeros estudios de tanteo con patrones hasta la utilizacion
del método en muestras reales, pasando por la definicion de los
parametros de idoneidad que garanticen el buen funcionamiento del

sistema en el método del analisis.
2.3.2.3 Validacion del método analitico:

Esta tercera etapa permitira conocer la fiabilidad del método para su
aplicacion rutinaria y, en combinacion con las etapas anteriores, sus
caracteristicas de funcionamiento con consecuencias positivas para su

rendimiento
2.4 VALIDACION DE UN METODO ANALITICO

2.4.1 Definiciones de validacion

El término “validacion” aparecié oficialmente por primera vez en los

anos 70. [1]
A continuacion se presenta una seleccion de definiciones:

e Dertinger, Génshirt, Steinigen (“GAP Praxisgerechtes Arbeiten in
pharmazeutische analytischen Laboratories”, Wissenschaftliche

Verlagsgesellschaft mbH, Stuttgart 1984) “Validacion es la prueba
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(evidencia) y la documentacion de la confiabilidad de un
método”.

e H. Bosshardt, F. Schorderet, H. Feltkamp, P.Fuchs y H. Sucker
(Pharmazeutische Qualitdtskontrolle, Georg Thieme Verlag,
Stuttgart 1983): “Bajo el término validacion se comprende todas
aquellas medidas, pasando por el planteamiento, la ejecucion y la
documentacién, que demuestran la validez de un método
analitico. Los costos de la comprobacion dependen de la
metodologia, de los equipos y de los requisitos de la calidad de los

resultados”.

e Chapmann, 1985: “Validacion no es sino el sentido coman natural

del hombre bien organizado y bien documentado”.

e United States Pharmacopeia : “Validacion es el proceso por el cual
se muestra, mediante experimentos de laboratorio, que los
indicadores de rendimiento (caracteristicas) de un método
satisfacen las exigencias de una aplicacion prevista.”

e International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use
(ICH), 1995: “El objetivo de la validacion de un método analitico es

demostrar que éste es adecuado para la finalidad prevista.”

e International Organisation of Standardisation ISO 8402, 1994 § 2.18:
“Confirmar en base a un estudio y mediante la puesta a punto de una
prueba objetiva, que las particulares exigencias para un uso
especial previsto han sido satisfechas” (prueba objetiva:
informacién comprobable basada en hechos/datos generados

mediante observacion y medicion de un ensayo, o por otros medios).

e ISO/IEC 17025:2005, § 5.4.5.1. “Validacion es la confirmacién por
examinacion y la provision de evidencia objetiva de que los

particulares requisitos para un uso previsto son satisfechos”.
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2.4.2 ¢Cuando es necesario validar un método de ensayo?

Un método de ensayo se valida cuando es necesario verificar que los
pardmetros ejecutados son los adecuados para resolver un problema
analitico en particular. El laboratorio debe validar (Requisito 5.4.5.2 de

la Norma NTP ISO/IEC 17025): [1,10,26]

e Los métodos de ensayo no normalizados: Es aquel método de ensayo
desarrollado por el propio laboratorio u otras partes no reconocidas.
Por ejemplo: métodos de ensayo publicados o recopilados en revistas
técnicas o textos; métodos de ensayo de fabricantes de bienes tales

como equipos, kits de ensayo, instrumentos portatiles.

e Los métodos de ensayo modificados, ampliados o aplicados a un
alcance diferente al originalmente establecido en la norma. (Se

considera también un método de ensayo no normalizado)

e (Cuando alguna de las condiciones cambia para un método ya
validado (por ejemplo: un instrumento con caracteristicas diferentes,

o muestras con diferente matriz).

e Cuando el control de calidad indica que un método establecido

cambia con el tiempo

e Cuando un método establecido es usado en un laboratorio diferente,

o con diferentes analistas o diferentes instrumentos

e Cuando se desea demostrar la equivalencia entre dos métodos, por

ejemplo un nuevo método y uno estandar.
La validacion es necesaria porque:

e Proporciona un alto grado de confianza y seguridad en el método

analitico y en la calidad de los resultados.
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e Permite un conocimiento profundo de sus caracteristicas de

funcionamiento. [1]

Este conocimiento y seguridad en el método analitico que ha sido
validado se traduce en:

e Disminucién del nimero de fallos y repeticiones con el consiguiente

ahorro de los costes asociados.
e Cumplimiento de los plazos previstos de analisis.

e Optimizacion del método, por ejemplo, mejorando la caracteristica

de practibilidad y posibilidades de automatizacion. [1,26]

Por otra parte, los métodos analiticos deben validarse para cumplir

con las exigencias legales:

e El borrador de las normas de Buena Fabricacion de Medicamentos de
la CEE (Comunidad Econémica Europea), en el capitulo de control de

calidad, indica que los métodos de andlisis deben estar validados.

e Las Good Manufacturing Practice de los Estados Unidos indican que
deben establecerse y documentarse la exactitud, sensibilidad,
especificidad y reproducibilidad de los métodos analiticos utilizados.

[1,26,28]
2.4.3 Estrategia para la Validacion de Métodos: [15]

e La validad de un método especifico debe ser demostrada en
experimentos de laboratorio usando muestras o estindares que son
similares a las muestras desconocidas analizadas rutinariamente. La
preparacion y ejecucion debe seguir un protocolo de validacion, de
preferencia, escrito en un formato instructivo paso a paso. Posibles

pasos para una completa validacion de un método son los siguientes:
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e Desarrollar un protocolo de Validacién, un procedimiento

operacional, o un plan master de validacion (VMP).

e Para un proyecto especifico de validacion, definir los responsables y

sus tareas.
e Desarrollar un plan del proyecto de validacion.
e Definir la aplicacion, objetivo y alcance del método.
e Definir los parametros de desempefio y criterios de aceptacion.
e Definir los experimentos de validacion.
e Verificar las caracteristicas de desempefio relevantes de los equipos.

e Calificar a los materiales: estandares y reactivos de pureza, cantidad

apropiada, suficiente estabilidad.
e Realizas experimentos de pre-validacion.

e Ajustar parametros del método y/o criterios de aceptacion si fuese

necesario.
e Desarrollar todos los experimentos de validacion.

e Desarrollar los procedimientos operacionales estdndar para poder

ejecutar el método de forma rutinaria.
e Definir los criterios para re-validacion.

e Definir los tipos y frecuencia de las pruebas de idoneidad del sistema,

y/o controles de calidad analitica de rutina.

e Documentar los experimentos de la validacion y los resultados en un

reporte de validacion.
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e Las caracteristicas de desempefio del método deben ser basadas en el
uso que se le dara a dicho método. No siempre es necesario validar
todos los parametros analiticos que estan disponibles para técnicas
especificas. Los parametros iniciales deben ser escogidos de acuerdo
a la experiencia del analista y a un buen raciocinio. Los parametros
finales deben concordar entre el laboratorio o el analista que realiza
la validacion y el laboratorio o individuo que use el método, o la

informacion que se genere del método.
2.4.4 Tipos de validacion

Existen 3 tipos de validaciones, las cuales son:
e Prospectiva
e Retrospectiva

e Revalidaciones
2.4.4.1 Validacion prospectiva

Se realiza cuando la verificacion del cumplimiento de las condiciones
establecidas para un proceso o método analitico se lleva a cabo antes de
la comercializacion del producto. Este tipo de validacion se aplica

cuando se elabora un nuevo método analitico.

Es tipico en los laboratorios de investigacion y desarrollo, y se realiza de
acuerdo con un protocolo perfectamente planificado. Comprende el
estudio de todos los criterios necesarios para demostrar el buen

funcionamiento del método. [1,11,26]
2.4.4.2 Validacion retrospectiva

Se realiza cuando la idoneidad del método o proceso analitico se basa en
la garantia constatada a través de los datos analiticos del producto ya
comercializado, se aplica a métodos no validados previamente y de los

que se tiene una amplia historia de resultados. [1,11,26]
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2.4.4.3 Revalidacién

La introduccidn de un cambio que pueda afectar la idoneidad del método
analitico establecido por la validaciéon, podrd exigir una nueva
validacion, es decir una revalidacion total o parcial de dicho método
analitico. Los criterios a estudiar se deciden en funcion del tipo de

cambio efectuado. [1,4,26]
Entre los motivos que exige una nueva validacion tenemos:

e Cambios importantes en la matriz del producto.
e Cambios importantes en el método analitico.

e Cambios en las especificaciones.
2.4.5 Datos requeridos para la validacion

Los requisitos de las pruebas farmacopeicas varian desde
determinaciones analiticas muy rigurosas hasta evaluaciones subjetivas
de atributos. Considerando esta amplia variedad es logico que diferentes
procedimientos de prueba requieran diferentes esquemas de validacion.

[28]

Categorias de prueba mas habituales para los que se exige datos de

validacion. [28]

e Categoria I: Procedimientos analiticos para la cuantificacion de los
componentes principales de farmacos a granel o ingredientes activos

(incluyendo conservantes) en productos farmacéuticos terminados.

e Categoria Il: Procedimientos analiticos para la determinacion de
impurezas en de firmacos a granel o productos de degradacion en
productos farmacéuticos terminados. Estos procedimientos incluyen

analisis cuantitativos y pruebas de limite.
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e Categoria Ill: Procedimientos analiticos para la determinacion de
las caracteristicas de desempefio (por ejemplo, disolucion, liberacion

de farmacos)
e Categoria IV: Pruebas de Identificacion. (Ver Tabla 2)
2.4.6 Parametros analiticos.

Se evaluard la parte analitica de la validacién. Se determinaran los
parametros analiticos estipulados por la Farmacopea Norteamericana
USP 32 para la validacion de una metodologia analitica de un producto
farmacéutico, la que recomienda realizar los siguientes parametros
analiticos (categoria I): exactitud, precision, especificidad y linealidad.
Cabe sefialar que para hacer mas solida esta validacion se realizara limite

de deteccion y limite de cuantificacion. [28]
TABLA N°2

PARAMETROS DE DESEMPENO DE LOS PROCEDIMIENTOS
ANALITICOS VALIDABLES [28]

~ Categoria
CARACTERISTICAS Categoria Categoria Il I | Cateqoria  Categorial
DE DESEMPERO - Analisis  Pruebas 2 .
ANALITICO cuantitativos de Limite
1. Exactitud Si Si & * No
2. Precision Si Si No Si No
3. Especificidad Si Si Si * Si
4. Limite de deteccion | No No Si * No
5. Limite de | No Si No * No
cuantificacion
6. Linealidad Si Si No * No
7. Intervalo Si Si * * No

Fuente: USP 32

* Pueden requerirse, dependiendo de la naturaleza de la prueba especifica
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2.4.6.1 Especificidad o selectividad:

Es un atributo o propiedad del método por el cual la respuesta obtenida
corresponde exclusivamente al compuesto que se desea detectar y
cuantificar, sin ninguna interferencia por parte de los demads

componentes de la matriz.

Las guias ICH definen especificidad como la capacidad de evaluar de
manera inequivoca el analito en presencia de aquellos componentes cuya
presencia resulta previsible, como impurezas, productos de degradacion

y componentes de la matriz.

Otras autoridades internacionales de reconocido prestigio (IUPAC,
AOAC) han preferido el término “selectividad”, conservando
“especificidad” para procedimientos que resulten completamente

selectivos. [1,16,26,28]

Consideraremos los términos selectividad y especificidad como

equivalentes.

La selectividad es una condicion esencial para conseguir una buena
exactitud por lo que es, en todos los casos, un criterio clave. Los estudios

de selectividad o especificidad varian segtn el tipo de método analitico:

e M¢étodos de identificacion. La selectividad debe demostrar que el
método funciona en presencia de otras sustancias que pueden

interferir y aquéllas de composicion similar

e Ensayos de pureza. La selectividad debe garantizar que el método
analitico permite una evaluacion de las impurezas que se pretenden
analizar cualitativa o cuantitativamente. Si, por ejemplo, se trata de
determinar impurezas o sustancias extrafias por cromatografia en
capa fina, hay que demostrar que el método es capaz de separarlas
todas de acuerdo a los limites de deteccion y/o cuantificacion

establecidos.
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e Determinacion cuantitativa de un componente. Cuando se determina
la riqueza de una materia prima o el contenido en principio activo u
otro componente (conservador, antioxidante) en un medicamento, el
estudio de selectividad debe asegurar que la senal medida con el
método analitico procede Unicamente de la sustancia analizada sin
interferencia de excipientes, productos de degradacion y/o

impurezas. [1,23,28]

Los ensayos de degradacion artificial descritos permiten no sélo el
mejor conocimiento y eventual correccion de la técnica empleada,
sino que también orientan al desarrollo de nuevas formulaciones de
productos, indicando las condiciones de mayor agresividad, las mejor
soportadas por la sustancia, condiciones de almacenamiento, tipo de
envase, etc. (pH, labilidad a la hidrolisis, fotolisis, oxidacion, etc.).

[1,19]
DETERMINACION:

En una valoracion, la demostracion de especificidad requiere
evidencia de que el procedimiento no resulte afectado por la
presencia de impurezas o excipientes. En la practica, esto puede
hacerse agregando al farmaco o producto farmacéutico una cantidad
conocida de excipientes o de impurezas en concentraciones
adecuadas, y demostrando que el resultado del analisis no ha sido

afectado por la presencia de estos materiales extrafios. [1,18,20,26]

Como no se cuenta con estandares de impurezas o productos de
degradacion se llevara a cabo ensayos de degradacion artificial,

COmo son:

e Termdlisis: producida por calentamiento de la droga a la

temperatura fijada (por ejemplo 105°C).

e Hidrolisis a pH neutro, por calentamiento con agua grado HPLC

durante una hora.
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e Hidrolisis alcalina, por calentamiento con NaOH 0.1N durante

una hora.

e Hidrolisis 4cida, por calentamiento con HCl 0.1N durante una

hora.
e Fotolisis, por exposicion de la droga a la luz UV de onda corta.

e Oxidacion, por calentamiento en bafio maria de una solucion de
la droga con agua oxigenada o por burbujeo de oxigeno.

[1,18,26,28]

Se recomienda que la degradacion no sea mayor del 20% de la
concentracion inicial, de modo que puede ser conveniente repetir alguno
de los ensayos empleando condiciones mas suaves o bien mas enérgicas.

[26]

Este andlisis debe complementarse con el estudio de la pureza u
homogeneidad del pico correspondiente al analito. Este estudio consiste
en determinar si existe algiin producto correspondiente al del analito y

que no alcance a evidenciarse. [1,26,28]

Las guias ICH afirman que cuando se utilizan los procedimientos
cromatograficos, deberan presentarse cromatogramas representativos
para demostrar el grado de selectividad y los picos deberan identificarse

adecuadamente. [26]

Adicionalmente inyectar la solucidon diluyente (2- Propanol) y la fase

movil.
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2.4.6.2 Linealidad e intervalo
e Definicion de linealidad

Es determinada por la capacidad del método de entregar resultados
linealmente proporcionales a la concentracion del analito en la
muestra. Se evidencia una proporcionalidad directa entre la

concentracion y la respuesta. [26,28]
e Definicion de intervalo

El intervalo de un procedimiento analitico es la amplitud entre las
concentraciones inferior y superior del analito (incluyendo estos
niveles) en la cual se puede determinar al analito con un nivel
adecuado de precision, exactitud y linealidad. El intervalo se expresa
normalmente en las mismas unidades que los resultados de la prueba
obtenidos mediante el método analitico (por ejemplo, porcentaje,

parte por millon). [26,28]
e Determinacion

La linealidad debe establecerse en el intervalo completo del
procedimiento analitico. Deberia establecerse inicialmente mediante
examen visual de un grafico de sefales como funcion de
concentracion de analito del contenido. Si al parecer existe una
relacion lineal, los resultados de la prueba deberian establecerse
mediante métodos estadisticos adecuados (por ejemplo, mediante el
calculo de una linea de regresion por el método de los cuadrados

minimos). [1,20,26,28]

En algunos casos para obtener la linealidad entre la respuesta de un
analito y su concentracion, es posible que haya que someter los datos
de una prueba a una transformacion matematica. Los datos obtenidos
a través de la linea de regresion pueden ser utiles para proporcionar

estimaciones matematicas del grado de linealidad. [1,26,28]
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Se determinard segun recomienda las Guias ICH. Se realizaran un
minimo de 5 concentraciones inyectadas por triplicado dentro del

Intervalo de 50-150% de la concentracion de prueba. [39]

Es aceptable si esta se encuentra dentro del rango de aceptacion, el
cual establece que el valor del coeficiente de correlacion debe ser
mayor de 0,995 y RSD (Desviacion Estandar Relativa) menor a 2,0%

entre lecturas de cada una de las muestras. [26,28]
2.4.6.3 Precision:

Es el grado de dispersion o de concordancia entre resultados
individuales, cuando el método de andlisis se aplica repetidamente a
diferentes muestras. La precision se puede catalogar de la siguiente

manera:
¢ Reproducibilidad

Medida de la precision de los resultados de un método efectuado
sobre la misma muestra, pero en condiciones diferentes (Diferentes
laboratorios, diferentes equipos, diferentes analistas). No forma
parte de la documentacion de la validacion del método analitico para

la solicitud de autorizacion de comercializacion. [1,18,26,28]
e Precision intermedia

Se refiere al uso de los procedimientos analiticos a diferentes dias, es
decir variables de laboratorio, tales como cambio de equipos,

analistas, etc. [1,18,26,28]
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e Repetibilidad

Medida de la precision de un método efectuado en iguales
condiciones; igual muestra, igual analista, iguales equipos y

reactivos. [1,18,26,28]
e Determinacion

La precision de un método analitico se determina mediante el analisis
de un niimero suficiente de alicuotas de una muestra homogénea, que
permita calcular estadisticamente estimaciones validas de la
desviacion estandar o de la desviacion estandar relativa (coeficiente

de variacion). [26,28]

Los analisis de este contexto son analisis independientes de muestras
que se han llevado a cabo mediante el procedimiento analitico
completo, desde la preparacion de las muestras hasta el resultado

final de las pruebas.

Las guias ICH recomiendan que se evaltie la repetibilidad del sistema
analizando un minimo de nueve determinaciones a la concentracion
nominal (concentracion final del estaindar y de la muestra en la
metodologia analitica) y la repetibilidad del método analizando un
minimo de nueve determinaciones que cubran el intervalo
especificado para el procedimiento (es decir, tres concentraciones y
tres determinaciones repetidas de cada concentracion o un minimo de

seis al 100% de la concentracion de prueba). [26]
Limite de aceptacion: RSD < 2,0%.
2.4.6.4 Exactitud:

Es la diferencia entre el valor de la concentracion considerado como
verdadero y el valor experimental, cuando se aplica el método varias
veces a diferentes muestras. Matemdaticamente se expresa como

porcentaje de recuperacion. [1,26,28]
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La exactitud de un método analitico debe establecerse en todo su

intervalo. [19,26]
e Determinacion

En la valoracion de un principio activo en un medicamento, la
exactitud puede determinarse mediante la aplicacion del método a
mezclas sintéticas de los componentes del producto farmacéutico
(placebo) al que se hallan afadido cantidades conocidas de analito

dentro del intervalo del método. [1,26,28]

Estadisticamente, suele efectuarse un test de “t” de Student para
determinar si el valor medio hallado y valor considerado verdadero
no difieren significativamente para un grado de probabilidad

determinado. [1,26,28]

Los documentos ICH recomiendan que se evalie la exactitud
realizando un minimo de nueve determinaciones de tres niveles de
concentracion, cubriendo el intervalo especificado (es decir, tres
concentraciones y determinaciones repetidas de cada determinacion).

[26]

Limites de aceptacion: RSD debe ser menor al 2,0% y el porcentaje
de recuperacion no debe ser menor al 98% ni mayor a 102%, para

considerar el método como exacto. [26]
2.4.6.5 Limites

Es una propiedad del método para presentar un gran cambio en la
respuesta cuando se produce un pequeiio cambio en la concentracion.

[1,26]

e Limite de deteccion o cantidad minima detectable
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Hace referencia a la minima concentracion del compuesto en estudio
que es posible detectar con certeza pero no necesariamente
cuantificada, bajo las condiciones experimentales establecidas.

[1,18,19,26,28]

El limite de deteccion, segiin la [UPAC, es la menor concentracion o
cantidad de analito detectable con razonable certeza por un
procedimiento analitico dado. Es decir, es la cantidad o
concentracion minima del analito a partir de la cual es factible

realizar el analisis. [16]

Un resultado “positivo” no es suficiente para que el analista considere
detectado un analito. Se precisa, ademas, conocer el limite de
deteccion en las condiciones del método. De lo contrario, se puede
incurrir en un falso positivo: suponer el analito presente en la muestra

cuando de hecho no lo esta. [1,26,28]

El limite de deteccidon es un pardmetro analitico de gran interés en

analisis de trazas, contaminantes y productos de degradacion. [28]
e Limite de cuantificacion o cantidad minima cuantificable

Es la concentracion mds baja de un compuesto presente en una
muestra, que puede ser cuantificada con un grado de confianza
previamente establecido (exactitud y precision) bajo las condiciones

experimentales establecidas. [1,19,26,28]

El limite de cuantificacion es un término cuantitativo (menor
cantidad medible) mientras que el limite de deteccion es cualitativo

(menor cantidad detectable). [1]
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e Determinacion

Para el limite de deteccion, en el caso de procedimientos analiticos
instrumentales que presentan ruido de fondo, las guias ICH describen
un enfoque usual que consiste en comparar las sefales medidas a
partir de muestras con bajas concentraciones de analito con las de
muestra blanco. Se establece la concentracién minima a la que puede
detectarse confiablemente un analito. Las relaciones sefial-ruido
habitualmente aceptables son de 2:1 ¢ 3:1. Otros enfoques dependen
de la pendiente de la curva de calibracion y la desviacion estandar de

las respuestas. [26]

Independientemente del método utilizado, el limite de deteccion
deberia validarse posteriormente mediante el analisis de un nimero
adecuado de muestras preparadas al limite de deteccion o de las que

se sabe se encuentran cerca de dicho limite.

Para el limite de cuantificacion, en el caso de procedimientos
analiticos instrumentales que presentan ruido de fondo, las guias ICH
describen un enfoque comuin que consiste en comparar las sefiales
medidas a partir de muestras con bajas concentraciones conocidas de
analito con las de muestra blanco. Se establece la concentracion
minima a la que puede cuantificarse confiablemente un analito. Una
relacion sefal-ruido habitualmente aceptable es de 10:1. Otros
enfoques dependen de la determinacion de la pendiente de la curva
de calibracion y la desviacion estandar de la respuesta.
Independientemente del método utilizado, el limite de cuantificacion
deberia validarse posteriormente mediante el analisis de un nimero
adecuado de muestras de las que se sepa se encuentran cerca del

limite de cuantificacion o fueron preparadas a este limite. [26,29]

En éste trabajo de investigacion se determinara los limites mediante
la curva de calibracion, considerando concentraciones bajas de

analito, por extrapolacion a concentracion cero.
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a) Se determina la pendiente de la curva de calibracion

(concentracion vs respuesta) en un rango apropiado: b

b) Se obtiene otra curva de calibracion, inyectando por triplicado
cada punto, pero en este caso para concentraciones menores de
analito, determinandose la ecuacion de esta nueva recta de
calibracion y se extrapola la respuesta a concentracion cero,

obteniéndose un estimado de la respuesta del blanco: Ybl

c) Se determina la desviacion estdndar correspondiente a cada
concentracion del punto 2, se calcula la recta correspondiente a
concentracion vs “s” y se extrapola como en el caso anterior la
desviacion estandar a concentracion cero, obteniéndose el
estimado Sbl, correspondiente a la desviacion estandar del

blanco.

Se calcula el limite de deteccion y el Limite de cuantificacion

para “n” medidas individuales como: [26,29]

"Ry = Ybl +3Sbhl 1
Limite de deteccion = * —

b Vn

- B~ g Ybl +10Sbl 1
Limite de cuantificacion = * —

b Vn

Limite de aceptacion: sin rango.
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CAPITULO Il

PARTE EXPERIMENTAL

3.1MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS:
a) Materiales:

e Fiolasde 10,25, 50y 100 mL.

e Pipetas volumétricas de 1,2, 5y 10 mL.

e Micropipetas de 200 uL y 1000 pL.

e Beakers de 50, 100 y 250 mL.

e Equipo de filtracion al vacio.

e Matraz Kitasato de 500 mL.

e Jeringas descartables de 3 y 5 mL.

o Papel filtro.

e Membranas filtrantes Millipore Millex de 0.27 y 0.45 pm.

b) Reactivos

e Estandar: Diclofenaco Soédico (Estandar Secundario).
e Acido fosforico 85% (MERCK)P.A.

e Sodio fosfato monoacido de sodio (MERCK) P.A

e Fosfato bifasico de Sodio (MERCK) P.A

e Metanol grado HPLC

e NaOH (MERCK) P.A.

e KOH (MERCK)P.A.

e HCI (MERCK) P.A.

e H02 (MERCK) P.A.
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c) Equipos

e Balanza analitica (Ohaus Pioneer, serie 8328170085)
e Equipo de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) Lachron (L-
2000) compuesto de las siguientes partes:
v’ Inyector (Lachron)
v" Bomba (Lachron- Modelo L-2130)
v" Columna (MERCK- Lichrospher® 100 RP-18e de 12.5 cm)
v" Detector DAD: (Lachron-Modelo L-2450)
v Software: EZchrom Elite.
e Jeringa de inyeccion HPLC de 100 uL.
e Bafio Maria (Gemmyco, Seric YCW — 010 E)
e Bomba de Vacio (Cole Parmer, Serie 0310500312)
e El agua utilizada fue de calidad ultrapura (18.2 MQ) obtenida con un
equipo EASY pure II, Barnstead.

3.2MUESTRA

Se utilizaron 20 ampollas de Diclofenaco Sédico en la presentacion de 75 mg
/3 mL, procedentes de un Laboratorio Nacional, de diferentes lotes de

produccion.

3.3METODOLOGIA

3.3.1 Meétodo por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

3.3.1.1 Condiciones cromatograéficas.

Equipo: Cromatdgrafo liquido de alta resolucion (HPLC)

- Columna : RP- 18 de 12.5cm
- Sistema : Isocratico

- Longitud de onda : 254 nm

- Temperatura : 20 °C.

- Flujo : 1.0 mL/min

- Volumen de inyeccion  : 20 uL
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- Tiempo de retencion : aprox 4.3 min.

- Tiempo de corrida : 7 min.
3.3.1.2 Preparacion de la fase movil.

Buffer fosfato pH 2,5: Mezclar iguales volimenes de Acido Fosférico
0,01 M y Fosfato de Sodio Monobasico 0,01 M y llevarlo a pH 2,5 +

0,1 con Acido Fosforico o Hidroxido de Sodio.

Fase Movil: Preparar una mezcla filtrada y desgasificada de Metanol y
Buffer Fosfato pH 2,5. (70:30).

3.3.1.3 Preparacion de las soluciones de trabajo
A. Preparacion del estandar.

Pesar una cantidad equivalente a 50 mg de Diclofenaco Sédico
estandar de referencia tal cual, transferirlo a una fiola de 50 mL,
adicionar 30 mL de metanol, sonicar para disolver si es necesario y
completar a volumen con metanol, mezclar. Filtrar por membrana

de nylon 0,2 pm de porosidad.
Las concentracion serd: Diclofenaco Sodico 1000 ug/mL
B. Preparacion de la muestra.

Transferir 1.0 mL de muestra de cada ampolla de Diclofenaco
Sodico a una fiola de 100 mL. Adicionar 50 mL de metanol, sonicar
por 10 minutos, enfriar si es necesario, completar a volumen con
metanol filtrar a depositos de vidrio descartando los primeros
mililitros. Filtrar por membrana de nylon 0,2 um de porosidad.

(Concentracion aproximada: 250 ug/mL)
3.4VALIDACION DEL METODO ANALITICO

De acuerdo a los criterios mencionados en el punto 2.4.6, se analizaran los

siguientes parametros:
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- Selectividad o especificidad.
- Linealidad.

- Precision.

- Exactitud.

- Sensibilidad.

Todas las determinaciones se realizaran utilizando las condiciones

cromatograficas y la fase movil descrita en 3.3.1.1 y 3.3.1.2 respectivamente.
3.4.1 Ensayo de selectividad o especificidad

Para demostrar que el método propuesto produce una senal medible
debida solo a la presencia del analito, libre de interferencia de otros
componentes, se sometio una solucion estandar al de Diclofenaco
Sodico (al 100 %) a los siguientes procesos de estrés para generar los

compuestos potencialmente interferentes:
Preparacion del estdndar al 100 %:
Diclofenaco Sédico: Potencia 99.92 %.
Lote: 090812-2

Pesar una cantidad equivalente a 25.00 mg de Diclofenaco Sédico,
transferirlo a una fiola de 100 mL, adicionar 60 mL de metanol, sonicar
para disolver si es necesario y completar a volumen con metanol,
mezclar. Filtrar por membrana de nylon 0,2 pm de porosidad.

(Concentracion final: 250 ug/mL).

e Hidrodlisis acida: 5.0 mL de una solucion de Diclofenaco Sédico
(250 ug/mL) mas 5 mL de HCl 0.IN fueron sometidos a
temperatura de 80°C por 1 hora.

e Hidrdlisis alcalina: 5.0 mL de una solucion de Diclofenaco Sédico
(250 ug/mL) mas 5 mL de NaOH 0.1 N fueron sometidos a
temperatura de 80 °C por 1 hora.
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e Hidrodlisis: 5.0 mL de una solucion de Diclofenaco Sédico (250
ug/mL) mas 5 mL de agua fueron sometidos a temperatura de 80 °C

por 1 hora.

e Oxidacién: 5.0 mL de una solucion de Diclofenaco Sodico (250
ug/mL) mas 5 mL de H20: fueron sometidos a temperatura de 80

°C por 1 hora.

e Fotolisis: 5.0 mL de una solucion de Diclofenaco Sodico (250

ug/mL) fueron sometidos a luz ultravioleta por 1 hora.
3.4.2 Ensayo de linealidad

La linealidad de un método analitico se refiere a la proporcionalidad
entre la concentracion de analito y su respuesta. Ademas,
conjuntamente se determina el rango lineal, es decir, el intervalo
comprendido entre la concentraciéon minima y méaxima de analito para
lo cual el método ha sido probado y dentro de los cuales se puede

efectuar el dosaje por interpolacion en una curva estandar.
A. LINEALIDAD DEL SISTEMA

Preparar 05 soluciones estandares en concentraciones crecientes a
partir de una misma solucién patron (solucion madre), el intervalo
de concentracion estd comprendido entre 50 % y 150 % de la

concentracion final de trabajo.

Solucién madre: preparar de acuerdo a lo descrito en el punto

3.3.1.3 concentracion final: 1000 ug/mL.

Solucion A: Tomar 5.0 mL de la solucién madre en fiola de 10 mL

y enrasar a volumen con metanol. Concentracion final: 500 ug/mL.

Estandar al 150 %: Tomar 5.0 mL de la soluciéon madre en fiola
de 10 mL y enrasar a volumen con metanol. Concentracion final:

500.00 ug/mL.
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Estandar al 125%: Tomar 5.0 mL de la solucion A en fiola de 10
mL y enrasar a volumen con metanol. Concentracion final: 250.00

ug/mL.

Estandar al 100 %: Tomar 2.5 mL de la solucion A en fiola de 10
mL y enrasar a volumen con metanol. Concentracion final: 125.00

ug/mL.

Estandar al 75 %: Tomar 1.25 mL de la solucion A en fiola de 10
mL y enrasar a volumen con metanol. Concentracion final: 62.50

ug/mL.

Estandar al 50 %: Tomar 0.625 mL de la solucion estandar de 250
ug/mL en fiola de 10 mL y enrasar a volumen con metanol.

Concentracion final: 31.25 ug/mL.
3.4.3 Ensayo de precision

Esta relacionada con la dispersion de las medidas alrededor de su valor
medio o central y corresponde al grado de concordancia entre ensayos
individuales cuando el método se aplica repentinamente a multiples

alicuotas de una muestra homogénea.

La precision se expresa matematicamente como la desviacion estandar,
o, estimada analiticamente por s 6 mas comtinmente como la desviacion

estandar relativa (DSR) o coeficiente de variacion (CV).

n—1

" jz;ilcxl - Xy

Donde n es el nimero de medidas, es el valor medido en el ensayo iy

el estimador de la medida poblacional p, calculando como:

X =
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Por su parte, la desviacion estandar relativa o coeficiente de variacion

se calcula como:

5.100
DSR = —
X

Para determinar la precision del método, es decir el grado de dispersion
de las medidas alrededor de su valor medio; se tomd como valor central
una solucidn de Diclofenaco Sodico de 125 ppm, la solucion se inyecto
al equipo de HPLC por 06 veces, se determinara con el calculo de la
desviacion estandar relativa o coeficiente de variacion, no debe ser

mayor al 2.0 %
3.4.4 Ensayo de exactitud

La exactitud es el parametro que nos permite conocer que tan cerca del

valor real se encuentra el valor medido.

La exactitud se calcul6 como el porcentaje de recuperacion de la
cantidad valorada con respecto a la cantidad conocida del analito
afiadida a la muestra o como diferencia entre la medida de la valoracion
y el valor verdadero aceptado, considerando los intervalos de confianza.

Se calculara:

a) Porcentaje de recuperacion: entre 98.00 — 102.00 %

b) Coeficiente de variacion: menor o igual al 2.0 %.
Para demostrar si el método es exacto se utilizo:
e Diclofenaco Sédico preparado a una concentracion de 1000 ppm.

e Diclofenaco Sédico en ampollas (75 mg/3 mL), tomar 0.1 mL de
una ampolla y diluir a fiola de 10 mL con metanol, obteniéndose a
una concentracion de 250 ppm. Posteriormente tomar 0.1 mL de la
misma ampolla y afiadir 2.5 mL del estandar preparado, diluir a fiola

de 10 mL con metanol, obteniéndose a una concentracion de 500
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ppm. Se analizaron 20 muestras, leer las soluciones por separado en

HPLC.

El porcentaje de recuperacion se calcula de la siguiente manera:

C —-C,
(%)Recuperacion = (?J x100
3

C1 = Concentracidén determinada de la muestra adicionada.
C2 = Concentracion determinada de la muestra no adicionada.
Cs = Concentracién adicionada.

3.4.5 Ensayo de sensibilidad

La sensibilidad de un método analitico corresponde a la minima
cantidad de un analito que puede producir un resultado significativo.
Los parametros a definir al evaluar la sensibilidad de un método son los

limites de deteccion y de cuantificacion.

a) Limites de deteccion: corresponde segun a la USP, a la menor
concentracion de analito que puede detectarse, pero no
necesariamente cuantificarse en una muestra, en las condiciones

establecidas y se expresa en unidades de concentracion (%, ppm,

ppb, etc).

b) Limites de cuantificacion: segun la misma referencia, es la menor
concentracion de analito que puede determinarse con precision y
exactitud razonables y se expresa también en unidades de

concentracion.

Los limites de deteccion y cuantificacion se pueden estimar a partir de
una curva de regresion, considerandose concentraciones bajas de

analito, por extrapolacion a concentracion cero.

a) Se determina la pendiente de la curva de calibracion (concentracion

vs respuesta) en el rango apropiado: b
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b) Se obtiene otra curva de calibracidn, inyectando cada punto por
triplicado, pero para concentraciones menores de analito,
determinandose la ecuacion de esta nueva recta de calibracion y se
extrapola la respuesta a concentracion cero, obteniéndose un

estimado de la respuesta del blanco: yy,.

c) Se determina la desviaciéon estdndar correspondiente a cada
concentracion del punto 2, se calcula la recta correspondiente a
concentracion vs S y se extrapola como en el caso anterior la
desviacion estandar a concentracion cero, obteniéndose el estimado

Sp1, correspondiente a la desviacion estandar del blanco.

AP y Y +3S, 1
Limite de deteccion = ———

b vn

e 3 oy Yp + 105, 1
Limite de cuantificacion = ———

b n
3.5ANALISIS ESTADISTICO

El calculo de los pardametros estadisticos se realizé en el programa Microsoft

Excel.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

En razon de que no existe un método establecido y mucho menos estandarizado por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC) que permita determinar
cuantitativamente las concentraciones de Diclofenaco Sdédico en ampollas, en el
presente trabajo de investigacion se determind y validé un método de cromatografia
liquida de alta resolucion HPLC para la determinacion de Diclofenaco Sédico en
ampollas.

Para validacion del método se tuvieron en cuenta los parametros establecidos por
la Asociacion Espafiola de Farmacéuticos de la Industria (AEFI) la Farmacopea

de los Estados Unidos XXVIII (USP XXVIII) y la Oficial Methods of Analisis
1990 (AOAC) como son:

e Selectividad.
e Linealidad.

e Precision.

e Exactitud.

e Sensibilidad.

PARAMETROS DE VALIDACION

4.1SELECTIVIDAD

Es la aptitud de un método para determinar exacta y especificamente el analito de
interés en presencia de otros componentes en la matriz de la muestra bajo las

condiciones establecidas del ensayo.

En la Figura 4.1 se muestran los picos de degradacion del estandar de Diclofenaco
Sodico (250 ug/mL), sometido a estrés fisicoquimico correspondientes a hidrolisis

acida, hidrolisis alcalina, hidrélisis, oxidacion y fotolisis.
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A. ESTANDAR

Podemos observar en el grafico el pico correspondiente al Diclofenaco Sddico

a un tiempo de retencion entre 4 y 5 minutos. (Ver Figura 4.1 f)
B. HIDROLISIS ACIDA

Al someter al estandar por calentamiento por una hora a 80 °C, con HCL 1N,
se puede observar que hubo una pequena degradacion en el pico y un aumento

en el tamafio del mismo. (Ver Figura 4.1 a)
C. HIDROLISIS ALCALINA

Al someter al estandar a una hidrélisis alcalina por calentamiento durante una
hora a 80 °C, con NaOH IN, podemos observar una completa degradacion en

el pico y una disminucion en el tamano del mismo. (Ver Figura 4.1 b)
D. HIDROLISIS

El estandar fue sometido a calentamiento por una hora a 80 °C, con agua, se

observo una degradacion en el pico. (Ver Figura 4.1 ¢)
E. OXIDACION

Se someti6 al estandar a calentamiento por una hora a 80 °C en Bafio Maria con
perdxido de hidrogeno, se observo que si hubo degradacion debido al cambio

en el tiempo de retencion y ensanchamiento del pico. (Ver Figura 4.1 d)
F. FOTOLISIS

Al someter al estandar a luz ultravioleta durante una hora, podemos observar
que esta si interfiere en la degradacion en el cual se ve una degradacion en el

pico. (Ver Figura 4.1 ¢)

Por lo que se puede concluir que al someter al Diclofenaco Soédico a condiciones
de estrés fisicoquimico, los productos de degradacion producen algunos cambios

en el pico y en el tiempo de retencion a excepcion de la oxidacion que produce
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una notoria degradacion.

4.2LINEALIDAD

Para la determinacion de la linealidad del método se realizaron mediciones del area
del pico de Diclofenaco Sédico a diferentes concentraciones (31.25, 62.50, 125,
250 y 500 ppm) y se analizaron por duplicado tres estandares de la misma
concentracion, los resultados obtenidos de las areas correspondientes a las

concentraciones se muestran en la Tabla N° 4.1

TABLA N° 4.1 CALCULOS PARA LA DETERMINACION DE LA

LINEALIDAD
Concentracion [ Areas PROMEDIO
% Muestras ug/mL | Iny.1 Iny. 2 (Areas)y
50 Stl | 3125 | 2644892 @ 2624823 2612253 41862 | 1,60
St2 2644591 2638966
St3 2546998 | 2573249
75 Stl 62,50 | 4725472 | 4658421 4663804 39898 | 0,86
St2 4625412 | 4696096
St3 4651962 = 4625461
100 Stl 125,00 9154830 = 9198451 9167796 36769 | 0,40
St2 9165241 = 9193216
St3 9193216 = 9101819
125 Stl 250,00 | 19678514 | 19728615 | 19606540 | 265879 | 1,36
St2 19829525 = 19852415
St3 19233394 | 19316779
150 Stl 500,00 | 41135546 | 42058281 @ 41679653 | 551908 | 1,32
St2 42012485 | 40822786
St3 42003334 | 42045487

En la Tabla 4.1 se puede observar que a medida que se utilizd mayores
concentraciones del estandar de Diclofenaco Sédico, se obtuvo un incremento
en las areas, lo que demostraria que los resultados obtenidos por el método

analitico son proporcionales a la concentracion del analito.
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La representacion grafica de la recta de regresion en un sistema de coordenadas
junto con los valores experimentales, permite visualizar la bondad del ajuste,

como se puede apreciar en la Figura 4.2.
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Figura 4.2 Representacion Grafica de la Linealidad.
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En la figura 4.2, a partir del rango de las concentraciones finales y el valor
promedio del 4rea, se obtuvo el coeficiente de determinacion (r?) igual a
0.9985, el cual debe ser por lo menos de 0.99 para ser aceptado; una pendiente
(b) de 83959; un intercepto (a) de 721138 y un coeficiente de correlacion (r)
de 0.9993.

Con los resultados del estudio de la linealidad, la relacion entre la variable
independiente (concentracion) y la variable dependiente (area) se expresa
matematicamente haciendo una estadistica de regresion, tal como se expresa

en la Tabla 4.2.
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Tabla 4.2. Determinacion de la linealidad para los datos de la grafica de regresion.

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion multiple 0,9993
Coeficiente de determinacion R"2 0,9985
R”2 ajustado 0,9980
Error tipico 708409,63
Observaciones 5

Para la evaluacion y certificacion de la existencia de una correlacion
significativa entre X, Y se tuvo en cuenta el contraste estadistico para el
coeficiente de correlacion donde se calcula el valor tiegresion (de acuerdo a
formula) con n-2 grados de libertad a un intervalo de confianza del 95 % y este

se compara con el valor de ttabia.

De acuerdo a formula se obtienen valores de 45.18 y 2.048 para tregresion Y ttabla
respectivamente( anexo 2) indicando la existencia de una correlacion

significativa entre X, Y.

El mejor indicador del modelo lineal no es r, sino un aprueba estadistica, asi el
analisis de varianza se muestra en la Tabla 4.3, donde se evidencia la existencia
de una alta correlacion entre los datos de concentracion y su respuesta, por tal
razén se concluye que el método presenta una proporcionalidad entre la

concentracion del analito y su respuesta en el area.
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TABLA 4.3 Analisis de Varianza para la determinacion de la linealidad.

Grados de Suma de Promedio de los Valor
libertad cuadrados cuadrados criticode F

Regresion 1 1.0243E+15 1.0243E+15 2041.143 | 2.3872E-05
Residuos 3 1.5055E+12 5.0184E+11
Total 4 1.0258E+15

Error Superior

o . . 5
tipico Estadisticot Probabilidad Inferior 95% 95%%

Intercepcion -721137.86  479595.584 -1.50363741  0.22971257 -2247425.05 805149.333

Coeficientes

Variable X1~ 83959.4689 1858.37334  45.1790106  2.3872E-05  78045.2955 89873.6422

4.3PRECISION

Se realiz6 una serie de medidas de un estandar de 125 ppm correspondiente al
100 % de la concentracion de prueba, para determinar el grado de concordancia
entre ellas, en la Tabla 4.4, se observa una DSR (Desviacion Estandar Relativa)
de 0.28 %, segun la USP se pueden considerar como adecuada una DSR no mayor
a 2.0 %, por lo que podemos afirmar que el método realizado a través de la presente

investigacion es un método preciso.

Tabla 4.4. Determinacion de la Precision.

LECTURA Concentracion al 100

N° %
1 100,77
2 100,23
3 99,92
4 100,19
5 100,19
6 100,27
Promedio 100,26
S 0,28
DSR % 0,28
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De los resultados obtenidos se puede ver que hay concordancia entre las
concentraciones halladas de los 06 ensayos realizados. Demostrando que existe
repetitividad en el método esto debido a que se realizé por el mismo analista,

mismo dia y mismo instrumento.
44EXACTITUD

Este parametro se refiere al valor medio que se obtiene, el cual debe ser muy
proximo al de referencia. Dicho de otro modo la recuperacion del analito debe

acercarse al 100%.

En la Tabla 4.5 se muestra el porcentaje de recuperacion obtenido con respecto a

la concentracion de la muestra analizada.

Tabla 4.5. Determinacion de la Exactitud.

Area Area Promedio -
Muestras | Promedio Muestra + ﬁg“;%r:';ggr?g Recjﬁe?gcién
Muestra Estandar

1 27292479 48451626 252,02 100,81
2 29120784 49916298 247,69 99,07
3 24254414 45110004 248,40 99,36
4 25046372 45667750 245,61 98,24
5 23825984 44743904 249,14 99,66
6 23744147 45115071 254,54 101,82
7 24400267 45277317 248,66 99,46
8 24039900 45421631 254,67 101,87
9 24546404 45462904 249,13 99,65
10 24304140 45673879 254,52 101,81
11 20353593 41394692 250,61 100,24
12 25519210 46641797 251,58 100,63
13 24830636 45830287 250,12 100,05
14 22873821 43782660 249,03 99,61
15 24287391 45362646 251,02 100,41
16 25297139 46122633 248,04 99,22
17 25002925 46186321 252,31 100,92
18 25254583 46188405 249,33 99,73
19 25134545 46212662 251,05 100,42
20 23878057 44685445 247,83 99,13
Promedio 100,19

S 1,05

RSD % 1,05
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De la Tabla 4.5 se obtiene que el promedio del porcentaje de recuperacion
experimental es de 100.19 %. Los valores obtenidos son sometidos a un
analisis estadistico de la prueba t para media de dos muestras emparejadas
como se muestra en la Tabla 4.6. Al aplicar la prueba estadistica de t de
student, encontramos que p > 0.05, lo que indicaria que no existe diferencia
significativa entre el porcentaje de recuperacion hallado y el tedrico, entonces

podemos afirmar que el método analitico propuesto es exacto.

Tabla 4.6. Analisis estadistico de la Exactitud.

Media 100.1945 100
Varianza 1.104215526 0
Observaciones 20 20
Diferencia hipotética de las 0

medias

Grados de libertad 19

Estadistico t 0.827766181

P(T<=t) una cola 0.209039606

Valor critico de t (una cola) 1.729132812

P(T<=t) dos colas 0.418079212

Valor critico de t (dos colas) 2.093024054
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4.5 SENSIBILIDAD

Para determinar la minima cantidad de analito que puede producir un resultado
significativo, se trabajo con concentraciones de 31.25, 62.5, 125, 250 y 500 ppm
y se realizo la curva de regresion. Las areas promedio obtenidas se muestran en la
Tabla 4.7.

Tabla 4.7. Datos para la determinacion de la Sensibilidad.

31,25 2612253 41862 1,60
62,50 4663804 39898 0,86
125,00 9167796 36769 0,40
250,00 19606540 265879 1,36
500,00 41679653 = 551908 1,32

Con los datos de la Tabla 4.7 se realizaron las curvas de calibracion para la
concentracion y areas promedios (Ver Figura 4.3) y para la concentracion y
desviacion estandar (Ver Figura 4.4), con estos datos se procedio al calculo del

limite de deteccion y de cuantificacion.
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fFigura 4.3 Representacion Grafica de la Linealidad.
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Figura 4.4 Representacion Grafica de la Concentracion Vs Desviacion

estandar.
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Con los datos obtenidos en las Figuras 4.3 y 4.4 se calculo de limite de

deteccion y cuantificacion

_Ybl+3(Spl) 1

b Jn'

Limite de Deteccion: LD

LD=4.46 pg/mL

Ybl +10(S 1
Limite de Cuantificacion: LC = ( bl )
b Jn'

LC=5.90 pg/mL

La minima cantidad de analito en la muestra que se puede detectar es de 4.46
pg/mL y la minima cantidad de analito presente en la muestra que puede ser

cuantificada, con una adecuada precision y exactitud es de 5.90 pg/mL.
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CONCLUSIONES

* La metodologia analitica para la validacion del Diclofenaco Sdédico en
ampollas por cromatografia liquida de alta resolucidon, cumple con los
parametros de desempeio de la validacion, es decir, es una metodologia
selectiva, lineal, precisa y exacta; demostrando asi su confiabilidad para poder

ser empleada en los laboratorios de control de calidad.

* Mediante el cumplimiento satisfactorio del proceso de validacion, queda

demostrada la aplicabilidad e idoneidad de ésta metodologia analitica.
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ANEXO N° 1

CERTIFICADO DE ANALISIS DEL ESTANDAR DE
DICLOFENACO SODICO

HENAN DONGTAI PHARM CO. LTD
CERTIFICATE OF ANALYSIS

Produet :  Diclofenac Sodium - According to: USP30
l?atch No.: 090812-2 Mfg. Date:Aug.12,2009 Exp. Date:Aug. 11,2013
Quantity: 300kg Packing: 25kg/fibre drum
ITEMS SPECIFICATION RESULTS
Characteristics A white or slightly yellowish WHITE
Crystalline powder
AR ACCORD
Identification BHPLC ACCORD
C. Test of sodium salt CONFORM
Color of solution 5.0% of methanol solution 0.011
N 440nm, NMT 0.050
Clarity of sotutign Equal 1o methanol PASS
PH 7.0~8.5 7.44
Any Specified impurity:NMT0.2% Not detected

Related substances Any unspecified impurity: NMT0.1% Not detected

Total impurities: NMT 0.5% Not detected
Heavy metals NMT 10 PPM PASS
Loss on drying NMT 0.5% 0.20%
(Ig,100C~105C, 3_hgey"",
Assay 99.0%~101.0% / H L 2] 99.92%
Conclusion: It accords with USP30.Be ljf 10 ths stanflard: s o ‘\\

Tested by: Liu Wenying

Apprtzg/ed }73' Wang Haizhou
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ANEXO N° 2

TABLA ESTADISTICA DE LA DISTRIBUCION “T” DE
STUDENT

3.7 DISTRIBUCION ACUMULATIVA ¢

p
n - -
0.75 10.8¢° 10.85 [10.90 {0.95- 1 0.975 | 0.990 | ¥.995.
Ul 1.0005) 1,376 {t.963 [3.078 16,3°4.:72,706 {31,821 |63.657
2§ o.836 | 1,061 [1.386 {1,836 2.920 | 4,303 | 6,965 | 9.92%
st o.7es [ 0.978 [v.250 | T.638 J2,383v [ 3.182 § 4.541 | 5.Bd9
Al o740 [ 0.941 [1.490°[ 1,833 2,932 [ 2,770 | M7 [ 4,604
51 0.72 G.920 11,356 {1,476 (2,015 ) (2.57h:| 3,365 4,038
61 0.718 Y 0.906 [1.158 {1,440 {1,045 } Z.447 | 3.243 | 3,707
T 00711 [ 0.896 [1.119 {1405 |0.895 | 2.365°7] 2,998 | 3,499
¢! 0.706 |0.889 [1,108 |1.397 |1.860 [. 2.306 | 2.896 1§ 3.355
o! 0,703 {0.883 |1.100 |1.383 |1:833 | 2.262 | 284 | 3,250
10| o.reo | 0.878 [1.093 [1.372 [1.912 | 2.228 [ 2.764 3,168
141 0,697 | D.376 [1.088 {1.363 {1.79¢ | 2,200 | .2.7m8 | 3.10%
12| 0.69% | 0,873 [1.083 |1.356 |1.782 | &.179 | 2,881 3.055
13 0.694 ; 0.870 |1.079:/1.350 [1.771 | Z.180 | 2.650 | 3,012
14| 0,692 [o0.868 [1.076 1,345 [1.%61° | 2,148 | 2,624 | 2,977
151,0.691 | 0.866 {1,074 L1341 11,753 | z.131 | 2,602 | 2,947
161 0,596 §0.966 {1,071 {1.337 [1.746 | 2,120 | 2,584 { 2,921.
17| 0,689 |o.863 [1.069 [1.333 [1.740 | 2.990 | 2.867 | 2,898"
18 | ©.088 | 0.862 |t.067 | 1.330 ]).734 | 2,107/ ) 2,552 | 2,678
191 o.688 [ 0,861 Jv.066 |3,328 |1.729 ) z.093 -] 2.540 | 2.861
20" 0.687 jO.860 |1.06d4 |1.325 11,725 | 2.086 | 2.528 | 2.845
.21} o0.686 | 0.859 ]1.063 |1.323 [1,72) | 2,080 | 2,548 | 2.83%1
21 ¢.686 | 0,858 (1,061 1,321 [1.717 | z.0vd | 2,508 | 2.81%
25| o6.685 | 0,858 |1,060 [1.319 {2,714 | 2,069 | 2,500 { 2.807
24 0,685 | 0.857 |1.050 1,398 {1,700 | 2,064 | 2492 ] 2797 |
2s | o0.684 [0.856 |1.058 {1.3t6 [1.708 { 2,060 | 2.485 | 2.787
361 0.664 |o.856¢ lt.088 [v.315 [1.706 | 2,056 | 2,477 | 2.770°
27 0,684 0,855 |1.057 [1.314 {3,703 | 2.082 | 2.473 | 2.77%
28] 0.683 ] 0.855 {1.056 )1.313 [1.707 | Z.048 | 2.467 | 2.763
29 | 0.683 | 0,854 |1.055 {1,381, (1,699 | 2.045 | 2,462 | 2.756
30 | 0.683 0,854 |1,055 |1.310 §1.697 | 2.042 | 2.457 | 2,750
35 0.682 [ 0.85Z 11,052 |3.306 [1:690.] 2.030- § 2,438 | 2,724

49 0,681 9.857 11,050 11,303 |1.684 Z.021 2,421 2.704 1
.45 0.680 | 0.B50 |1.048 j1.301 |1.680 2,014 2,412 2,690
50 | 0.680 0,849 |1.047 11.299 {1,676 2,0D8. ] 2,400+ 2.678
551 0.67% 0.84% |1.047 317.297 }1.673 2.004 2,396 [ 2.669

60 | 0,679 0,848 [1.046 | 1.296 |1.671 1.000° | 2,390 2.600
701 0.678 0.847 |1,045 [ 1.294 {1.667 1,994 2,381 2.6448
-Bo 1 0.078 | ©.847 |1.044 11,293 {1,665 1.990 2.374 1,638
90 |" 0.678 0.8456 [1.043 {1.291 (1,662 1,987 2.J68 2.632
100§ ©.677 G.846 {1.042,]71.290 ]1.661 |-1.984 2,364 | 2.626

200 | 0.676 | 0.844 |1.039 [1.286 |1.653 17572 2.445 2.601
300 | 0.676 |0.843 [1.038 [1.285 {1,650 1.968 2,437 2,592
400 | 0,676 0.843 [1.038 | 1,284 (1.649 1.966 2.4H 2.588
500 | 0.676 0.843% 11,037 | 1,284 [1,648 1,965 2,432 2,586
1000 D.&75 0.842 (3.037 {1.283 |1.647 1.962 2,427 1.501

o | 0.674¢9] 0.83162[ 103643 1.28155[ 1.64485 | 1.95996| 2.32630} 2.57582| ~ 5.29053
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