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RESUMEN

En el presente trabajo, se ha validado el método de anélisis por cromatografia liquida de alta
presion (HPLC) para la Mupirocina 2% ungtento, el cual, es un nuevo producto formulado por
laboratorios CEGUEL S. A. donde se realizd la adecuacion y optimizacion de las condiciones

cromatograficas.

El método fue validado siguiendo una metodologia de trabajo elaborado previamente en un
protocolo de validacion, donde se analizaron diferentes parametros tales como: adecuacion del

sistema, Especifidad, linealidad, precision, exactitud y limite de deteccion y cuantificacion.

Definidas las condiciones, se evaluaron los parametros de idoneidad del sistema observandose
que el método cumple con los criterios de aceptacion propuestos por la USP, con el cual se
comprueba el buen funcionamiento del sistema de bombeo, inyeccién, horno y deteccion.
Posteriormente, se evaluaron los parametros de validacion mostrando mediante el disefio
experimental y los procedimientos estadisticos empleados que el método analitico propuesto es
selectivo o especifico, ya que no se evidencian que los productos de degradacion interfieran en
el andlisis del principio activo Mupirocina, por tanto, los resultados mostraron que el método es
selectivo para los propdsitos previstos, seguidamente se evaluaron los parametros de validacion
como: Linealidad del sistema y del método para los cuales se obtuvieron valores cercanos a la
unidad > 0.999, Precision del sistema y del método obteniéndose valores de %RSD < 1% es
decir presentan muy buena precision. La exactitud del método se evalu6 por medio del
porcentaje de recuperacion (%R) de Mupirocina, los cuales fueron de 100.18 % + 0.535, es
decir, se confirmd la exactitud del método, luego se determinaron el limite de deteccion del
activo obteniéndose valores de 0.66 ug/mL respectivamente y el limite de cuantificacion 2.02
ug/mL respectivamente, seguidamente se evalud la Repetibilidad del método, cumpliendo con
los parametros establecidos en la USP, comprobando de esta manera la validez del método

analitico.
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1.1 INTRODUCCION

Como parte de los programas de calidad que se emplean en las industrias farmacéuticas se estan
implementando nuevas metodologias y/o procesos enmarcados en las mejoras continuas. ‘‘El
control analitico de un producto farmacéutico es necesario para asegurar su eficacia y seguridad
durante todas las etapas de su periodo de vida Util’’. Este control se realiza de acuerdo con
especificaciones establecidas y comprobadas durante la elaboracion del producto es por esta
razén que la validacion se hace imprescindible, pues su ““objetivo principal es asegurar que una
metodologia analitica seleccionada dard resultados reproducibles y confiables que sean
adecuados para el proposito previsto’’, por lo tanto, es necesario definir debidamente tanto las
condiciones en que la metodologia ha de emplearse como el objetivo previsto para la misma.
Estos principios se aplican a todas las metodologias descritas en la farmacopea y también a

aquellas no incluidas pero que se utilizan en la industria farmacéutica.

Con la validacion de una metodologia analitica se establece por medio de estudios de
laboratorio, que las caracteristicas de desempefio de la metodologia cumplen los requisitos para
las aplicaciones analiticas previstas, asegurandonos que es lineal, exacta y precisa bajo los

rangos especificados, y que los resultados son altamente confiables.

La validacién y optimizacion de las condiciones cromatograficas del método analitico por
Cromatografia Liquida de alta Presion (HPLC) para la determinacién simultanea de
Mupirocina 2 % Ungulento, se llevaron a cabo en laboratorios CEGUEL S.A. en el
departamento de Control de Calidad y Desarrollo en el periodo del mes Mayo a Noviembre
2009. Se realiz6 la evaluacion de los parametros que definen el buen desempefio de este
método para asegurar la calidad del producto elaborado y proteger la salud de los

consumidores.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo General

@ Validar el método analitico por Cromatografia Liquida de alta Presion (HPLC) para la
cuantificacién simultanea de Mupirocina 2% ungtento en Laboratorio Ceguel en el Periodo

comprendido de Mayo a Noviembre 2009.

1.2.2 Objetivos Especificos

@ Evaluar la Idoneidad del Sistema conforme a parametros establecidos en la Farmacopea de
los Estados Unidos (USP).

@ Evaluar la Especifidad del método utilizado para la Cuantificacion simultanea de
Mupirocina.

@ Evaluar Linealidad, Precisién del Sistema y del método cromatografico para determinar
Coeficiente de Determinacidn, Factor de Respuesta.

@ Evaluar la Exactitud, Repetibilidad del método cromatografico para determinar porcentaje
de recuperacion de Mupirocina, la homogeneidad de las medias de cada dia con su intervalo
de confianza al 97.5 %.

@ Determinar Limite de deteccion, Limite de cuantificacion acorde a la Curva de Calibracién

Normal.
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1.1 MARCO TEORICO
11.1. 1 Validacion de métodos analiticos.

La validacién es la accion documentada que demuestra que cualquier procedimiento, proceso o
actividad conducira consistentemente a los resultados esperados. Esto incluye la calificacion de

sistemas y equipamiento, es un tema de considerable interés. *°

Las organizaciones que redactan estandares invierten considerable tiempo en métodos de
pruebas colaborativas que ellos preparan validandolos en aplicaciones tipicas y determinando
sus caracteristicas de resolucion. Sin embargo, frecuentemente surgen preguntas acerca de la
convivencia de los métodos y la validez de su uso en situaciones especificas. Algunas de esas
preguntas pueden ser debido a la diferencia en entender tanto qué significa el proceso de

validacion. **

La validacion de un método es un requisito importante en la practica del andlisis quimico. La
Validacion es el “proceso de establecer las caracteristicas de desemperio y limitaciones del
método y la identificacion de los aspectos influyentes que puedan cambiar estas caracteristicas
asi como hasta que punto se puede cambiar”. ES un proceso basado en la confirmacion del
desempefio o de que el mismo es consistente con los requerimientos de su aplicacion. El
laboratorio de servicio y su personal tiene una clara responsabilidad, la confianza del cliente,
proporcionando la respuesta correcta a la parte analitica del problema en otras palabras debe
demostrarse que los resultados son “adecuados para el proposito” para esto sera suficiente que

cualquier decisién que se tome basada en el sea confiable.

De manera que, el desempefio del método debe ser valido, y de igual manera, debera estimarse

la incertidumbre del resultado y analizar las muestras adecuadas. 3

Como parte de los programas de calidad o del plan de calidad o de la politica de las empresas,
se estan desarrollando o implementando nuevas metodologias y/o procesos enmarcado en las
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mejoras continuas, y para cumplir este fin es que todo nuevo método debe validarse, para

demostrar documentadamente su idoneidad.

Si el método no es nuevo Yy se utiliza rutinariamente, entonces no es necesario el iniciar una
validacion desde cero, por lo que para estos casos se puede definir una validacion retrospectiva
basada en datos acumulados de produccion, pruebas y de control, donde se pueden combinar
nuevos criterios de validacion con la experiencia adquirida, o se puede desarrollar analisis

estadisticos de los registros arrojados por el método durante el tiempo en que se ha utilizado.

En contraposicion a este tipo de validacion se encuentra la validacion prospectiva que se
desarrolla con un producto nuevo o producto hecho bajo un proceso de fabricacion revisado,
donde las revisiones pueden afectar las caracteristicas del producto. Por ultimo, se puede
realizar la validacién concurrente que es utilizada cuando no hay datos disponibles del proceso

y se lleva a cabo durante el proceso. *°

En muchos casos un método analitico es desarrollado y validado por un grupo de trabajo,
tipicamente el Laboratorio de Desarrollo analitico y aplicado a otro grupo, como por ejemplo el
Laboratorio de Control de Calidad. Para asegurar que el laboratorio de aplicacion sea capaz de

entregar resultados confiables, es conveniente realizar una transferencia de validacion.

En el caso de métodos cromatograficos, la transferencia de validacion consiste en la
comparacion de resultados de las pruebas de adecuacion y de analisis en paralelo de a lo menos
dos muestras homogéneas de concentraciones conocidas, dentro de un rango de aceptacion del
producto o dentro del rango de aplicacion de la metodologia. Por otra parte, una revalidacion se
hace necesaria con métodos validados previamente, pero que deben volver a evaluarse por
modificaciones, instrumentales, de la matriz que contiene la muestra o de la proporcion relativa

del analito.

Una vez que es desarrollado un método de analisis por Cromatografia liquida de alta presion
(HPLC), al igual que toda técnica analitica, debera validarse, es decir, se debe documentar que

VALIDACION DE UN METODO ANALITICO POR HPLC PARA LA CUANTIFICACION DE
MUPIROCINA 2 % UNGUENTO EN LABORATORIOS CEGUEL EN EL PERIODO
COMPRENDIDO DE MAYO A NOVIEMBRE 2009.



UNAN-Managua, Facultad de Ciencias e Ingenierias. Adinia Faife Lopez

cualquier procedimiento, proceso o actividad conducira consistentemente a los resultados

esperados.

En lo referente a los productos farmacéuticos codificados en la USP, se consideran validados y
el unico requerimiento es el cumplimiento del test de adecuacion indicado en cada monografia:
en general se inyecta una sustancia definida y se verifica que la resolucion entre el pico del
analito y dicha sustancia sea superior a cierto valor indicado; ademas se mide y controla la
precision, asimetria del pico y eficiencia y se permite ajustar la fuerza de la fase movil para

cumplir con los requerimientos minimos.

Es importante destacar que la validez de estos métodos es ampliamente discutible. Diferencia
entre distintas formas farmacéuticas, tipos y calidad de las materias primas empleadas por cada
fabricante, hacen necesario validar la metodologia para cada producto en particular, elaborado o

semielaborado. **

Se debe tener bien en claro que tanto o0 mas importante que las normas en si, son los principios
y valores éticos y morales de cada profesional como también de cada persona que estd
relacionada directa o indirectamente con los medicamentos para solo asi, garantizar y asegurar

la buena calidad de éstos.

11.1.2. Proceso de validacion

El proceso de validacion verifica que la metodologia este basada sobre principios técnicos
firmes y que han sido reducidos a la préactica para propésito de mediciones practicas. Tanto la
necesidad de validar la metodologia como el procedimiento a seguir son materia de juicio

profesional. La validacion puede ser general o especifica.'®
11.1.3. Validacion general

La validacion de las técnicas de medicion depende de la elucidacion de los principios cientificos

sobre los cuales ellos estan basados. Tales resultados de validacion para la investigacion de la
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comunidad cientifica y su solidez es evaluada por revision. La mejor comprension de los

principios de medicion puede extender su alcance y mejorar la calidad de su uso.

Los métodos surgen como resultado de una investigacion aplicada, tipicamente por individuos
que frecuentemente involucran tanto el entendimiento comprensible de las técnicas de medicion
como el alto grado de ingenuidad e innovacién en su aplicacion. La comprobacion de los
métodos en situaciones practicas tipicas juega un papel clave, tanto en el proceso de desarrollo

como en el de la validacion.*®

Los procedimientos son desarrollados para el uso final de los métodos en situaciones analiticas
practicas. El usuario de laboratorio cominmente necesita mas detalles experimentales que estan
contenidos en reportes de investigacion publicados de un método para utilizarlos en
aplicaciones précticas. Frecuentemente cuando un método gana un uso extensivo el usuario

puede decidir que este necesite ser estandarizado.

Un proceso de revision completo incluye pruebas colaborativas (Ver figura No. 1) en los cuales
los materiales de prueba estable tipicos son analizados para verificar la utilidad del
procedimiento y para identificar tanto la debilidad técnica como editoriales.*®

Figura No. 1. Prueba colaborativa.

Método candidato

Muestra de referencia Método de
Homogéneamente referencia de
estable exactitud conocida
Composicion Composicion
desconocida conocida
Precision de la evaluacién Precision e inclinacion de la evaluacion

Fuente: Tomado de Quimica analitica. John Taylor. 55(1983) 600A-608A
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Si la composicion de la muestra de referencia es conocida, su precision y su desviacion tanto a
nivel intra o inter laboratorio pueden ser evaluadas. Si un método de exactitud conocida esta
disponible, el ensayo colaborativo puede consistir de su comparacion con el método propuesto
en cualquier caso tanto la precision como la desviacion pueden ser evaluadas. Un protocolo es
preescrito por Fiat de una organizacion que requiere un tipo especifico de medicion.
Presumiblemente resulta de una decision inteligente basado en el proceso de validacién de la
organizacion o de otros. Esto puede consistir de un ensayo colaborativo extenso o la publicacion

de protocolo propuesto para comentario publico.

Los protocolos que han sido especificados en un arreglo contractual pueden escoger
arbitrariamente o a través de un proceso de seleccion bien concebido. La verificacion de su

validez para su uso especifico debe ser de primera consideracion. *°
11.1.4. Validacion para uso especifico

Cuando las muestras de referencia estan disponibles y es similar en todos los aspectos a las
muestras de prueba el proceso es muy simple: consiste en el andlisis de un nimero significativo
de muestras de referencia y comparando los resultados que se esperan o valores certificados.
Antes o durante la préctica, el analista debe demostrar la habilidad del estado del control
estadistico del sistemas de medicion para que los resultados puedan ser realizados sobre otros,
representativos a aquellos esperados cuando se utiliza en la metodologia de un sistema de
medicion. Cuando no se dispone de un material de referencia apropiado se pueden usar otras
técnicas. Una de ellas consiste de la comparacion de los resultados del método propuesto con
aquellos de otros métodos conocidos sean aplicables y confiables pero no dtil en la situacion

real debido al costo indisponibilidad del personal o equipo u otras razones.*

El uso final de la metodologia analitica es producir informacion composicional acerca de las
muestras especificas necesarias para la solucion de un problema. El proceso de validacion

clasica se ilustra en la figura siguiente.
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11.1.5. Proceso general para la metodologia

Figura No 2. Evaluaciéon / Validacion

Muestra fortificada .
con analito / - . Sustituta

Muestras de
referencia

Método
Independiente

Método
Control de Mediciones Material Bias Evaluado
Calidad - Replicadas Precisién | ~——  Estandar de \! B! validado
Referencia
Método ,
Propuesto Metod_o de
- exactitud
conocida
Ensayo

colaborativo

Fuente: Tomado de Quimica analitica. John Taylor. 55(1983) 600A-608A.

Las muestras llamadas “spiked” (fortificada con el analito) y “surrogates” pueden ser usadas
como muestras de referencia. Esta técnica es menos deseable y menos satisfactoria debido a la
dificultad en la preparacion confiable de las muestras y debido a la artificialidad afiadida de
materiales tales como “spikes” y “surrogates” que pueden exhibir diferentes efectos de matrices
a aquellas de las muestras naturales. La division de las muestras reales de ensayos puede ser
utilizada para evaluar la precision de un método o procedimiento, pero ellas no proporcionan

informacion acerca de la presencia o magnitud de cualquier “bias” (inclinacion) de la medicion.
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Otra técnica es inferir la metodologia apropiada de las mediciones sobre analogas, pero
diferentes origenes. Se necesita un analisis critico del analista para decidir la validez de la

interferencia.

En todos los casos las pruebas suficientes se pueden hacer para evaluar la metodologia para una
variedad de matrices y rangos de composicion esperada dentro del proceso de medicion,
comunmente deberia incluir tres niveles de concentracion, es decir, los extremos y el rango
medio de composicion esperada. Las consideraciones estadisticas sugieren que al menos seis
grados de libertad (ordinariamente siete mediciones) deberian estar involucrados en cada punto

de medicion. *®
11.2. Criterios de eficiencia para la Validacion de una metodologia analitica.

11.2.1 Precision
Es una medida de que tan cerca estan los resultados entre si y usualmente se expresa por medio
del valor de la desviacion estandar, que describe la dispersion, o sea que, describe la magnitud

de los errores aleatorios. **

11.2.2 Exactitud o Bias (sesgo)
La exactitud de un procedimiento analitico expresa lo mas cercano a un acuerdo entre el valor
que es aceptado no como un valor verdadero convencional o un valor de referencia aceptado y

el valor encontrado.**

11.2.3 Limite de deteccion

Que mide la cantidad minima que puede diferenciarse de la sefial de ruido de fondo. Es la
concentracion del analito que produce una sefial que es tres desviaciones estandar mayor que la
del blanco. El limite de deteccion es una caracteristica de las pruebas de limite, es decir, la cantidad
mas baja de analito que puede detectarse, pero no necesariamente cuantificarse, bajo las
condiciones experimentales establecidas. De esta manera, las pruebas de limite solamente

fundamenta que la cantidad del analito esta por encima o por debajo de un nivel de seguridad.
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El limite de deteccion puede ser establecido de diferentes maneras dependiendo del tipo de

método.**

L.D =3.29Sb, /b, Ec. (1)

Uno de los puntos caracteristicos de la recta de calibrado es la sefial para la concentracion cero,
que puede tener diferente significado si corresponde a la medida realizada sobre los reactivos
sin la muestra (prueba en blanco de los reactivos). O bien, se realiza sobre la muestra sin alguno
de los reactivos esenciales (prueba en blanco de la matriz de la muestra). Las explicaciones que
puedan darse a la desviacion desde cero hacia valores positivos o negativos de la sefial para las
pruebas en blanco, constituyen un buen indice del grado de conocimiento que el cientifico posee

del procedimiento analitico. **

Ambas sefiales de las pruebas en blanco suelen acumularse sobre las de la muestra, aunque de
manera diferente a las sefiales de los patrones, por lo que es méas prudente mantener estos
valores en la representacion de la recta de calibrado, y sustraer al resultado de concentracion del

correspondiente a la prueba en solvente.

La sefial de la prueba en solvente también presenta errores experimentales y, por lo tanto, una

dispersion de valores que afectan al limite de deteccion del procedimiento.

Asi como la pendiente de la recta de calibrado es un indice de la sensibilidad del procedimiento
analitico, la precision de esta pendiente y la de la ordenada en el origen establecen el limite de
deteccion, o sea la cantidad minima de sustancia detectable cuantitativamente. El valor del
limite de deteccion se establece con criterios de probabilidad de cometer error por asignar un
valor a la sefial de un solvente, o bien por asignar el valor del solvente (no detectable) cuando

en realidad la muestra contiene cantidad significativa de sustancia.™

También aqui la estadistica proporciona diversos modelos para establecer estos limites, segun el
grado de seguridad que se desee alcanzar. En algunas técnicas instrumentales se llama "ruido de
fondo" a la dispersion de la sefial del solvente, estableciéndose como limite de deteccion la

concentracion que da una sefial doble o triple respecto a la sefial de fondo.
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Es incorrecto utilizar expresiones como "no detectable”, "ausencia™ o "0", como resultado
correspondiente a sefiales iguales a la prueba en solvente, siendo correcto decir que el resultado
de una sefial no diferenciable de la prueba en el solvente es "inferior al limite de deteccion”,

cuyo valor se ha determinado previamente.™

11.2.4 Limite de cuantificacion

Es la méas baja concentracion del analito que puede ser cuantificada con suficiente precision y
exactitud. Tambien es definido, convencionalmente, como la concentracion de analito que
corresponde al blanco de la muestra, méas 5, 6 6 10 desvios estdndar de la media (del solvente),

también se le conoce como “limite de determinacion”.

L.C =10Sb, /b, Ec. (2)

11.2.5 Linealidad
Que describe el comportamiento entre la respuesta y la concentracion a través del modelo de

calibracion (una desviacion del modelo representa un bias).**

11.2.6 Rango
Representa el intervalo (niveles inferior y superior del analito) en el cual la relacion lineal u otro

modelo de calibracién utilizado son correctos.

11.2.7 Especifidad

Este parametro asegura que la sefial medida no es influenciada por otras sustancias presentes en
la muestra y en caso contrario, garantiza la remocién de las mismas, otro aspecto importante de
la selectividad es si el analito puede existir en la muestra de una forma, tal como enlazado o

libre, inorganico u 6rgano - metalico, o en diferentes estados de oxidacién. *

11.2.8 Sensibilidad
Es el parametro que mide la magnitud del cambio en la funcion de respuesta (o sefial) con la

concentracion y corresponde a la pendiente de la curva de respuesta. *
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11.3. Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC).

La cromatografia es un método fisico de separacion basado en la distribucion de los
componentes de una mezcla entre dos fases inmiscibles, una fija o estacionaria y otra mavil. En
la cromatografia liquida, la fase maévil es un liquido que fluye a través de una columna que

contiene a la fase fija.’

La cromatografia liquida “clasica” se lleva a cabo en una columna generalmente de vidrio, la
cual esté rellena con la fase fija. Luego de sembrar la muestra en la parte superior, se hace fluir

la fase mévil a través de la columna por efecto de la gravedad.®

Con el objeto de aumentar la eficiencia en las separaciones, el tamafio de las particulas de fase
fija se fue disminuyendo hasta el tamafio de los micrones, lo cual gener6 la necesidad de utilizar
altas presiones para lograr que fluya la fase movil. De esta manera, nacid la técnica de
cromatografia liquida de alta presion (HPLC), que requiere de instrumental especial que permita

trabajar con las altas presiones requeridas.’

I1. 3.1Tipos de Cromatografia Liquida.

@ Cromatografia de Particion.
@ Cromatografia de Adsorcion
@ Cromatografia I6nica

@ Cromatografia de Exclusion

11.3.2. Razones por las cuales se utiliza HPLC:

@ Gran variedad de configuracion operativa.
@ Gran cantidad de diferentes sistemas de fase estacionaria.
@ Gran nimero de fases moviles y modificaciones de ella.

@ Amplio campo de uso.
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11.3.6.

Una instalacion HPLC esta compuesta de varias unidades especializadas las cuales pueden ser
encontradas como entidades separadas o ser integradas dentro de un marco de trabajo comdn.
Un sistema de tuberias de diametros internos muy pequefios (0.1 mm) asegura la circulacion de
la fase movil entre los mddulos. Estos tubos de transferencia estan hechos de acero inoxidable
0 de PEEK (Polyether-etherketone), un polimero coloreado y flexible, capaz de resistir los

solventes comunes bajo presiones altas (por encima de 350 bares). °

UNAN-Managua, Facultad de Ciencias e Ingenierias.

Adinia Faife Lopez

Algunas aplicaciones del HPLC:

Para sustancias solubles en un solvente o una mezcla de solventes.

Sustancias no solubles.
Sustancias muy polares y/o ionicas.
Sustancias de alto peso molecular

Sustancias termolabiles.

Limitaciones:

Solubilidad de la sustancia (sustancias poco o no solubles)

Detectabilidad de la sustancia.
Campos de uso de HPLC:

Control de pureza y calidad de producto

Anélisis de medicamentos

Anadlisis de sustancias en matrices bioldgicas.
Anaélisis de residuos de plaguicidas.

Anaélisis de sustancias toxicas para el medio ambiente.
Anadlisis de polimeros sintéticos.

Separacion y limpieza de biopolimeros.

Aislamientos de productos sensibles (HPLC preparativa).

Diagrama Basico de un Sistema de HPLC
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Figura No. 3. Esquema de un instrumento HPLC modular Isocratico.

Un sistema modular permite a los usuarios adaptar la instalacion de acuerdo a las aplicaciones
que seran llevadas a cabo. EI ensamble vertical de los diferentes médulos permite una economia
de espacio. Aqui el Cromatdgrafo, comprende una columna controlada termostaticamente para

mejorar la reproducibilidad de las separaciones.’

Flujograma Basico de un sistema de

moas Bar

Fuente: HRLC VVarian Pro Star
HPLC

Figura No. 4. Esquema de un instrumento HPLC modular Varian ProStar.
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11.3.7 Eleccion del Solvente.

Caracteristicas:

ot
]
]
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Disponible comercialmente

Precio

Pureza y Estabilidad. En la actualidad contamos con productos de calidad de pureza
cromatografica. Bajo contenido de impurezas.

Disolver la muestra

Miscible con otros solventes para formar mezclas utiles

No degradar o disolver la fase estacionaria

Tener baja viscosidad para reducir las caidas de presion

Ser compatible con el detector utilizado. Transparencia éptica (cuando se usan

detectores UV) Filtracién y Desgasificacion de solventes.’

11.3.8. Métodos de Filtracion de Solventes en HPLC.

Hay tres métodos comunes que se utilizan hoy para la filtracién previa de los Solventes en
HPLC:

@ Filtracion al Vacio

@ Filtracion en Linea

@ Sonificacion (someter a bafio ultrasénico)’

En la actualidad HPLC ha llegado a ser una de las Técnicas del Laboratorio Moderno mas

importantes como herramienta analitica para separar y detectar compuestos quimicos. Como en

todas las técnicas analiticas, los pequefios problemas a la larga pueden llegar a tener un mayor

impacto en la exactitud y durabilidad del sistema. Aun con la evolucion de los Cromatografo

liquidos en la era de la computadora, hay ain problemas que ésta no puede resolver, ya que

hasta los Solventes para HPLC, todos filtrados cuidadosamente en la fabrica, pueden acumular

particulas en suspension que pueden ser perjudicial a los componentes del sistema HPLC. Estas

particulas en suspensién pueden venir de varias fuentes, incluso de la exposicion al polvo en el

aire durante el trasegado de solvente en el deposito para solvente, la exposicion a particulas del
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aire durante el almacenamiento del solvente en el deposito del solvente, la degradacion lenta del
recipiente solvente, o de condensacion y polimerizacion del solvente. Las particulas pueden
ocasionar costosos dafios a la bomba HPLC, al guarda columnas, y en general causar desgaste
del sistema de HPLC. Los fabricantes de los instrumentos tienen en cuenta este problema y

recomiendan filtrar y desgasificar los solventes HPLC antes de usarlos.’

En el instante que se abre una nueva botella de solvente para HPLC se expone el interior del
solvente a la atmosfera y empieza a acumular gases disueltos que se encuentran en la atmdsfera.
El trasegado del solvente en el deposito solvente y su almacenamiento en estos dep6sitos méas
este fendmeno. El Oxigeno Disuelto que constituye el 21% de la atmdésfera puede producir
mayor interferencia en los detectores de fluorescencia y electroquimicos. El Nitrégeno Disuelto
es el otro componente de la atmosfera que puede producir burbujas en la columna de HPLC y
cuando el solvente entra al detector produce picos falsos y desviaciones de la linea base. El
Dioxido de Carbono disuelto algunas veces puede ser la causa de los cambios de pH en el

sistema de solvente.®

11.3.9 Métodos de Desgasificacion de Solventes en HPLC.

Existen cuatro métodos comunes usados para des gasificar solventes en HPLC previos a su uso:
@ Burbujear Helio
@ Desgasificacion Electrénica en la Linea del Flujo
@ Desgasificacion al Vacio en Linea Bombas (Método de desgasificacion utilizado).

11.3.10 Requisitos o aspectos méas importantes que debe reunir una bomba o sistema de
bombeo:®
@ Debe producir presiones estables hasta 6000 psi.
Mantener el flujo libre de pulsaciones.
Generar intervalos de caudales de flujo (0,1 a 10 ml/min).
Control y reproducibilidad del flujo de solvente.

© © © ©

Componentes de la bomba resistentes a la corrosion. Las bombas que se usan en HPLC.
Se pueden clasificar segun su funcionamiento y disefio en: Mecanicas Reciprocantes
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@ De desplazamiento continiio o Neumaticas

11.3.11 Programacion del Solvente
Existen dos métodos de programacion de Solvente en HPLC:
@ Isocratico:
Es un término que se utiliza para describir el proceso analitico mediante el cual no se cambia la

composicion de la Fase movil.

@ Gradiente de Elucién:®
Es un término que se utiliza para describir el proceso mediante el cual se cambia la composicién

de la fase mévil. Pueden efectuarse de dos maneras:

A baja presion

A alta presién

Obtener la mejor resolucion de los componentes de la muestra en el menor tiempo posible.
Cuando se desarrolla un analisis usando el método de gradiente se debe tener presente dos

objetivos:
Asegurar alta precision y exactitud.

Determinar la composicion inicial y final del solvente
Para obtener buenos resultados con el método de gradiente debemos seguir 5 pasos

fundamentales:

*  Ajustar el tiempo del gradiente.
*  Determinar la forma del gradiente (lineal, concava o convexa).
*  Ajustar la velocidad del flujo para mejorar la resolucion.

+ Regresar a las condiciones iniciales de la columna, Sistemas de Inyeccién de muestra.’

VALIDACION DE UN METODO ANALITICO POR HPLC PARA LA CUANTIFICACION DE
MUPIROCINA 2 % UNGUENTO EN LABORATORIOS CEGUEL EN EL PERIODO
COMPRENDIDO DE MAYO A NOVIEMBRE 2009.



UNAN-Managua, Facultad de Ciencias e Ingenierias. Adinia Faife Lopez

@ Sistemas de inyeccion de muestra
Estos sistemas han variados durante la historia del sistema de HPLC, en un principio se
utilizaba la inyeccion de la muestra con jeringas de alta presion, las cuales, ya estan en desuso,

ya que hoy en dia se utiliza el sistema de valvulas inyectoras.’

11.3.12 Columnas y Fases Estacionaria

@ Columnas:
La columna cromatografica es un cilindro metalico el cual contiene un soporte sélido a traves
del cual migran los analitos y la fase maévil. EI material para la fase estacionaria consiste en

particulas esféricas.

@ Tipos de Columna:
Las columnas analiticas son normales de acero o de vidrio con longitudes de 250, 125, 100, 60
milimetros y un diametro interno de 2, 3, 4 milimetros. Hay que tomar en cuenta el peso
molecular del analito para seleccionar el tamafo de poro, fase ligada inicial de la Columna,

diametro de Columna.®

@ Fuentes de dafio de una columna de HPLC:
Obstruccidn por particulas pequefias en los solventes o fases maviles.
Obstruccion por materiales no eludidos en las muestras.

Variacion de las caracteristicas de retencion por incremento de materiales no eludidos.

@ Fases estacionarias
La siguiente tabla muestra las fases estacionarias empleadas cominmente en cromatografia de
liquida de la modalidad invertida.

Tabla No. 1. Fases estacionarias empleadas cominmente

Tipo de Cadena -R Tamafio de Particula
Larga -C1g Ha7 5-10
Intermedia -Cg Hiz 5-10
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Los soportes de fases enlazadas poseen grupos funcionales incorporados a la cadena
hidrocarbonada saturada que se enlazan quimicamente a la superficie del soporte, este tipo de
cromatografia es la llamada cromatografia de fase inversa (invertida o reversa) que involucra
una fase estacionaria relativamente poco polar como cadenas de hidrocarburos de 8 a 18
carbonos unidas a los grupos silanos del soporte y se utilizan por lo general con fases mdviles

muy polares, esta modalidad cromatografia es la de mayor interés e impacto en la actualidad.

La cromatografia de fase inversa, la retencion de un analito dado y la composicion de fase
movil constante puede variar por el cambio de la polaridad de la fase estacionaria quimicamente
enlazada. La Unica manera de que el factor de capacidad del analito de iguales valores para

diferentes columnas es variando la polaridad de la fase movil.®

En fase inversa, los solutos son aludidos en orden de polaridad, siendo eludido primero los
componentes mas polares. Se pueden variar el tiempo de retencion cambiando la polaridad de

la fase estacionaria o mas facilmente cambiando la polaridad de la fase movil.

La polaridad de la fase estacionaria esta en dependencia del grupo no polarizado, por ejemplo C

— 8> C - 18 y del porcentaje del carbono presente.

La retencion de un soluto dado con composicion de fase mdvil constante aumenta con la

longitud de la cadena alquilica quimicamente agregada.

En cromatografia liquida de fase reversa la hidrofobicidad de la fase estacionaria y la del soluto
es la propiedad mas importante. La prueba de retencion del soluto depende de la hidrofobicidad
de la fase estacionaria en eluyentes semejantes. Los componentes de la fase mévil por lo tanto
pueden ser cambiados para diferentes tipos de fases estacionarias con el fin de obtener el

maximo desarrollo. °
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11.3.13 Detector
La eficiencia de un detector cromatografico depende de la relacion entre la cantidad fisica
medida y la composicion del eluente, asi como también de las caracteristicas de las sefial de

transferida.’

11.3.14 Tipos de detectores en HPLC:
Detectores que se basan en una propiedad de la fase maévil. Ejemplo:
@ Detector de indice de Refraccion
@ Detectores basados en una propiedad de la sustancia a separar. Ejemplo: Detector de
Fluorescencia, Detector Ultravioleta. Los detectores més utilizados en HPLC son:
Detector UV. °

Hay basicamente tres tipos:

@ Detector de Longitud de Onda Fija.
@ Detector de Longitud de Onda Variable.
@ Detector de Arreglo de Diodos.

Detector de Indice de Refraccion.

Existen muchos disefios de estos detectores, pero solamente existen ahora dos tipos:

@ Tipo Deflexion
@ Tipo Fresnel.

Detector de Fluorescencia.
Este detector solamente puede detectar compuestos que tengan fluorescencia nativa o inducida

por derivatizacion.®

@ Detector de Fluorescencia Inducida por Laser. Segln la Fuente de Excitacion y segin el
sistema optico
Detectores Electroquimicos.
Pueden ser clasificados en tres tipos:
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@ Detector Amperométrico
@ Detector Conductimétrico

@ Detector Potencio métrico

Se deben tener algunas precauciones con los detectores electroquimicos para asegurarse analisis
reproducibles:
Chequear que estén conectados adecuadamente a tierra la bomba, el detector y registrador

(integrador).®

Usar bombas reciprocantes de doble piston
Mantener en todo momento el flujo de la fase movil en el detector.

Operar con el voltaje adecuado

© © ¢ ¢

Monitorear la altura de los picos para observar cambios en la eficiencia que nos indique

la necesidad de reacondicionar los electrodos.

©

Tener electrodos de referencias extras en solucion 3M de NaOH y reemplazar el
electrodo de referencia en la celda 1 6 2 veces a la semana.
@ Desconectar el detector electroquimico cuando este limpiando las columnas.

@ Utilizar agua, buffers y solventes orgénicos de alta pureza.’

11.3.15 Derivatizacion.

Existen dos tendencias:

@ Pre-Columna.

@ Post-Columna Analisis Cualitativo y Cuantitativo.
11.3.16 Problemas mas comunes encontrados en HPLC

Presion Alta
Posible causa: Obstruccion de la Columna de HPLC o Guarda Columna por particulas.

Solucidn: Invierta la Columna y Enjuagar con solvente, teniendo la columna desconectada del
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detector. Si esto no funciona reemplace el fritado a la entrada de la columna. Si la presion sigue
alta reemplace la columna.
Solucion a largo plazo: Asegulrese que todas las fases maoviles se filtren apropiadamente antes

que entren a la homba de HPLC. También filtre todas las muestras antes de inyectarlas.’

Pérdida de la Resolucién

Posible causa: Obstruccion de la Columna de HPLC 6 del Guarda Columna por particulas.
Solucion: vea la seccion de Presion Alta

Solucién a largo plazo: Filtrar todo antes que se introduzcan las fases moviles en el sistema de
HPLC.®

Picos Hendidos

Posible causa: Obstruccion de la Columna de HPLC o del Guarda Columna por particulas.
Solucién: Marcha atras columna roja con presion baja esta al lado de abre. Si es necesario
reemplace el filtro de la entrada a la columna.

Solucién a largo plazo: Filtrar todo antes que se introduzcan las fases moviles en el sistema de
HPLC.®

Variacion en los Tiempos de Retencién
Posible causa: Aire atrapado en la bomba debido a gases disueltos en fase movil.

Solucion: Asegurese que la fase movil este apropiadamente y adecuadamente desgasificada. °

Variaciones de la Linea Base

Posible causa: Burbujas del aire atrapados en la celda del detector debido a una mala
desgasificacion de los solventes de la fase movil.

Solucion: Asegulrese que todas las fases méviles estén debidamente desgasificadas y considerar
el uso de un restrictor de la presién a toma de corriente del detector.’

Linea Base con mucho Ruido

Posible causa: Aire atrapado en celda del detector o en la bomba.
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Solucioén: Enjuagar el sistema y purgar la bomba de HPLC. Use Solventes desgasificados

adecuadamente para mantener constante la velocidad de flujo de la fase mévil del sistema.’

Picos Falsos (Detectores Electroquimicos y de Fluorescencia)

Posible causa: Oxigeno Disuelto

Solucion: Desgasificar adecuadamente las fases mdviles para reducir la concentracion de
oxigeno disuelto.

Solucién a largo plazo: Agregar un sistema de filtracion al vacio en linea. Periédicamente

chequear el nivel de oxigeno disuelto.’

Baja 6 Ninguna Presion

Posible causa: Trabajar con bombas, sellos ¢ pistones expuestos por mucho tiempo a particulas
en suspension en la fase movil.

Solucién: Reemplace los sellos o pistones, si es necesario. Recomendaciones para adquirir un
sistema de HPLC.

11.4 Mupirocina

La Mupirocina es un antibiético que no guarda relacion estructural con otros antibioticos (su
estructura quimica no presenta el anillo betalactdmico) conocidos importantes clinicamente, es
producida por fermentacion de un microorganismo (Pseudomonas fluorescens), es de uso topico
exclusivo debido a que de forma oral es metabolizado casi por completo en estbmago y es muy
doloroso en administraciones inyectables.
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Figura No. 5. Estructura de la Mupirocina.
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Formula Molecular: Cyg Has Og
Peso Molecular: 500.62
Pka: 5.48 + 0.06.1

11.4.1. Mecanismo de accion:

Esta actGa inhibiendo la sintesis de las proteinas bacterianas al unirse de forma reversible con la
isoleucil-tARN sintetasa bacteriana, compitiendo con la isoleucina y evitando su incorporacion
por el sitio de union a la enzima; inhibiendo en consecuencia, la sintesis de proteinas y ARN
bacteriana °. Debido a este modo de accién, Mupirocina no muestra resistencia cruzada con
ningun otro antibidtico conocido La actividad anti fngica de Mupirocina esté relacionada con
este proceso, siendo transportada activamente a las células de la levadura por un sistema de

transporte de aminoacidos de alta afinidad *.

La Mupirocina tiene un amplio rango de actividad frente a bacterias Gram positivas como
Staphylococcus Aureus (incluyendo cepas resistentes a la meticilina y cepas productoras de
betalactamasas) Staphylococcus epidermidis y S. saprophyticus, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus pyogenes, S. agalactie y S. viridans; y Gram negativas aerobias y anaerobias
como Haemophilus influenzae, N. catarrhalis, N. gonorrhoeae, N. meningitidis, Bordetella
pertussis, Pasteurella multocid),?. Se ha comprobado la eficacia de Mupirocina en la candidiasis
cutanea, que consigue la erradicacion de todos los microorganismos de la especie Candida en 2

a 5 dias, con cicatrizacion rapida de las heridas excoriadas exudativas .

La accién inhibitoria de Mupirocina al 2% aplicado por via tépica resulta en un efecto
bactericida, principalmente en el pH de la piel que es levemente &cido. La concentracion
inhibitoria minima de la Mupirocina sobre S. aureus es de 0.016 ug/ml, es activo contra S.
aureus resistente a otros antibidticos como penicilina, amino glucésidos, Eritromicina,
Cloramfenicol y Tetraciclina . Existe evidencia de que algunas enzimas presentes en la piel
pueden metabolizar a la Mupirocina en acido Monico en 3%. Se ha reportado que la Mupirocina

permanece activa al menos durante 24 horas después de su aplicacion sobre la piel °.
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Se ha comprobado que en infecciones bacterianas de la piel, existe una curacién del 94 % y una
erradicacion bacteriologica del 97%. En un estudio in vitro en tejido infectado, se demostré que
la Mupirocina elimina las bacterias rdpidamente. Una hora después del tratamiento, sobrevivia
29% de S. aureus y 46% de S. epidermidis; a las 24 horas solo estuvo presente el 0.35% de las
bacterias, de igual manera elimina a la Candida albicans a concentraciones inhibitorias
minimas de 512 ug/ml; en un periodo de 2 a 6 dias de tratamiento. Los estudios clinicos
consiguen resultados satisfactorios. Este farmaco erradica a las especies de Candida en el
periodo corto, siendo la mayor respuesta a Mupirocina, con rapida resolucién de los efectos

clinicos y patolégicos y reduccién de los recuentos bacterianos .

11.4.2. Interacciones medicamentosas:
El Cloramfenicol interfiere con la accidn antibacteriana de la Mupirocina sobre la sintesis de

ARN. La importancia clinica de ello no ha sido determinada a la fecha.

11.4.3. Precauciones Generales:
No es apropiado su uso sistémico ni su aplicacion en ojos y sobre membranas mucosas, y no

puede utilizarse para tratar las Aftas °.

11.4.4. Reacciones adversas:
En menos de 1 a 3% de los casos se ha informado de prurito y eritema leves transitorios, que

desaparecen al suspender el medicamento.
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111.1 DISENO METODOLOGICO
111.1.1 Tipo de estudio: Experimental, descriptivo.

111.1.2 Area de estudio: el estudio se llevo a cabo en el area de control de calidad y desarrollo

de Laboratorios Ceguel S.A. ubicado en Granada, km 45 Y2 carretera a Granada.

111.1.3 Anélisis de datos: este se realizo usando tablas especificamente disefiadas en hojas de

calculo de Excel, Stat Grafic, la informacion procesada se representara a traves de graficos y

tablas.
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111.2 MANEJO DE LAS VARIABLES

Tabla n® 2. Manejo de las variables.

VARIABLE
Idoneidad

Linealidad

Limite de
deteccion y
limite de
cuantificacion

Exactitud

Repetibilidad

Especificad

Robustez

CONCEPTO

Expresa las condiciones del sistema
cromatografico

Es su capacidad (dentro de un rango
dado) para obtener resultados de
analisis que son directamente
proporcionales a la concentracion
(cantidad) de un analito en la muestra.
Es la cantidad mas pequefia de analito
cuantificable. El limite de deteccion es la
cantidad minima de analito en una
muestra que puede ser detectado pero no
necesariamente cuantificado como un
valor exacto y debe estar 10 veces por
debajo de la concentracién de trabajo.

Es la proximidad entre los resultados
de la prueba obtenidos mediante ese
método y el valor verdadero.

Expresa la precision bajo las mismas
condiciones de operacion a través de
un corto intervalo de tiempo. También
significa una precision entre ensayos.

Es la capacidad para calcular un
analito en presencia de otros
componentes que se espera que esté
presente sin interferir.

Capacidad de un método analitico de
no ser afectado por pequerias pero
deliberadas variaciones en los
parametros del método provee una
indicacion de su confiabilidad en
condiciones de uso normales.

INDICADOR

N° de platos tedricos > 3000
Factor de asimetria < 2
Factor de capacidad > 1
CV=<2%

CV.<2%

r > 0.99

r’> 0.98

t intercepto < tip

t pendiente > tip

LDD= 3.29* Syo/b

LDC= 10 *Syp)/b

Sho = desviacion estandar de
la respuesta del blanco

b= pendiente de la curva de
calibracién

El texp debe ser menor que el
tap para comprobar que el
método es exacto.

Limite de confianza. Se
aplica para 3
concentraciones / 3
replicados o un minimo de 6
replicados al 100 %

Se demuestra que no existen
interferencias que afecten
los resultados de la
valoracion o del analito de
interés.

CV<3%

N° LECTURAS
10 lecturas

5 concentraciones y
3 lecturas por cada
una de las
concentraciones.

5 concentraciones
y 3 lecturas por
cada una de las
concentraciones

5 concentraciones y
5 lecturas por cada
concentracion.

9 lecturas para la
Repetibilidad y 5
lecturas de 3
diferente niveles de
concentracion para
la precision.

3 lecturas del
solvente, 3 del
placebo, 3 del
estandar y 3 de la
muestra.

3 lecturas por cada
ensayo de robustez
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I11. 3 DISENO EXPERIMENTAL (Metodologia general).

Desarrollo de los pardmetros de validacién

111.3.1 Idoneidad del Sistema. Procedimiento de trabajo.

Tomar 1 balén volumétrico aforado de 50 mL y pesar exactamente 50 mg de Mupirocina
Estdndar. Afadir 30 mL con solucion diluente buffer Acetato 0.05 M pH4/Metanol 1:1 para
disolver, someter al ultrasénico por 5 minutos. Mezclar y aforar con solucion diluente buffer
Acetato 0.05 M pH 4/Metanol 1:1. Solucion 1.

En 1 balon volumétrico aforado de 50 mL, tomar 5 mL de la solucién anterior y aforar con
solucion diluente de buffer Acetato 0.05 M pH 4/Metanol 1:1 vy filtrar a través de membrana 0,2
pum de porosidad e inyectar 10 veces en el Cromatografo.

Seguidamente calcular los pardmetros de idoneidad del sistema los cuales deberan de cumplir

con los valores de aceptacién sugeridos en la USP.

Tabla n° 3. Criterios de aceptacion de idoneidad del sistema

PARAMETRO CRITERIO DE ACEPTACION
Coeficiente de variacion CV<2%
Factor de cola <2
NUmero de platos tedricos > 3000
k’ > 1

111.3.2 Especifidad del método. Procedimiento de trabajo.

Realizar tres inyecciones del solvente utilizado para los andlisis y tres inyecciones del placebo
utilizado en la formulacion del Ungiiento Mupirocina, luego realizar tres inyecciones de un
estandar de Mupirocina, posteriormente realizar tres inyecciones de la muestra a analizar. En
todos los casos observar que no exista ninguna sefial cromatogréafica que coincida con los
tiempos de retencién de los principios activos a estudiar es decir que no deben existir

interferencias con las sefiales de nuestro interés.
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111.3.3 Influencia del placebo en la curva de calibracion normal Procedimiento de trabajo.

Tomar 5 balones volumétricos aforados de 50 mL, limpios y secos, agregarles a cada uno 40, 45, 50,
55, 60 mg de Mupirocina, posteriormente aforar cada uno de los balones con solucién diluente y
someterlos a un bafio ultrasénico por 5 min. Luego tomar 5 mL de cada una de las soluciones estandar
y colocarlos en otros 5 balones volumétricos aforados de 50 mL y aforar con solucién diluente.
Posteriormente tomar otros 5 balones volumétricos aforados de 50 mL, limpios y secos, agregarles a
cada uno 40, 45, 50, 55, 60 mg de Mupirocina, luego adicionar las cantidades necesarias del placebo
descrito en V.5.6 (equivalente al contenido a un tubo de ungiiento) posteriormente aforar cada uno de
los balones con solucion diluente y someterlos a una bafio ultrasénico por 5 min. Luego tomar 5 mL de
cada una de las soluciones estandar conteniendo placebo y colocarlos en otros 5 balones volumétricos
aforados de 50 mL para posteriormente aforar con solucion diluente, de éstos se toman 20 uL y se

inyectan al Cromatografo.

Graficar en el mismo plano la curva de calibracion normal sin contener placebo y la otra
conteniendo placebo, luego comparar los resultados graficamente, las curvas no deberan
cruzarse en ningun punto para que no exista ninguna influencia del placebo en la curva de

calibracién normal.
111.3.4 Linealidad del sistema y del método cromatogréafico

111.3.4.1 Linealidad del sistema. Procedimiento de trabajo.

Tomar 5 balones volumétricos aforados de 50 mL y pesar exactamente 40, 45, 50, 55 y 60 mg
de Mupirocina Estandar. Afiadir 30 mL con solucién diluente buffer Acetato 0.05 M pH 4/
Metanol 1:1 para disolver, someter al ultrasonido por 5 minutos. Mezclar y aforar con solucién
diluente buffer Acetato 0.05 M pH 4/ Metanol 1:1. Solucién 1.

En 5 balones volumétricos aforados de 50 mL, tomar 5 mL de las soluciones anteriores y aforar
con solucion diluente de buffer Acetato 0.05 M pH 4/ Metanol 1:1 y filtrar a través de
membrana 0,2 um de porosidad e inyectar al Cromatdgrafo.

Realizar 3 inyecciones por cada una de las concentraciones

Tabular los resultados obtenidos.

Procesar los resultados promedios obtenidos haciendo uso del programa EXCEL y determinar:
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Tabla n° 4. Criterios de aceptacion de la linealidad del sistema

PARAMETRO ESTADISTICO CRITERIO DE ACEPTACION
Coeficiente de variacion de los factores de CV <2%
respuesta
Coeficiente de correlacion >0.99
Coeficiente de determinacion >0.98
Valor del Intercepto Aproximadamente cero
Valor de la pendiente Aproximadamente 1
Intervalo de confianza para el intercepto El intervalo debe incluir el cero
Valor de la pendiente Aproximadamente a 1
Intervalo de confianza de la pendiente El intervalo no debe incluir el cero
Test de t para evaluar la significacion
estadistica de la desviacion estandar de la texp > ttabla
pendiente
Test de Cochran G exp < G tabla

111.3.4.2 Linealidad del método. Procedimiento de trabajo.

Tomar 5 beacker de 50 mL, limpios y secos, agregarles a cada uno 0.4, 0.45, 0.5, 0.55, 0.6 g de
unguento equivalentes a 8, 9, 10, 11, 12 mg de activo, luego adicionar a cada uno 30 mL de solucién
diluente, posteriormente calentar a bafilo maria hasta fundir la muestra transferir a balones
volumétricos aforados de 100 mL y aforar cada uno de los matraces con solucién diluente y
someterlos a una bafio ultrasénico por 5 min filtrar a través de membrana 0,2 um de porosidad.
Realizar 3 inyecciones por cada una de las concentraciones

Tabular los resultados obtenidos. Realizar los graficos independientes para la linealidad del
sistema y del método

Procesar los resultados promedios obtenidos haciendo uso del programa EXCEL y determinar:

Coeficiente de determinacion, correlacion y variacion.

Intercepto

Intervalo de confianza para el intercepto

Test de t para evaluar la significacion estadistica de la desviacion estandar del intercepto
Valor de la pendiente

Intervalo de confianza de la pendiente

Test de t para evaluar la significacién estadistica de la desviacién estandar de la
pendiente

Test de Cochran para evaluar las varianzas de las concentraciones.
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Tabla n° 5. Criterios de aceptacién de la linealidad del método.

PARAMETRO ESTADISTICO CRITERIO DE ACEPTACION
Coeficiente de variacion de los factores de CV <2%
respuesta
Coeficiente de correlacion >0.99
Coeficiente de determinacion >0.98
Valor del Intercepto Aproximadamente cero
Valor de la pendiente Aproximadamente 1
Intervalo de confianza para el intercepto El intervalo debe incluir el cero
Valor de la pendiente Aproximadamente a 1
Intervalo de confianza de la pendiente El intervalo no debe incluir el cero
Test de t para evaluar la significacion
estadistica de la desviacion estandar de la texp > ttabla
pendiente
Test de Cochran G exp < G tabla

111.3.5 Precision del sistema y del método cromatografico

111.3.5.1 Precision del sistema. Procedimiento de trabajo.

Realizar 5 inyecciones de tres niveles de concentracion diferentes: uno bajo, un nivel
intermedio y un nivel alto, para Mupirocina 80, 100, 120 pg/mL. Calcular el factor de respuesta
y su desviacién estandar relativa expresada como porcentaje (%RSD) la cual debera ser menor
del 2 %.

Tabla n° 6. Criterio de aceptacion de la precision del sistema

PARAMETRO CRITERIO DE ACEPTACION
Coeficiente de variacion de los factores de CV <2%
respuesta

111.3.5.2 Precision del método. Procedimiento de trabajo.

Realizar 5 inyecciones de tres niveles de concentracion diferentes: uno bajo, un nivel
intermedio y un nivel alto, para Mupirocina 80, 100, 120 pg/mL. Calcular el factor de respuesta
y su desviacion estandar relativa expresada como porcentaje (%RSD) la cual debera ser menor
del 2 %.
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Tabla n° 7. Criterio de aceptacién de la precision del método.

PARAMETRO CRITERIO DE ACEPTACION
Coeficiente de variacion de los factores de CcV<2%
respuesta

111.3.6 Exactitud. Procedimiento de trabajo.

Tomar 5 balones volumétricos aforados de 50 mL, limpios y secos, agregarles a cada uno 40,
45, 50, 55, 60 mg de Estandar de Mupirocina, posteriormente aforar cada uno de los balones
con solucién diluente y someterlos a un bafio ultrasénico por 5 min. Luego tomar 5 mL de cada
una de las soluciones estandar y colocarlos en otros 5 balones volumétricos aforados de 50 mL

y aforar con solucion diluente tomar 20 uL e inyectarlos al Cromatografo.
Calcular:

Tabla n° 8. Parametros estadisticos y criterios de aceptacion de la Exactitud.

PARAMETRO ESTADISTICO CRITERIO DE ACEPTACION
% Promedio recuperado 97.00% - 103.00%
Test de Cochran G exp < G tabla
Testde t t exp < t tabla (t tab 2.306)

111.3.7 Limite de deteccion (LD) y de cuantificacion (LC). Procedimiento de trabajo.
Elaborar una curvas de calibracion normal a concentraciones diluidas cercana a la sefial del
ruido, para Mupirocina (1.0, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 ug/mL). Calcular el LD y el LC utilizando las

ecuaciones 1y 2.

111.3.8 Repetibilidad del método. Procedimiento de trabajo.

Preparar un nivel de concentracion de 100 pg/mL de Mupirocina, realizar lecturas de nueve
replicas diariamente durante cinco dias, posteriormente realizar el gréafico de control para las
medias, todos los valores deberan estar dentro de la zona de aceptacion del limite de tolerancia
del grafico de control (pag. 65 grafico N° 5)
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111.3.9 Robustez. Procedimiento de trabajo.

111.3.9.1 Diferentes longitudes de onda.
Preparar tres soluciones estandar al 100 % e inyectarlos a diferentes longitudes de onda:
237 nm, 240 nm, 243 nm.

111.3.9.2 Diferentes temperaturas.
Preparar dos soluciones estandar e inyectarlas a diferentes temperaturas:
35°C, 40 °C.

Observar los resultados.

111.3.9.3 Fase mavil a diferentes proporciones.

Preparacion de fase movil a diferentes proporciones:

50:50.

70:30.

80:20

Preparar una solucion estandar al 100 % y hacer inyeccion de la muestra con las fases moviles
de diferentes proporciones.

El CV para los resultados obtenidos en los cambios de cada condicion debe ser < 3.00 %. Ver

resultados obtenidos en anexo N° 5.

111.3.10 Selectividad ante producto de degradacion

111.3.10.1 Hidrélisis Acida

Preparacion de solucion estandar:
En un beaker de 100 mL, pesar exactamente la cantidad de 25 mg de Mupirocina (realizar ajuste
si es necesario). Adicionar al beaker 5 mL de acido clorhidrico 1N, almacenar la muestra en

horno a 80°C por 24 horas.

Concluido el tiempo de estres retirar la muestra del horno, dejar enfriar el beaker y adicionar 5

mL de hidroxido de sodio 1N, continuar con la preparacion de la solucién al 100 %.
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Preparacion de la solucion muestra:
Pesar 0.5 g de Unguento equivalentes a 10mg de Mupirocina, colocarlos en un beaker de 100
mL Adicionar al beaker 5 mL de acido clorhidrico 1N, almacenar la muestra en horno a 80°C

por 24 horas.

Concluido el tiempo de estrés retirar la muestra del horno, dejar enfriar el beaker y adicionar 5

mL de hidroxido de sodio 1N, continuar con la preparacion de la solucién al 100%.

Preparacion de la solucion placebo:
Pesar 0.49 g de placebo de Ungliento de Mupirocina, colocarlos en un beaker de 50 mL
Adicionar al beaker 5 mL de acido clorhidrico 1N, almacenar la muestra en horno a 80°C por 24

horas.

Concluido el tiempo de estrés retirar la muestra del horno, dejar enfriar el beaker y adicionar 5

mL de hidroxido de sodio 1N, continuar con la preparacién de la solucion al 100 %.
111.3.10.2 Hidrolisis Alcalina.

Preparacion de solucion estandar:
En un beaker de 100 mL, pesar exactamente la cantidad de 25 mg de Mupirocina. Adicionar al

beaker 5 mL de hidroxido de sodio 1N, almacenar la muestra en horno a 80°C por 24 horas.

Concluido el tiempo de estrés retirar la muestra del horno, dejar enfriar el beaker y adicionar 5

mL de acido clorhidrico 1N, continuar con la preparacién de la solucién al 100 %.

Preparacion de la solucion muestra:
Pesar 0.5 g de Unglento equivalentes a 10mg de Mupirocina, colocarlos en un beaker de 100
mL Adicionar al beaker 5 mL de hidroxido de sodio 1N, almacenar la muestra en horno a 80°C

por 24 horas.

Concluido el tiempo de estres retirar la muestra del horno, dejar enfriar el beaker y adicionar 5
mL de acido clorhidrico 1N, continuar con la preparacién de la solucion al 100 %.
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Preparacion de la solucion placebo:

Pesar 0.49 g de placebo de Unglento de Mupirocina, colocarlos en un beaker de 50 mL
Adicionar al beaker 5 mL de hidroxido de sodio 1N, almacenar la muestra en horno a 80°C por
24 horas.

Concluido el tiempo de estrés retirar la muestra del horno, dejar enfriar el beaker y adicionar 5

mL de acido clorhidrico 1N, continuar con la preparacién de la solucion al 100 %.
111.3.10.3 Oxidacion

Preparacion de solucion estandar:
En un beaker de 100 mL, pesar exactamente la cantidad de 25 mg de Mupirocina. Adicionar al
beaker 5 mL de agua destilada y 10 gotas de peroxido de hidrogeno al 3%, almacenar la

muestra en horno a 80°C por 24 horas.

Concluido el tiempo de estrés retirar la muestra del horno, dejar enfriar el beaker, continuar con

la preparacion de la solucion al 100 %

Preparacion de la solucion muestra:
Pesar 0.5 g de crema equivalentes a 10 mg de Mupirocina, colocarlos en un beaker de 50 mL
Adicionar al beaker 5 mL de agua destilada y 10 gotas de perdxido de hidrégeno al 3%,

almacenar la muestra en horno a 80°C por 24 horas.

Concluido el tiempo de estrés retirar la muestra del horno, dejar enfriar el beaker, continuar con

la preparacion de la solucién al 100 %

Preparacion de la solucion placebo:

Pesar 0.49 g de placebo de Ungiiento de Mupirocina, colocarlos en un beaker de 50 mL
Adicionar al beaker 5 mL de agua destilada y 10 gotas de peroxido de hidrogeno al 3%,
almacenar la muestra en horno a 80°C por 24 horas.

Concluido el tiempo de estrés retirar la muestra del horno, dejar enfriar el material volumétrico,

continuar con la preparacion de la solucion al 100 %
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111.3.10.4 Termolisis

Preparacion de la solucion Estandar:
En un beaker de 100 mL, pesar exactamente la cantidad de 25 mg de Mupirocina, almacenar la

muestra en horno a 80°C por 24 horas.

Concluido el tiempo de estrés retirar la muestra del horno, dejar enfriar el beaker, proceder a la

preparacion de la solucién al 100 %

Preparacion de la Muestra:
Pesar 0.5g de crema equivalentes a 10 mg de Mupirocina, colocarlos en un beaker de 50 mL,

almacenar la muestra en horno a 80°C por 24 horas.

Concluido el tiempo de estrés retirar la muestra del horno, dejar enfriar el material volumétrico,

proceder a la preparacion de la soluciéon al 100 %

Preparacion de la solucion Placebo:
Pesar 0.49 g de placebo de Ungiiento de Mupirocina, colocarlos en un beaker de 50 mL,

almacenar la muestra en horno a 80°C por 24 horas.

Concluido el tiempo de estrés retirar la muestra del horno, dejar enfriar el beaker, proceder a la
preparacion de la solucién al 100 %

111.3.10.5 Muestras sin someter a estrés.

111.3.10.5.1 Preparar una solucion estandar al 100 % como se indica en el apartado 111.6.6
111.3.10.7 Preparar una solucion muestra al 100 % como se indica en el apartado 111.6.7

111.3.10.8 Preparar una solucion placebo al 100 % como se indica en el apartado 111.6.9

Analizar por duplicado las soluciones de estandar, muestra y placebo sin someter a estrés.
Analizar por duplicado las soluciones de estandar, muestra y placebo sometidas a estrés.
Comparar la sefial obtenida para las muestras sometidas a estrés con las muestras sin someter a

estrés.
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Comparar la sefial obtenida para la solucion muestra y placebo sin someter a estrés con el

estandar que no se sometio a estrés.

111.3.11 Criterio de aceptacion

La degradacion debe ser tal que la concentracién de la sustancia en estudio esté disminuida por
lo menos en un 25% con respecto a la original.

La muestra sometida a estrés no debe presentar ninguna sefial que interfiera con la sefal
obtenida para el estandar.

La sefial obtenida para la muestra sin someter a estrés debe coincidir con la sefial obtenida para
el estandar.

La sefial obtenida para el placebo sin someter a estrés no debe interferir con la sefial obtenida

para el estandar.'*
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111.4 MATERIALES Y EQUIPOS UTILIZADOS:

Tabla No. 9. Equipos y materiales

Descripcion Marca Modelo
Agitador ultrasonico. Fisher Scientific FS -30
Balanza analitica. Mettler Toledo XS 104
Matraz de 25, 50, 100 y 500 mL Pirex Clase A
Beaker. Pirex Clase A
Bomba de vacio. Welch 2534B-01
Calculadora cientifica. Casio -
Columna. Agilent Zorbax SB-C8
Cromatografo liquido de alta
Presion (HPLC). Varian ProStar. 410
Con Automuestreador.
Espatulas - -
Filtros para jeringas:
Econofilter(0,20umx 25 mm) Agilent -
Membranas filtrantes de (0.46umx .
Varian -
47 mm)
Filtro de membrana de Nylon. Agilent -
Jeringas descartables. NIPRO -
Kit de micro filtracion. SIBATA -
pH-metro Termo Scientific Orion 3 STAR
Pipetas VVolumétricas de 5 mL Pirex Clase A
Pipetas Seroldgicas de 1,5 mL Pirex Clase A
Probetas de 100y 250 mL Pirex Clase A
Viales de 2 mL Varian Varian
Horno VWR 1327 F

VALIDACION DE UN METODO ANALITICO POR HPLC PARA LA CUANTIFICACION DE
MUPIROCINA 2 % UNGUENTO EN LABORATORIOS CEGUEL EN EL PERIODO
COMPRENDIDO DE MAYO A NOVIEMBRE 2009.




UNAN-Managua, Facultad de Ciencias e Ingenierias. Adinia Faife Lopez

111.5 REACTIVOS:

Tabla No. 10. Reactivos

Descripcion Calidad
Agua destilada Grado Reactivo
Acetato de Amonio Grado Reactivo
Acetonitrilo Grado HPLC
Acido Acético Glacial Grado Reactivo
Metanol Grado HPLC

111.6 Metodologia de analisis.

Para la implementacién de la metodologia analitica para la cuantificacién de Mupirocina en

unguento al 2 % y el desarrollo del Protocolo de Validacion para Metodologias Analiticas por

HPLC se realizaron las siguientes actividades:

w

w
w

Revision bibliografica sobre la validacion en bibliografia escrita y en internet (libros,
farmacopeas, manuales de equipos, revistas, tesis, apuntes de cursos, etc.). También se
consulté a profesionales expertos en el tema acerca de dudas puntuales.

Revision bibliografica del principio activo Mupirocina y de los demés componentes de
la formulacion.

Manejo del equipo HPLC (bases del funcionamiento del equipo y sus componentes,
manejo del software, mantenimiento, tipos de columnas, sus caracteristicas, cuidados y
precauciones, etc).

Implementacion de la metodologia analitica para la cuantificacion de Mupirocina en
unglento al 2 %.

Definicion de las condiciones generales de trabajo (preparacion de la muestra, con que
estandar se trabajaria, etc).

Definicion de la técnica especifica para la evaluacion de cada uno de los parametros de
desempefio, los analisis estadisticos que se aplicaran a los resultados de cada parametro
y los criterios de aceptacion para cada uno de éstos.

Ensayos preliminares de la medicion de los parametros de desempefio.

Realizacion de la validacion de la metodologia de Mupirocina ungiento al 2 %
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@ Tratamiento de datos y desarrollo del Informe de resultados de la Validacion.

111.6.1Condiciones cromatogréaficos del ensayo de Mupirocina 2 %

e Equipo: Cromatdgrafo liquido de alta Presian.

e Columna: Agilent Zorbax SB-C8

o Sistema: Binario, Buffer Acetato de amonio 0.05 M pH 4: Acetonitrilo. (60/40)
e Longitud de onda: 240 nm

e Temperatura: ambiente (30 °C)

e Flujo: 1.5 mL/min

e Volumen de inyeccion: 20 pL

e Tiempo de Retencidn: 3.4 min. (Mupirocina) aproximadamente + 0.2 min

e Tiempo total de corrida: 5.5 min £ 0.2 min
111.6.2 Contenido del ungtiento de Mupirocina 2% de Laboratorios Ceguel S.A.
111.6.2.1 Principio activo
Mupirocina
111.6.2.2 Excipientes (Placebo)
Propilparabeno
Metilparabeno
Emulgin HRE 40

Aceite mineral

Vaselina simple

111.6.3 Preparacion del buffer Acetato de Amonio 0.05 M pH 4:
Pesar exactamente 1.92 g de Acetato de Amonio y trasladar a un balén aforado de 500 mL,

aforar con agua destilada, ajustar a pH 4 con Acido Acético Glacial.
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111.6.4 Fase movil:
Mezclar 240 mL de Buffer acetato 0.05 M pH 4 y 160 mL Acetonitrilo, relacion 60/40. Filtrar y
desgasificar.

111.6.5 Preparacion de solucion diluente
Pesar exactamente 1.92 g de Acetato de Amonio Yy trasladar a un balon aforado de 500 mL,
aforar con agua destilada, ajustar a pH 4 con Acido Acético Glacial. Mezclar Buffer acetato pH

4 con Metanol en relacion 1:1.

111.6.6 Preparacion de Estandares para la Curva de Calibracion normal

Tomar 5 balones volumétricos aforados de 50 mL y pesar exactamente 40, 45, 50, 55 y 60 mg
de Mupirocina Estandar. Afadir 30 mL con solucion diluente buffer Acetato 0.05 M pH
4/Metanol 1:1 para disolver, someter a bafio ultrasénico por 5 minutos. Mezclar y aforar con
solucion diluente buffer Acetato 0.05 M pH 4/Metanol 1:1. Solucién 1.

En 5 balones volumétricos aforados de 50 mL, tomar 5 mL de las soluciones anteriores y aforar
con solucion diluente de buffer Acetato 0.05 M pH 4/Metanol 1:1 y filtrar a través de membrana
0,2 um de porosidad e inyectar. Concentraciones Mupirocina Estandar: 80, 90, 100, 110y 120
pg/mL.

111.6.7 Preparacion de la muestra

Homogenizar la muestra con agitacion manual por medio de una espéatula y pesar 0.5 g de
muestra equivalente a 10 mg de Mupirocina en un beacker de 100 mL, agregar 50 mL de
mezcla de buffer Acetato 0.05 M pH 4/Metanol 1:1. Calentar a bafio Maria hasta fundir la
muestra y trasvasarlo a un balén volumétrico aforado de 100 mL agitarlo mecénicamente.
Aforar con mezcla de buffer Acetato 0.05 M pH 4/Metanol 1:1 y homogenizar, filtrar a través
de membrana 0,2 um de porosidad e inyectar por triplicado. Concentracion Muestra: 100

pg/mL.
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111.6.8 Preparacion del placebo.
Pesar 16.6 g de vaselina simple, agregar 2 mL de Aceite mineral se calent6 a 70 ° C, después de
fundido se le agregd 1 g de Emulgin HRE 40, 0.32 g de Metilparabeno, 0.061 g de

Propilparabeno. Dar agitacion continua por 10 minutos.

111.6.9 Preparacion de la Solucion placebo.

Pesar 490 mg de placebo de Unguento de Mupirocina, colocarlos en un beaker de 50 mL y
calentar a bafio maria hasta fundir la muestra completamente. Agregar 30 mL de solucién
diluente con agitacion constante y transferirlo a un balon volumétrico aforado de 100 mL, lavar
las paredes del beaker con 10 mL de solucién diluente transfiriendo los lavados al mismo bal6n,

agitar en el ultrasonico por 5 minutos y aforar a volumen con metanol.
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1VV.1 ANALISIS DE RESULTADOS
1VV.1.1 Idoneidad del Sistema

La determinacion de la Idoneidad del Sistema es un conjunto de ensayos que se realizan para
comprobar que un sistema (analista, reactivos e instrumentos) es adecuado para una
metodologia analitica determinada. Este estudio se realiza antes de que un sistema analitico se
utilice por primera vez, y cuando una columna o material de separacion de otro fabricante, sea
utilizado por primera vez. Se considera como parte integral del procedimiento de andlisis y
requisito previo a su realizacion.

Con el objetivo de realizar el estudio de la idoneidad del Sistema se elaboré una curva de
calibracion normal para Mupirocina, el rango de concentracion de 80 a 120 pg/mL
respectivamente, se prepararon en total 5 niveles de concentracion y tres réplicas por cada
concentracion, los detalles de la curva de calibracion normal pueden ser observados en los
anexos. Posteriormente se calculé el tiempo de retencion (Tr), el factor de asimetria (T) vy el
namero de platos tedricos (N). A continuacion se muestran los parametros obtenidos.

Tabla No. 11. Tabla de los pardmetros de idoneidad para Mupirocina

Tiempo de Factor de Factor de Numero de
retencion (Tr) Asimetria Capacidad (K") platos

USP*(T) Teoricos (N)
Promedio 3.4 0.96 1.27 5631.5
Desviacion Estandar 0.004 0.012 0.011 38.17
Criterio de - <2 >1 > 3000

Aceptacion USP”
Cumple Si/No - Si Si Si

Los resultados de los parametros de idoneidad obtenidos con las condiciones cromatograficas
establecidas fueron comparados con los valores de los pardmetros de aceptacion reportados en
la USP. Como se puede observar los resultados obtenidos cumplen con los criterios de

aceptacion propuestos en la USP.
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1V.1.2 Especificidad

Para realizar el estudio de la especificidad del método se analizaron los cromatogramas del
solvente, los ingredientes de los excipientes (placebo) usados en la formulacion del Unglento
Mupirocina 2 % asi como el cromatograma del estandar del principio activo del ungiento
Mupirocina. Se realizaron tres inyecciones del solvente y del placebo, tres inyecciones del
estandar de Mupirocina asi como tres inyecciones de la muestra a analizar. Primero se analizé el
solvente con el objetivo de observar que no hubieran interferencia con el pico cromatografico de
interés (fig. 6), seguidamente se analizé el cromatograma correspondiente al placebo (fig. 7) con
el propdsito de demostrar que no existen interferencias debida a los excipientes, posteriormente
se analiz6 el cromatograma del estandar de Mupirocina (fig. 8). Tal como se observa en la
figura No. 8, no existe ninguna interferencia, Finalmente se analiz6 el cromatograma de la
muestra conteniendo Mupirocina para observar la resolucién de los picos del activo y los
excipientes, como se puede observar en la figura No. 9, los picos tienen muy buena resolucion,
es decir, se encuentran separados los picos, los excipientes o placebo no interfieren con el pico
de interés (Mupirocina).
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Figura No.6.Cromatograma del solvente
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Figura No. 7.Cromatograma del placebo (excipientes)
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Figura No.8 .Cromatograma del estadndar de Mupirocina
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Figura No.9 .Cromatograma de la muestra Mupirocina Unguento 2 %

El tiempo de retencién obtenido del activo de Mupirocina fue de 3.4 min + 0.2 minutos tal
como se puede observar en la figura No. 9, el tiempo muerto fue de 1.5 min. El tiempo de
retencion de los excipientes (propilparabeno y metilparabeno) fue 2.3 min y 4.37 min. Se logro
observar una diferencia adecuada entre el tiempo de retencion del activo y de los excipientes,
por lo cual no se observd que ninguna de las sefiales interfiriera en la determinacion o

cuantificacién de Mupirocina Unguento, por lo que podemos afirmar que el método es selectivo
0 especifico para la determinacién del principio activo.

1V.1.3 Influencia del placebo

Este estudio se realizo con el proposito de comprobar la influencia que ejerce el placebo
(interferencia de los excipientes) sobre la curva de calibracion normal, ya que en muchos casos
se podria generar errores sistematicos en las determinaciones en caso de que éste provogue
alguna influencia o algun efecto en la curva de calibracién normal.
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Para llevar a cabo dicho estudio se elaboraron dos curvas de calibracion normal, una sin tomar
en cuenta el placebo y la otra tomando en cuenta el mismo. Los resultados se muestran a

continuacion en la siguiente tabla.

Tabla No. 12. Datos de las curvas de calibracion normal con placebo y sin placebo.

Con placebo Sin placebo
Concentracion pug/mL Areas Concentracion Areas
pg/mL

80 470.33 80 479.83

90 523.53 90 539.53

100 583.13 100 601.93

110 638.56 110 666.23

120 693.13 120 720.00

r* 0.9997 ré 0.9992

A continuacion se pueden observar el grafico elaborado a partir de los datos mostrados en la

tabla anterior para el Estandar de Mupirocina con y sin placebo.

Efecto del placebo

750
700
650
600
550
500
450
400
350

—— Sin Placebo

Area

——Con Placebo

75 85 95 105 115 125
ug/mL

Grafico No. 1. Gréfico de concentracion Vs area para Mupirocina

Como se puede observar en el grafico no existe ningun efecto provocado por los excipientes en
la curva de calibracion normal (estandar) ya que las rectas obtenidas con y sin placebo son

paralelas en ambos casos tanto para Estandar de Mupirocina con Placebo y Estandar de
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Mupirocina sin Placebo. Por tanto la curva de calibracién normal podré ser elaborada tomando

en cuenta o no el placebo.
IV.1.4 Linealidad del Sistema y Linealidad del Método

Este estudio se realiz6 con el objetivo de encontrar el grado de linealidad que existe a lo largo
de un buen rango de aplicacion, para comprobar la linealidad del sistema se realiz6 una curva de
calibracion normal en un intervalo de concentracion entre 80 — 120 ug/mL para Mupirocina, los

datos se muestran en la tabla No.5.

El valor del coeficiente de determinacién (r?) obtenido para Mupirocina fue: 0.9994 linealidad

ideal del sistema lo que indica un valor de coeficiente de determinacién igual a 100 % (r? = 1),

A demas de evaluar la linealidad del Sistema a través de la curva de calibracion normal se
evalud la linealidad del Método por medio de una curva de calibracion normal dentro del mismo
rango de concentraciones de (80-120 ug/mL) para Mupirocina los datos se muestran en la tabla
No 5.

Tabla No .13. Datos de las curvas de calibracion normal para Mupirocina

Linealidad del Sistema Mupirocina
Concentracién

ug/mL Area
80 479,83
90 539,53
100 601,93
110 666,23
120 720,46
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Tabla No .14. Resultados de la linealidad del sistema.

PARAMETRO ESTADISTICO RESULTADOS
Coeficiente de variacion de los factores de 0.2233
respuesta
Coeficiente de correlacion 0.9997
Coeficiente de determinacion 0.9994
Valor del Intercepto -6.36
Valor de la pendiente 6.08
Intervalo de confianza para el intercepto -35.06 a 22.34
Intervalo de confianza de la pendiente 5.79 a 6.36
Testdde tpara evfalluar Ig significacion es_tadlstlca 68.07 > 2.16 (t tab)
e la desviacion estandar de la pendiente
Testctjje t para _evgl/uar Ia, 5|gn|f|ca9|on estadistica L0.70 < 2.16 (t tab)
e la desviacion estandar del intercepto
Test de Cochran 0.50 < 0.68 (G tab)

Como el valor de r? obtenido experimentalmente es cercano a la unidad se puede decir que
existe una excelente linealidad, es decir existe una fuerte correlacion entre las areas obtenidas

como funcion de la concentracién inyectada.

Tabla No .15. Datos de las curvas de calibracion normal para Mupirocina

Linealidad del Método Mupirocina
Concentracién ‘
Area
pg/mL

80 471,18
90 523,93
100 587,48
110 641,66
120 695,46
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Tabla No .16. Resultados de la linealidad del método.

PARAMETRO ESTADISTICO RESULTADOS
Coeficiente de variacion de los factores de 0.2131
respuesta
Coeficiente de correlacion 0.9996
Coeficiente de determinacion 0.9991
Valor del Intercepto 17.65
Valor de la pendiente 5.66
Intervalo de confianza para el intercepto -13.63 a 48.93
Intervalo de confianza de la pendiente 5.35a5.97

Test de t para evaluar la significacion estadistica
de la desviacion estandar de la pendiente
Test de t para evaluar la significacion estadistica
de la desviacion estandar del intercepto
Test de Cochran

58.18 > 2.16 (t tab)

1.79 < 2.16 (t tab)
0.53 < 0.68 (G tab)

El valor del coeficiente de determinacién (r?) obtenido para la linealidad del sistema y del
método fueron valores cercanos a la unidad 0.9994 y 0.9991 respectivamente (r* = 1) es decir
casi 100 %, entonces podemos afirmar que existe una fuerte correlacion entre la variable
dependiente (Areas) y la variable independiente (Concentracion) para ambas linealidades, es
decir el sistema y el meétodo tiene una excelente linealidad en el rango de aplicacion

seleccionado para Mupirocina. Ver graficos N° 2y 3.

Linealidad del sistema
700

600

Area

500

400
75 80 8 90 95 100 105 110 115 120 125 130
pg/mL
Gréfico No. 2 Linealidad del Sistema para Mupirocina
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Grafico No.3 Linealidad del Método para Mupirocina

IVV.1.5 Precision del Sistema y Precision del Método

La precision del sistema se llevo a cabo realizando cinco inyecciones de tres estandares a tres

niveles de concentraciones diferentes, 80, 100 y 120 ug/mL para Mupirocina, seguidamente se

calcul el factor de respuesta (FR = Area/Concentracion) para cada estandar, posteriormente se

calcul6 el promedio y la desviacion estandar correspondiente a cada estandar, para finalmente

calcular el %RSD por medio del cual se evalUa la precision del sistema. Los resultados se

muestran a continuacion en las siguientes tablas.
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Tabla No.17. Resultados del estudio de precision del Sistema para Mupirocina

T Concentracion (ug/mL

Réplicas 80 100 120
1 461,9 570,4 682,5
2 460,1 574,3 684,8
3 462,5 572,9 683,1
4 464,1 571,9 681,9
5 460,7 573,5 687,9
577 57 5,69

5,75 5,74 571

FR(Y/X) 5,78 5,73 5,69
5,8 572 5,68

5,76 5,74 5,73

Promedio 5,77 5,73 57
Desv. Est. 0,02 0,02 0,02
C.V. 0,34 0,26 0,35

De igual manera se realizé el estudio de la precision del método con la unica diferencia que se

le agregd a cada estandar una cantidad de muestra previamente tratada para realizar las

inyecciones en los niveles de concentracion de 80, 100 y 120 pg/mL Los resultados obtenidos

se pueden observar en las siguientes tablas.

Tabla No. 18. Resultados del estudio de precision del Método para Mupirocina

Réplicas Concentracion (ug/mL
80 100 120
1 482.8 608 721.6
2 485.2 605.4 729.1
3 484.7 602.1 722.7
4 486.4 605.6 723.9
5 486.8 604.9 721.7
6.04 6.08 6.01
6.07 6.05 6.08
FR 6.06 6.02 6.02
6.08 6.06 6.03
6.09 6.05 6.01
Promedio 6.06 6.05 6.03
Desv. Est. 0.02 0.02 0.03
%RSD 0.33 0.35 0.43
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Como se puede observar se obtuvieron valores de %RSD menores al 1% lo cual indica una
excelente precision. De acuerdo a los resultados obtenidos podemos afirmar que tanto el
Sistema como el Método de Mupirocina presentan excelente precision.

1V.1.6 Exactitud del Método

Para llevar a cabo el estudio de la exactitud del método se realizaron lecturas de cinco
estandares (cinco niveles de concentracion) de concentraciones perfectamente conocidas de
Mupirocina, realizdndose cinco réplicas para cada una de ellas, posteriormente se determingé el
porcentaje de recuperacion para evaluar la exactitud del método. Al mismo tiempo se realizo el
test de COCHRAN para evaluar si las varianzas del %R de los cinco niveles de concentracion
son homogéneas es decir para evaluar la precision del %R. A continuacién se muestran los

resultados obtenidos.

Tabla No. 19. Resultados de la exactitud del método para Mupirocina

Concentracion 80 90 100 110 120
Teorica (ng/mL)
Réplicas Concentracion Recuperada (ug/mL)
1 80.47 89.62 101.35 110.25 120.09
2 80.3 89.55 100.91 110.63 119.69
3 80.63 89.65 100.98 110.32 119.48
4 80.16 89.53 100.7 110.19 119.84
5 80.19 89.53 100.40 110.33 119.54
Promedio 80.35 89.58 100.87 110.35 119.73
Desv. Estd 0.20 0.06 0.35 0.17 0.25
%R 100.44 99.53 100.87 100.31 99.77
Desv Est %0R 0.25 0.06 0.35 0.16 0.21
IC %R 100.44 £ 0.25 99.53 + 0.06 100.87 £ 0.35 100.31 £ 0.16 99.77 +£0.21
Varianza %R 0.062 0.004 0.123 0.024 0.043
Suma de Var
%R 0.257
Var maxima 0.062
Geal 0.24 Como Gy < Giap (o= 005, K =5, n =5)s
entonces No hay diferencias
significativas entre las varianzas del
Gtab (@ =005, K=5,n=5) 068 %?? de los 5 niveles de concentracion
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Como se puede observar los resultados de %R obtenidos en los cinco niveles de concentracion
tienen igual precision, por tanto, el valor de %R a reportar seré el promedio. Se puede observar

el %R total o promedio con su desviacion estandar los cuales son usados para determinar el

intervalo de confianza del %R (Y +S) y la precision expresada como %RSD.

Tabla No. 20. Porcentaje de Recuperacion (%R) con su intervalo de confianza y precision para
Mupirocina.

%R a1 (Ppromedio) | Desviacion estandar IC del %Rtal %RSD
total
100.18 0.535 100.18 + 0.535 0.534

Como se puede observar el valor del %R se encuentra dentro del criterio de aceptacion de la
USP el cual propone que éste debe estar dentro del rango de 97 a 103 %. Por lo tanto podemos

afirmar que el método presenta buena exactitud para la determinacion de Mupirocina.

A continuacién se muestra el grafico elaborado de concentraciones tedricas Vs concentraciones

experimentales para Mupirocina.
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Graéfico No. 4. Gréfico de valuacion de la exactitud del Método para Mupirocina
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Como se puede observar en el grafico No. 4 para Mupirocina representan una linea recta con
coeficiente de determinacion de 0.9989, por lo que podemos afirmar que no existen diferencias
significativas entre los valores de concentracion tedricos y experimentales es decir el método

presenta una muy buena exactitud para la determinacion de Mupirocina.

IV.1.7 Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion

Una de las ventajas de utilizar métodos instrumentales de analisis como HPLC es que son
capaces de detectar y determinar cantidades de analito mucho més pequefias que los métodos
clasicos. Uno de los principales problemas que se presentan cuando se trabaja a bajos niveles de
concentracion se da a la hora de informar sobre la presencia o ausencia de un analito
determinado por esta razon es muy importante llevar a cabo la determinacion tanto del limite de
deteccion como del limite de cuantificacion, esto se realizé utilizando la desviacion estandar del
intercepto y la pendiente de la curva de calibracion normal elaborada con estandares de
Mupirocina, las concentraciones utilizadas en la curva de calibracion normal se encuentra

cercana a la sefial del blanco.

Los datos se pueden observar en la siguiente tabla.

Tabla No.21. Datos de las curvas de calibracion normal para Mupirocina utilizadas para
calcularel LD yel LC.

Mupirocina
Concentracion Area
ug/mL

1.0 7.60

2.5 18.6

5.0 35.83

7.5 41.03

8 50.47

b, 5,57

Sho 1.13
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Para el calculo del limite de deteccion y el limite de cuantificacion se usaron las siguientes

ecuaciones:
D= 3.29X5b0 Ec. (1)14
b,
L  10%Sby Ec. (2) %
b,

Donde Sy es la Desviacion estandar del intercepto de la curva de calibracién normal y b; es la
pendiente de la curva de calibracién normal.

Los resultados obtenidos se muestran a continuacion, como se puede observar los valores
encontrados son muy pequefios (tabla N° 22), lo que indica que el limite de deteccion y
cuantificaciéon estan alejados de la concentracion de trabajo. (Ver cromatogramas en anexo
N°2).

Tabla No. 22. Resultados del LD y LC para Mupirocina

Mupirocina

Limite de Deteccion (L.D.) 0.67 pg/mL
Limite de Cuantificacion

(L.C) 2.02 pg/mL

1V.1.8 Repetibilidad del método

Para llevar a cabo el estudio de la Repetibilidad del método se realizaron lecturas de un estandar
por cinco dias consecutivos, realizandose nueve réplicas para cada una de ellas, posteriormente
se realizo el test de Bartlett para evaluar si las varianzas de los cinco dias son homogeéneas es
decir para evaluar la precision de los dias. Al mismo tiempo se aplicé analisis de un Factor
(ANOVA) para verificar si existen diferencias significativas entre las medias de cada dia.
Finalmente se elaboro un Grafico de Control para comprobar si los dias son repetibles. A

continuacion se muestran los resultados obtenidos.
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Tabla No. 23. Lecturas de los cinco dias consecutivos de Mupirocina, para determinar las

varianzas.
Mupirocina
Replica Dias
1 2 3 4 5
1 579,5 584,2 581,6 583,2 580,8
2 580 583,2 584,6 583,7 585,3
3 583,7 584,2 586,2 582,4 586,7
4 581,2 581,8 586,3 581,3 586,1
5 578,6 581,5 585,3 582,6 585,4
6 579,2 582,1 576,3 584,7 583,7
7 583 580,1 585,1 582,2 583,2
8 583,7 579,5 584,8 582,7 582,5
9 582,7 587,1 578,5 585,1 584,6
Desv. Std 2,03 2,34 3,59 1,219 1,88
Media 581,29 582,63 583,19 583,1 584,26
CVv 0.35 0.4 0.62 0.21 0.32
Varianzas 4,126 5,46 12,93 1,485 3,543
Grados de libertad 8 8 8 8 8
M = X% 2.34 Como Mcy < Miab (@ = 05, K =5, n = 8), €ntonces No hay diferencias
X2ab 16.919 significativas entre las varianzas de los dias consecutivos

Como se puede observar los resultados obtenidos no hay diferencias entre las varianzas de las

series de cada dia, es decir, las varianzas son homogéneas por lo tanto podemos afirmar que los

dias consecutivos presentan buena precision.

Tabla No. 24. Lecturas de los dias consecutivos de Mupirocina, para determinar las medias.

Replica Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia4 Dia5 > Entre dias
1 579,5 584,2 581,6 583,2 580,8 2909,3
2 580 583,2 584,6 583,7 585,3 2916,8
3 583,7 584,2 586,2 582,4 586,7 2923,2
4 581,2 581,8 586,3 581,3 586,1 2916,7
5 578,6 581,5 585,3 582,6 585,4 2913,4
6 579,2 582,1 576,3 584,7 583,7 2906
7 583 580,1 585,1 582,2 583,2 2913,6
8 583,7 579,5 584,8 582,7 582,5 2913,2
9 582,7 587,1 578,5 585,1 584,6 2918
> Dentro dias 5231,6 5243,7 5248,7 5247,9 5258,3 26230,2
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Tabla No. 25. Resultados de Anélisis de Varianzas de un Factor (ANOVA)

Pz s sC GL MS Fc | valor critico F
variacion
SS Entre dias 41,65 4 10,412 1,89 2,61
SS Dentro dl'aS 220,32 40 5,508 Como Fca| < Ftab (.= 0.5, K =5, n = 40)s
entonces No hay diferencias
Total 261,97 44,00 significativas entre las medias de

los dias consecutivos

Como se puede observar los resultados obtenidos hay igualdad entre las medias de las series de

cada dia, es decir, las medias son homogéneas por lo tanto podemos calcular el intervalo de

confianza al 97.5 % utilizando la ecuacion (3) que se muestra a continuacion. Los resultados se

pueden observar en la tabla No. 16

IC=X % ty025 SHn

Ec. (3)

Tabla No. 26. Resultados del intervalo de confianza de cada dia.

Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia4 Dia5s
Media 581,289 582,633 583,189 583,100 584,256
Desv Est 2,031 2,337 3,595 1,219 1,882
n 8,000 8,000 8,000 8,000 8,000
LCS 582,850 584,429 585,952 584,037 585,702
LCI 579,728 580,837 580,425 582,163 582,809
M 581,288 + 1,561 | 582,63 + 1,796 | 583,188+2,76 | 583,1 + 0,936 | 584,255 + 1,44

Como se puede observar los resultados los parametros de las medias estan correlacionados ya

que estan dentro de los limites de tolerancia tal y como se muestra en el grafico No. 5 los dias

son Repetibles, por lo que podemos afirmar que toda la serie de resultados de cada dia tiene la

misma precision o el mismo grado de dispersion, es decir, tiene una excelente Repetibilidad.
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Graéfico No. 5. Graéfico de control de calidad de la Repetibilidad durante 5 dias consecutivos.

GRAFICODE CONTROL
58174
3S 58945
25 58716
1S 58487
X
X 582,58 X X
X X
- 18 580 29
- 28 578.00
- 38 57571
57342
Dia1 Dia2 Dia 3 Diad Dia 5
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V. CONCLUSIONES.

1. Se comprobo la idoneidad del sistema obteniéndose pardmetros aceptables que cumplen con
los criterios de aceptacion que establece la USP, como son factor de capacidad, factor de
asimetria y numero de platos tedricos.

2. Se demostrd que la metodologia para la determinacion de Mupirocina Ungiento es selectiva
frente a los excipientes, pues no presentaron picos que interfieran con el principio activo.

Se evidencié que el placebo no ejerce efecto alguno al elaborar la curva de calibracion
normal, por lo que se puede tomar en cuenta o no el placebo en dicha curva.

3. Se establecioé que la metodologia analitica para Mupirocina 2 % unglento es lineal en el

intervalo de concentracion estudiada, desde 80 pg/mL a 120 ug/mL obteniéndose el
coeficiente de determinacién r > 0.999 tanto para el sistema como para el método.
Los resultados obtenidos para la precision del sistema y del método fueron satisfactorios , ya
que los valores obtenidos de RSD de los factores de respuesta fueron menores al 1 %, lo que
indica que el sistema y el método presenta una buena precision, es decir, los valores no se
encuentran muy dispersos.

4. La metodologia analitica present6 excelente exactitud, evaluandose mediante inyecciones de

cinco niveles de concentracién perfectamente conocidas para posteriormente calcular el
porcentaje de recuperacion media con su coeficiente de variacion obteniéndose un valor de
% R de 100.18 + 0.535, el cual, estuvo dentro del limite establecido que va de 97,0 % a
103,0 %.
El Coeficiente de Variacién para la Repetibilidad del método fue menor al 1%, las lecturas
de cada dia presentaron muy buena precision. Como no hubo diferencias significativas se
calcul6 el intervalo de confianza, demostrando a través del gréafico de control que los todos
los valores experimentales estan dentro de la zona de aceptacion (limite de tolerancia).

5. Al determinar el Limite de Deteccion se obtuvo valores de 0.67 pug/mL y el Limite de
Cuantificacion 2.02 pg/mL  respectivamente, lo que indica que estdn alejados de la

concentracion de trabajo y fuera del rango de trabajo.
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V1. RECOMENDACIONES

@ Evaluar la precision intermedia realizada por dos analistas.
@ Estimar la incertidumbre asociada a la cuantificacién de Mupirocina 2 % ungento.

@ Realizar el estudio de la estabilidad de la muestra.
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ANEXOS
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Anexo 1.
Cromatogramas de la selectividad frente a productos de degradacion.

Figura No.10 .Cromatograma de la muestra sometida a Hidrolisis Acida.
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Figura No.11 .Cromatograma de la muestra sometida a Oxidacion.
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Figura No.12 .Cromatograma de la muestra sometida a Hidrdlisis Alcalina.
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Figura No.13 .Cromatograma de la muestra sometida a Termdlisis.
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Figura No.14 .Cromatograma del placebo sometida a Hidrdlisis Acida.
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Figura No.15 .Cromatograma del placebo sometida a Hidrolisis Alcalina.
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Figura No.16 .Cromatograma del placebo sometida a Oxidacion.
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Figura No.17 .Cromatograma del placebo sometida a Termolisis.
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Anexo 2.
Cromatogramas de la Limite de deteccidn y Limite de cuantificacion.

Figura No.18. Cromatograma de Limite de Cuantificacion.
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Figura No.19. Cromatograma de Limite de Deteccion.
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Anexo 3.
Curva de Calibracion Normal.

Figura No.20 .Curva de calibracién normal de Mupirocina por HPLC Varian.
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Anexo 4.
Resultados de los Calculos en Excel.
4.1 Idoneidad del Sistema.

4.2 Linealidad del Sistema
4.3 Linealidad del Método
4.4 Exactitud

4.5 Repetibilidad
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Anexo 4.1 Tabla de la Idoneidad del sistema

Mupirocina
. Factor de NUmeros de .
pg/mL T'e”?l?o Ee F_actor,de Ancho (W) capacidad platos tedricos Tiempo
retencion (Tr) | Asimetria(T) (K’) (N) muerto
80 3.38 0.96 0.18 1.27 5641.68 1.49
80 3.38 0.97 0.18 1.27 5641.68 1.49
80 3.38 0.93 0.18 1.27 5641.68 1.49
80 3.39 0.95 0.18 1.28 5676.11 1.49
80 3.38 0.96 0.18 1.27 5641.68 1.49
90 3.38 0.96 0.18 1.27 5641.68 1.49
90 3.38 0.92 0.18 1.27 5641.68 1.49
90 3.38 0.93 0.18 1.27 5641.68 1.49
90 3.38 0.93 0.18 1.27 5641.68 1.49
90 3.37 0.93 0.18 1.26 5608.35 1.49
100 3.38 0.97 0.18 1.27 5641.68 1.49
100 3.38 0.94 0.18 1.27 5641.68 1.49
100 3.38 0.95 0.18 1.27 5641.68 1.49
100 3.38 0.94 0.18 1.27 5641.68 1.49
100 3.37 0.93 0.18 1.26 5608.35 1.49
110 3.38 0.93 0.18 1.27 5641.68 1.49
110 3.38 0.95 0.18 1.27 5641.68 1.49
110 3.37 0.93 0.18 1.26 5608.35 1.49
110 3.37 0.95 0.18 1.26 5608.35 1.49
110 3.37 0.93 0.18 1.26 5608.35 1.49
120 3.37 0.92 0.18 1.26 5608.35 1.49
120 3.37 0.96 0.18 1.26 5608.35 1.49
120 3.38 0.94 0.18 1.27 5641.68 1.49
120 3.37 0.95 0.18 1.26 5608.35 1.49
120 3.37 0.95 0.18 1.26 5608.35 1.49
Promedio 3.38 0.94 0.18 1.27 5631.02 1.49
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Anexo 4.2 Tabla de la Linealidad del sistema

Linealidad del sistema Mupirocina
80 90 100 110 120 mg/mL | Area
480.75 539.59 605.25 665.96 722.35 80 479.83
479.75 540.25 602.75 668.16 720.05 90 539.53
481.65 539.81 603.15 666.36 718.85 100 601.93
478.95 539.23 601.55 665.66 720.92 110 666.23
479.15 540.15 599.85 666.46 719.17 120 720.46
478.75 538.16 599.05 664.76 721.42 R 0.9996
Promedio 479.83 539.53 601.93 666.23 720.46 R2 0.9993
a -6.36
b 6.07
4.2.1 Factores de respuesta de la Linealidad del sistema.
Factor de repuesta
6.00 5.99 6.05 6.05 6.02
5.99 6.00 6.03 6.07 6.00
6.02 5.99 6.03 6.06 5.99
5.99 5.99 6.02 6.05 6.01
5.99 6.00 5.99 6.06 5.99
5.98 5.98 5.99 6.04 6.01
promedio 6.00 5.99 6.02 6.06 6.00
Desv. Estandar 0.01 0.01 0.02 0.01 0.01
C.V. 0.24 0.14 0.38 0.17 0.19
Varianza 0.0002 0.0001 0.0005 0.0001 0.0001
Varianza max 0.0005
G exp 0.50

4.2.2 Criterios de aceptacion de la Linealidad del sistema.

Coeficiente de correlacion maltiple 0.9996
Coeficiente de determinacién R"2 0.9994
Intercepto -6.36
Pendiente 6.07
Promedio 6.01
Desv. Estandar 0.01
C.V. 0.22
Test del intercepto -0.70
Test de la pendiente 68.07
Intervalo de confianza para intercepto 35,06 a 22,34
Intervalo de confianza para pendiente 5,79a6,36
Varianza max 0.0005
G exp 0.50

VALIDACION DE UN METODO ANALITICO POR HPLC PARA LA CUANTIFICACION DE
MUPIROCINA 2 % UNGUENTO EN LABORATORIOS CEGUEL EN EL PERIODO

COMPRENDIDO DE MAYO A NOVIEMBRE 2009.




UNAN-Managua, Facultad de Ciencias e Ingenierias.

Adinia Faife Lopez

Anexo 4.3 Tabla de la Linealidad del método.

Linealidad del método Mupirocina
80 90 100 110 120 mg/mL | Area
472.1 524.1 590.8 641.4 697.4 80 471.18
471.1 523.7 588.3 643.6 695.1 90 523.93
473 524.3 588.7 641.8 693.9 100 587.48
470.3 523.6 587.1 641.1 696.0 110 641.66
470.5 523.6 585.4 641.9 694.2 120 695.46
470.1 524.3 584.6 640.2 696.5 R 0.9995
Promedio 471.18 523.93 587.48 641.67 695.51 R2 0.9991
a 17.65
b 5.66
4.3.1 Factores de respuesta de la Linealidad del método.
Factor de repuesta
5.90 5.82 591 5.83 5.81
5.89 5.82 5.88 5.85 5.79
5.91 5.83 5.89 5.83 5.78
5.88 5.82 5.87 5.83 5.80
5.88 5.82 5.85 5.84 5.79
5.88 5.83 5.85 5.82 5.80
promedio 5.89 5.82 5.87 5.83 5.80
Desv. Estandar | 0.01432691 | 0.003762496 | 0.02278084 | 0.01024762 | 0.011260026
C.V. 0.2432499 | 0.064631251 | 0.38776998 | 0.17567353 | 0.194275626
Varianza 0.00020526 | 1.41564E-05 | 0.00051897 | 0.00010501 | 0.000126788
Varianza max 0.0005
G exp 0.53

4.3.2 Criterios de aceptacion de la Linealidad del método.

Coeficiente de correlacion multiple 0.9995
Coeficiente de determinacién R™2 0.9991
Intercepto 17.65
Pendiente 5.66
Promedio 5.84
Desv. Estandar 0.01
C.V. 0.21
Test del intercepto 1.79
Test de la pendiente 58.18
Intervalo de confianza para intercepto | -13,63 a 48,93
Intervalo de confianza para pendiente 5,35a5,97
Varianza max 0.0005
G exp 0.53
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Anexo 4.4 Tabla de la exactitud.

Area de las muestras

80 90 100 110 120
477.66 531.98 601.59 654.42 712.83
476.65 531.55 598.98 656.67 710.45
478.59 532.14 599.39 654.83 709.2
475.81 531.43 597.73 654.06 711.34
475.99 531.45 595.95 654.89 709.56

Concentracion Experimental
80.47 89.62 101.35 110.25 120.09
80.30 89.55 100.91 110.63 119.69
80.63 89.65 100.98 110.32 119.48
80.16 89.53 100.70 110.19 119.84
80.19 89.53 100.40 110.33 119.54
4.4.1 Criterios de aceptacion de la Exactitud.
Coeficiente de correlacion multiple 0.9993
Coeficiente de determinacion R™2 0.9987
Intercepto 0.98
Pendiente 0.99
Test del intercepto 0.48
Test de la pendiente 49.11
Intervalo de confianza para intercepto -5.50 a 7.47
Intervalo de confianza para pendiente 0.93a1.05
G exp 0.53
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4.5 Tablas de la Repetibilidad

Mupirocina
. Dias
Replica 1 > 3 4 5
1 579.5 584.2 581.6 583.2 580.8
2 580 583.2 584.6 583.7 585.3
3 583.7 584.2 586.2 582.4 586.7
4 581.2 581.8 586.3 581.3 586.1
5 578.6 581.5 585.3 582.6 585.4
6 579.2 582.1 576.3 584.7 583.7
7 583 580.1 585.1 582.2 583.2
8 583.7 579.5 584.8 582.7 582.5
9 582.7 587.1 578.5 585.1 584.6
CcVv 0.35 0.40 0.62 0.21 0.32
Desv STD 2.03 2.34 3.60 1.22 1.88
media 581.29 582.63 583.19 583.1 584.26
varianzas 4.13 5.46 12.93 1.49 3.54
vi =n-1 8 8 8 8 8
vi LnSi 2.83 3.39 5.12 0.79 2.53
h = # series 5
n=# lecturas 9 Xo.gs=1-a.
N=n*h 45 a=1-0.95
Vi =N-h 40 a=0,05
S% cong 2.21 X*=16.919
> 1/vi 0.63
1Y vi 0.13
3(k-1) 12 . ) 9 i ,
C 104 Criterios: Si M < X 095 las varianzas son homogeneas_
1/C 0.96 2.34<16.919 I_as varianzas son hpr_nlogeneas, _toda la serie
. " de resultados tiene la misma precision, es decir, que tienen
2.vi Lns'z 2 29.34 el mismo grado de dispersion.
> vi Ln S° cony 31.77
M 2.34

4.5.1 Tabla de sumatoria de los valores de Repetibilidad.

Grupos Cuenta Suma Promedio | Varianza M=1/C[( v) Lns?- i vi LnS;?]
Columna 1 9 5231.6 581.29 413 1 N
Columna 2 9 5243.7 582.63 5.46 C= 1+ S(T-'i)‘ (zT)
Columna 3 9| 52487 583.19 12.93 s D)

Columna 4 9| 52479 583.10 1.49 Vi s
Columna 5 9 5258.3 584.26 3.54 §2= T
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Anexo N°

Robustez del ensayo de Mupirocina

Longitud de onda 243 nm 240 nm 237 nm
o d 98.68 97.71 98.22
ngg;re‘tr?gorf 98.57 97.55 98.20
98.62 97.71 98.18
Promedio 98.63 97.65 98.2
CcVv 0.06 0.09 0.02
Temperaturas 35°C 40°C

Porcentaje de 98.36 97.44

recuperajci()n 98.20 9748

98.01 97.51

Promedio 98.19 97.47

CVv 0.18 0.04
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Anexo N° 6
Cromatograma de la linealidad del método

Validacion de Mupiracina Linealidad del metodo Fase movil: acetato de amonio 0.05MpH 4/ACHN 50640 COLUMMNA 5B C-8 FLUJO 1.5 mLfmin
29/07/2009 01:43:24 p.m.
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\alidacion de Mupirocing Linealidad del meioda Fase movil: acetaio de amonio 0.05MMpH 4ACH B0 COLUMMNA SB -5 FLLLID 1.5 mblimin
2007 r00% 0225001 pam,
100%Mupirocina2d_07_2009 02_11_48 pm.3_1.DATA - Prostar 325 Absorbance Channel 1 ELOTO0SS9014
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Validacion de Mupirocinag Linealidad del metodo Fase movil: acetato de amonio 0.05MpH 4ACH 5040 COLUMMA SB C-8 FLUJO 1.5 mLfmin
29/07/200% 02:57:32 p.m.
112 2§%Mupirocin§29_ 07 2009 02 46 06 p.m.5 2 DATA - Prostar 325 Absorbance Channel 1 ELO7059014
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Anexo N°7
Cromatogramas de la Repetibilidad del método.

Repetibiidad de!l metodo Determinacion de Mupirocina Fase movil: acetato de amonio 0.05MpH 4/ACH 60040 COLUMMNA 5B C-8 FLUJO 1.5 mLfmin
24/07/2009 01:14:19 p.m.

RepetMupirmetod24070924 07_2009 01_08_39 p.m.1_1.DATA - Prostar 325 Absorbance Channel 1 ELO7059014

1204
110

1004
90
80

Mupirocina

70
60

maU
)
=

Repetibiidad del metodo Determinacion de Mupirocina Fase movil: acetate de amonic 0.05MpH £/ACN 60020 COLUMMA S8 C-8 FLUWO 1.5 mLU'min
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Repetibilcad del metodo Determinacion de Mupinocing Fase movil: acetalo de anonio 00SMpH 4/ACH S000 COLUMNA S8 C-8 FLUIG 1.5 mUimin
24072009 012533 pm
Repethupirmelod24070924 07 2009 01_038_ 33 p.m.1_3.DATA - Prostar 325 Absorbance Channel 1 ELO7053014
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24/07/2008 01:31:19 p.m.
RepetMupirmetod24070924 07 2009 01 _08 3% p.m.1_4 DATA - Prostar 325 Absorbance Channel 1 ELO7055014
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Repatibdidad dal medodo Dedarrminacion de Mupinocing Fass movit scetato de amonsd DOSKpH 4/ACH B0M&0 COLUMNA 56 C-8 FLLMO 1.5 mLAmin
24072009 01:37:03 p.mn.
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Repetbiidad dal metods Detemunacion de Mupsnocna Fass movis scetalo de amomno 0LOSMpH &ACH E084&0 COLUMNA 58 C-3 FLULD 1.5 miLinnin
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Repstibiidad de! metodo Determinacion de Mupirocina Fase movil: acetato de amonic 0.05MpH £/4CHN 6040 COLUMMA 5B C-5 FLUWJC 1.5 mUimin

2410712005 01:59:52 pm.
RepetMupirmetod24070924_07_2009 01_08 39 p.m.1_9.DATA - Prostar 225 Absorbance Channel 1 ELO7059014
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Anexo N° 8
Flujograma del ensayo de Mupirocina.

Equivalente a: +

ar .5 =
10 ng [1'3'_ S o ﬂ < Determinar las
Lupwrocma de ungiiento Areas
Equivale a: ] y y
100 nginlLs de \ Aforar a 100 mL L
Mupirocina Reahzar calculos

y

v

Invectar 20uL

VALIDACION DE UN METODO ANALITICO POR HPLC PARA LA CUANTIFICACION DE
MUPIROCINA 2 % UNGUENTO EN LABORATORIOS CEGUEL EN EL PERIODO
COMPRENDIDO DE MAYO A NOVIEMBRE 2009.



UNAN-Managua, Facultad de Ciencias e Ingenierias. Adinia Faife Lopez

Anexo N° 9
Esquema del proceso de validacion de métodos.

IMICIO

Evaluacion de
informacion disponible
sobre wvalidacion del

Utilice el método
con confianza

Procadimiento
nommalizada y Documentar

2Dy rml s el meétodo v su
rep v Em' i validacion

Experimentos de Evaluacion de los
validacidn resullades, sagdn
especificaciones
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Glosario

Aftas: Pequefias ampollas que se forman en algunas membranas mucosas: La temperatura

ocasiona aftas bucales.

Aseguramiento de la calidad: es el conjunto de medidas y procedimientos definidos con el fin
de asegurar que los productos elaborados sean de la calidad necesaria para el uso al que estan
destinados.

b: Ordenada al origen o intercepto

Buenas précticas de laboratorio: conjunto de normas, procedimientos operativos y préacticas,

para garantizar que los datos generados por un laboratorio de Control de Calidad son integros,
confiables, reproducibles y de calidad.

Buenas préacticas de manufactura: conjunto de procedimientos y normas destinados a
garantizar la produccion uniforme de los lotes de productos farmacéuticos que cumplan las
normas de calidad.

Calibracion: proceso mediante el cual se establece si el desempefio de un instrumento satisface
las especificaciones establecidas.

Calidad: naturaleza esencial de un producto y la totalidad de sus atributos y propiedades, las
cuales determinan su idoneidad para los propdsitos a los cuales se destina.

Calificacion de equipo: accion de demostrar y documentar que el equipo o los sistemas
auxiliares estan correctamente instalados, trabajan y conducen realmente a los resultados
esperados.

Criterio de Aceptacioén: Las especificaciones que son utilizadas para tomar una decision para
aceptar o rechazar un lote o batch de producto o aceptar una pieza de equipamiento que ha sido

calificada.

Control de calidad: sistema planificado de actividades cuyo proposito es verificar la calidad

del producto.

VALIDACION DE UN METODO ANALITICO POR HPLC PARA LA CUANTIFICACION DE
MUPIROCINA 2 % UNGUENTO EN LABORATORIOS CEGUEL EN EL PERIODO
COMPRENDIDO DE MAYO A NOVIEMBRE 2009.



UNAN-Managua, Facultad de Ciencias e Ingenierias. Adinia Faife Lopez

Especificaciones: Descripcion de los requisitos que debe satisfacer el material inicial, el
material de empaque y los productos intermedios, a granel y terminados. Dichos requisitos
incluyen propiedades fisicas, quimicas y de ser posible bioldgicas.

Especificidad de un test analitico: Es la habilidad para calcular inequivocamente un analito en

presencia de otros componentes que Se espera que esté presente.

Estabilidad: capacidad que tiene un producto, de mantener por determinado tiempo sus
propiedades originales, dentro de las especificaciones establecidas.

Estandar: Una sustancia que ha sido reconocida por un conjunto extensivos de andlisis, para
ser un auténtico material de alta pureza. Este estandar puede ser obtenido a través de una fuente
reconocida o preparado por medio de una sintesis independiente o por una purificacion sucesiva

de un material existente de produccion.

Exactitud: Que mide la magnitud de los errores sistematicos.

Fiat: Organizacion que se encarga de un tipo especifico de medicion.

Limite de cuantificacion: Es la cantidad méas pequefia de analito en una muestra que puede ser
determinado en forma cuantitativa con precision y exactitud. Este limite es un parametro del
ensayo cuantitativo para bajos niveles de compuestos en muestras matrices y es usado

particularmente para la determinacion de impurezas y/o productos de degradacion.

Limite de deteccion: Es La cantidad minima de de analito en una muestra que puede ser

detectado pero no necesariamente cuantificado como un valor exacto.

Linealidad: La linealidad de un procedimiento analitico es su capacidad (dentro de un rango
dado) para obtener resultados de andlisis que son directamente proporcionales a la

concentracion (cantidad) de un analito en la muestra.
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Repetibilidad: Expresa la precision bajo las mismas condiciones de operacion a través de un

corto intervalo de tiempo. También significa una precision entre ensayos.

Validacion: accion documentada que demuestra que un procedimiento, proceso, equipo,

material, actividad o sistema conducen a los resultados previstos.

Tabla N° 27 Indicadores de las variables evaluadas

Variable Significado

r Coeficiente de correlacion

ré Coeficiente de determinacion

CVv Coeficiente de variacion o RSD.

IC Intervalo de confianza al 97.5%

> Sumatoria

by Pendiente

Sho Desviacion Estandar de la Pendiente

n Numero de replicaciones

N Numero total de determinaciones

%RSD Desviacion estandar Relativa
%R Porcentaje de recuperacion
ttan Valor de la distribucion t de Student con una probabilidad acumulada de
0.975

LCS Limite Superior del Intervalo de Confianza al 95%.
LCI Limite Inferior del Intervalo de Confianza al 95%

K Media del intervalo de confianza al 95 %

gl Grado de libertad
Xeab Valor de la varianza de la precision de Bartley

Gtab Valor critico de Cochran para la homogeneidad de las varianzas

SS Entre dias | Fuente de variacion del analisis de un factor ANOVA
SS Dentro dias | Fuente de variacion del andlisis de un factor ANOVA

Fiab Valor critico de F de Fisher de la homogeneidad de las medias
LD Limite de Deteccion

LC Limite de Cuantificacion

Var Varianza

FR Factor de Respuesta

Tr Tiempo de Retencion

K Factor de Capacidad
NPT Numero de Platos tedricos

T Factor de Asimetria

VALIDACION DE UN METODO ANALITICO POR HPLC PARA LA CUANTIFICACION DE
MUPIROCINA 2 % UNGUENTO EN LABORATORIOS CEGUEL EN EL PERIODO
COMPRENDIDO DE MAYO A NOVIEMBRE 2009.




