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RESUMEN

En el presente estudio se disefié una metodologia analitica rapida y ecoamigable para la
cuantificacion de diazepam en tabletas por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC) basada en el criterio de reemplazo de solventes peligrosos y optimizacion de los
parametros cromatograficos. La fase movil resultante esta constituida por una mezcla de
etanol-agua (70 : 30), la velocidad de flujo de 1 mL/min, longitud de onda de deteccién de
254 nm y temperatura de horno de 60 °C; la fase estacionaria esta compuesta por un
soporte de octadecil silano (C18) de 5 um de diametro y 250 mm de longitud de columna.
El tiempo de retencion del diazepam es de 2,96 minutos y el tiempo de corrida por muestra
es de 5 minutos. De acuerdo a los parametros de validacion aplicados, el intervalo de
concentracion para la deteccion de este analito se encuentra en el rango de 80 a 120 %,
resultando exacto con porcentaje de recuperacion mayores al 97 %, preciso con RSD
menores al 2 %, selectivo al no presentar interferencias por parte del solvente extractivo y
los excipientes, asi también robusto al no ser afecto a pequefias variaciones planteadas.
Finalmente, al comparar con el método analitico normalizado de la farmacopea americana,
se observa mediante las métricas verdes que el método validado es verde en los 4
parametros de evaluacion del pictograma NEMI y presenta mayor puntaje en la ecoescala
analitica, por lo que se constituye en un método analitico con menor impacto al medio

ambiente.

Palabras clave: desarrollo analitico, validacion, método normalizado, pictograma,

ecoescala, velocidad de flujo, HPLC



ABSTRACT

In the present study, a rapid and eco-friendly analytical methodology was designed for the
guantification of diazepam in tablets by High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
based on the criterion of replacement of hazardous solvents and optimization of
chromatographic parameters. The resulting mobile phase consists of a mixture of ethanol-
water (70: 30), the flow rate of 1 mL / min, detection wavelength of 254 nm and oven
temperature of 60 °C; The stationary phase is composed of an octadecyl silane support
(C18) of 5 ym diameter and 250 mm column length. The retention time of diazepam is 2,96
minutes and the running time per sample is 5 minutes. According to the applied validation
parameters, the concentration range for the detection of this analyte is in the range of 80 to
120 %, being accurate with recovery percentage greater than 97 %, accurate with RSD less
than 2 %, selective for not present interferences by the extractive solvent and the excipients,
as well as robust due to not being affected by small variations. Finally, comparing with the
standardized analytical method of the American Pharmacopoeia, it is observed through the
green metrics that the validated method is green in the 4 parameters of evaluation of the
NEMI pictogram and has a higher score in the analytical eco-scale, so it is constituted in a

analytical method with less impact on the environment.

Keywords: analytical development, validation, standardized method, pictogram, eco-scale,
flow rate, HPLC
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l. INTRODUCCION

Los benzodiacepinas son sedantes hipndticos aplicados en el tratamiento de trastornos
del suefio, tratamiento coadyuvante en sindromes convulsivos y epilépticos, asi como
en el trastorno de ansiedad!. Segun la OMS, una de cada cinco personas padece de
depresién y ansiedad, esta cifra ha ido en aumento con el pasar de los afios, para ello
es requerido en sus casos mas leves, el tratamiento ansiolitico, siendo los
benzodiacepinicos los farmacos de mayor demanda y prescripcién médica?. Se observa
gue la produccion mundial de benzodiacepinas, especialmente del diazepam, es de
interés de la industria farmacéutica, por ello se producen medicamentos que contienen
estos principios activos bajo diferentes presentaciones: tabletas, capsulas, inyectables,
entre otros; los cuales deben ser sometidos a procedimientos minuciosos para

garantizar la calidad del producto, desde su génesis como materia prima3.

En los departamentos de control de calidad de medicamentos es habitual que la
valoracién de activos se realice mediante cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) ya sea por técnica analitica normalizada (USP, BP, JP, etc) o no normalizada
(técnica propia validada), que permite separar y cuantificar analitos de interés, ademas,
los cromatégrafos pueden trabajar en serie por jornadas amplias®. Se utiliza un sistema
en fase reversa: fase estacionaria apolar (C8, C18, entre otros empaquetamientos) y
fase movil polar, siendo los solventes mas empleados el metanol, agua y acetonitrilo,
mientras que el THF, acetona y soluciones buffer se usan en menor proporcién®. Estos
solventes son colectados, tratados y eliminados mediante algun sistema de tratamiento
de residuos®, sin embargo, generan impacto negativo al medio ambiente siendo mas
representativo el caso del acetonitrilo’, seguin las guias de clasificacion de solventes de
la quimica verde, lo consideran como un solvente “problematico”. Por otro lado, de
acuerdo a las pruebas de dosis letal media, el acetonitrilo resulta ser un solvente nocivo
en caso de ingestion o contacto con la piel que puede provocar irritacion ocular grave y
a la vez nocivo en caso de inhalacién, por tanto, puede afectar al analista operador en

su manipulacion®.

Dentro de los principios de la quimica analitica verde, se recomienda la sustitucion de
solventes, enfocandose en el caso de la cromatografia liquida en el reemplazo del
acetonitrilo por otros que presenten un menor impacto®’. Asi también, estos principios

destacan la optimizacion cromatogréafica a través de la reduccién de tiempos de andlisis

1



por el uso de columnas mas cortas y de menor tamafio de particula, también por la
aplicacion de temperaturas mayores a la del ambiente (25 °C) para disminuir los tiempos
de retencion de los analitos y optimizar su separaciont!. Para garantizar la eficacia de
las técnicas analiticas modificadas (no normalizadas) se aplica un plan de validacion?'?
y ademas se verifica cuan ecoamigable es dicha técnica por medio de un sistema de
métricas. En quimica analitica verde estas métricas pueden ser cualitativas

(pictogramas NEMI) o cuantitativas (Eco-escala de puntaje)®.

Para el caso de los farmacos benzodiacepinicos existen algunas propuestas de técnicas
analiticas propias basadas en el reemplazo de solventes!*'’, como en el estudio de
Eldin Ahmed et al. (2014) quienes realizaron el desarrollo de un método en HPLC para
determinar clonazepam y sustancias relacionadas (impurezas por degradacion en el
tiempo) en formulados farmacéuticos. Para ello aplicaron criterios de la quimica analitica
verde (GAC), reemplazaron la fase movil de referencia: buffer fosfato de amonio pH =
8; metanol: tetrahidrofurano (60 : 52 : 13) por solventes alternativos: dodecilsulfato de
sodio, buffer acetato de sodio pH = 3,5 e isopropanol (25 : 55 : 20)!8. Segun la
farmacopea americana (USP), el sistema de solventes para la valoracion de una
benzodiacepina de interés como el diazepam (tanto en la forma de principio activo como
de tabletas) es acetonitrilo: agua: metanol (2 : 2 : 1)!° ante la poca literatura sobre
nuevas técnicas analiticas verdes, se busca a través del presente estudio efectuar el
desarrollo analitico y validacién de una propuesta verde por HPLC para la determinacién
del diazepam bajo la forma de principio activo, basado en el principio de reemplazo de
solvente (acetonitrilo) y optimizacion de los parametros analiticos, asi como la aplicaciéon
de las métricas correspondientes para verificar cuan verde resultara la técnica
desarrollada a fin de ser aplicada en los analisis de rutina en laboratorios de control de

la industria farmacéutica.

El control de calidad de medicamentos es bastante estricto y riguroso, ello implica que
las técnicas aplicadas para la valoracion (cuantificacién) de principios activos sean de
fuentes normalizadas (farmacopeas) o en su defecto, sean validadas. La gran mayoria
de laboratorios aplican las técnicas de las farmacopeas y solo en casos excepcionales
(cuando no esta referenciado el activo) realizan la validacion. Las técnicas analiticas de
valoracién habituales emplean en su mayoria la cromatografia liquida de alto
performance (HPLC), utilizando los solventes en las proporciones que se indican en las
farmacopeas; sin embargo, muchos de estos como es el caso del tetrahidrofurano o el
acetonitrilo, implican exposicion a la salud del analista quimico e impactan

negativamente al medio ambiente cuando son desechados. Un compuesto de interés



para la industria farmacéutica como el diazepam (bajo la forma de materia prima de
principio activo y producto terminado tipo tableta) segun la farmacopea americana
(USP), emplea en su sistema de solventes al acetonitrilo, compuesto considerado como

“peligroso” al medio ambiente.

1.1 FORMULACION DEL PROBLEMA

En la revision de literatura realizada, se observé que al ser la quimica analitica verde un
campo nuevo dentro de la quimica, hay pocos casos de estudios con propuestas verdes
validadas para la determinacion de principios activos de interés como es el caso de los
benzodiacepinicos, por lo que se considera imperioso, realizar un estudio completo que
establezca el desarrollo y validacion de una propuesta analitica verde para la valoracion
de diazepam, farmaco ansiolitico de amplio uso, por cromatografia liquida de alto
performance HPLC y que ademas considere las métricas verdes, porque en general la
gran mayoria de estudios de este corte, solo presentan los resultados de la validacién y
obvian considerar las métricas que propone la quimica verde para evaluar en realidad

cuan verde resulté el nuevo método desarrollado.



1.2 OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

Desarrollar y validar una técnica analitica, segun los parametros y métricas de la quimica
verde, para la determinacién de diazepam en tabletas mediante cromatografia liquida

de alta performance.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Establecer una propuesta verde (segun los principios de la GAC) a la técnica
analitica normalizada de la Farmacopea Americana para la valoracién de diazepam
en tabletas

— Evaluar el desempefio de la técnica verde propuesta (Fase de desarrollo analitico)

— Establecer y ejecutar los pardmetros de validacion en funcion a criterios
guimiomeétricos y estadisticos

— Comparar el desempefio de la propuesta analitica verde respecto a la técnica
normalizada de la Farmacopea Americana para valoracion de diazepam en tabletas

— Definir y ejecutar las métricas cuali-cuantititavas para determinar cuan ecoamigable

es la técnica analitica verde propuesta.



I. MARCO TEORICO

2.1 ANSIEDAD Y ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

La ansiedad es un fenbmeno mental que se manifiesta por medio de procesos
defensivos del organismo del sujeto, puede ser volitivo al potencial del desarrollo de la
personalidad, la consecucién de metas y para mantener el rendimiento a nivel laboral y
comportamental. Esta al presentarse de forma excesiva puede ser contraproducente
para la salud mental, conduciendo a enfermedades y afectando al adecuado

desenvolvimiento del sujeto?.

De acuerdo a la clasificacion internacional de las enfermedades y problemas
relacionados a la salud (décima revision), en el capitulo V dedicado a los trastornos
mentales y del comportamiento, la ansiedad se ubica principalmente dentro de los
trastornos neuréticos secundarios a situaciones estresantes y somatomorficas,
destacando el trastorno mixto de ansiedad y depresion, el trastorno de ansiedad

orgénico y el trastorno de ansiedad generalizada?:.

Las enfermedades y trastornos mentales comunes tales como la ansiedad y la depresién
son muy frecuentes, tal es asi que estudios epidemiolégicos realizados en nuestro pais,
a cargo del Instituto Especializado en Salud Mental Honorio Hideyo Noguchi indican que
un 37 % de la poblacién tiene la posibilidad de padecer un trastorno mental en alguna

etapa de su vida?2.

Aproximadamente el 50 % de personas que padecen depresion evidencian ademas

episodios de ansiedad, es decir que ambas se encuentras correlacionadas?.

Actualmente el abordaje de la salud mental constituye una de los principales ejes de
accion del Ministerio de Salud, siendo la reciente ley N° 30947 Ley de Salud Mental, uno
de los principales logros para democratizar el acceso a servicios de salud mental
comunitarios y especializados a nivel nacional. Destacandose que ahora los
establecimientos farmacéuticos de todo el Peru deberan contar con un 30 % de su stock
en medicamentos psicofarmacos del listado de medicamentos esenciales priorizados
por el Ministerio de Salud y la Digemid, quien se encargara de fiscalizar la ejecucion de

esta norma?.



2.2 FARMACOS ANSIOLITICOS. BENZODIACEPINAS

Los farmacos ansioliticos son aquellos que atendan o eliminan la sensacion de
ansiedad, sin provocar sedacion o suefio en el paciente. Sin embargo, dosis
aumentadas de estas sustancias pueden generar la sedacion, suefio, anestesia y hasta

la muerte®.

Los farmacos ansioliticos se clasifican en sedantes hipnéticos: benzodiacepinas,
barbitaricos y meprobamato; agonistas parciales de los receptores 5-HTA;a: buspirona,
ipsapirona y gepirona; los que producen bloqueo de componentes vegetativos:

neurolépticos, antidepresivos®.

Los benzodiacepinas se caracterizan por tener en comun el nucleo del anillo
benzodiazepinico. La mayoria poseen los N del anillo en la posicion 1y 4. Ademas de
tener el radical cloro en posicién 7 como es el caso del diazepam, flurazepam, oxazepam

y temazepam o NO, como el clonazepam? (Ver figurasly 2).

5-Phenyt-1, 3-dihydro-2H-1,4-benzodiazepin-2-ones Exmd
Hy H {

3 Clotiazepam 4 Ripazepam

Ring B CH,

X Y Ry R,
a) Diazepam Cl H CH4 H
b) Nordazepam Cl H H H Cl
¢) Oxazepam cl H H OH
d) Flurazepam Ci F  CH,CH;NEt; H
@) Delorazepam c o H H
f) Lorazepam c H OH 5 Clobazam
g) Nitrazepam NO, H H H
h) Flunitrazepam NO, F CH, H Ring C H Ha
i) Clonazepam NO, Cl H H N N
k) Meclonazepam NO, Cl H CHy
Br Cl
-
)
6 Bromazepam 7 Tetrazepam

Fig.1. Clasificacion quimica de las benzodiacepinas®®




T'2 corta (<6 h)
Midalozam (R)
H: 75-1,5mg/24 h
Triazolam (1)*
H: 0,125 mg/24 h
Zolpidem (L)
H: 10 mg/24 h
T'/2 intermedia (6-24 h)
Temazepam (R)
A:5mg/i8h
Lorazepam (1)*
H: 1-22 mg/24 h
Alprazolam ()*
A: 025-0,5mg/8 h
Oxazepam (L)
A: 1030 mg/8 h

T'/2 prolongada (> 24 h)
Clorazepato (R)*

A:5-15mg/8h
H: 15 mg/24 h

Clordiazepéxido (1)
A:5-25mg/8h

Brotizolam (R)

H: 0.25-0,5 mg/24 h

Loprazolam (1)
H: 1 mg/24 h
Zopiclona (L)
H: 7.5 mg/24 h

Flunitrazepam (1)*
H: 0.5-1 mg/24 h

Bromazepam (1)
A:15mg/8 h

Diazepam (R)*
A:5-10mg/8 h
H: 5-10 mg/24 h
M:5mg/8 h

Clobazam (1)

A: 10mg/12 h

Clotiazepam (R)
A:Smg8h

Lormetazepam (1)
H:1mg24h

Halazepam (1)
A:20-40 mg/8 h

Flurazepam (R)

H: 15-30 mg/24 h

Clonazepam (1)
A:0S5mg/8h

Bentazepam (R)
A:25mg8 h

Nitrazepam (1)
H:5-10 mg/24 h

Tetrazepam (R)
M: 50 mg/8 h

Medazepam (1)

A 2-4 caps/24 h (asociacion)

Quazepam (1)

H: 7.5-15mg/24 h
Prazepam (L)

H: 20 mg/24 h
Ketazolam

H: 15-60 mg/24 h

Pinazepam
A:25-10mg/12 h

Camazepam
A: 10-20 mg/12 h

Fig. 2. Clasificacion de las benzodiazepinas de acuerdo al tiempo de vida media?’

Las benzodiazepinas son consideradas dentro del formulario nacional como
medicamentos esenciales debido a su importancia en la salud publica, de alli que se

requieran en todos los establecimientos de salud y oficinas farmacéuticas del pais 282,

2.2.1 EL DIAZEPAM

El diazepam es una benzodiazepina de potencia media que es usada comunmente
como anticonvulsivante, ansiolitico, sedativo y para la miorrelajacion. Se constituye
como la benzodiazepina mas usada para tratar los sintomas de la ansiedad; esta
disponible en presentaciones intramusculares e intravenosas (inyectables), orales
(tabletas y capsulas), rectales y en geles. Habitualmente las dosis de 2 a 10 mg via oral
2 a 4 veces por dia, es utilizada para tratar la ansiedad, esto es ajustable al nivel de
severidad sintomatolégica del paciente 3. En la figura 3 se muestra la estructura quimica

del diazepam.



Cl

Fig.3. Estructura quimica del diazepam (7-cloro-1,3-dihidro-1-metil-5-fenil-2H-1,4-

benzodiazepin-2-ona) *°

2.3 CONTROL DE CALIDAD DE MEDICAMENTOS EN LA INDUSTRIA
FARMACEUTICA

El control de calidad es una actividad esencial para la industria farmacéutica. Los
medicamentos que salen al mercado deben garantizar que sean seguros y
terapéuticamente efectivos en presentaciones o formulaciones que aseguren su
desempefio. Para ello, los principios activos son producidos en condiciones inocuas y
ademas se demuestra la estabilidad del producto a través del tiempo para determinar el
tiempo de vida util del mismo. De igual manera, equipos de vanguardia por medio de
métodos analiticos desarrollados y validados dan la confiabilidad de la calidad de la

forma farmacéutica, de acuerdo a normatividad internacional®:.

En el 4rea de la investigacion farmacéutica, los procesos analiticos para
determinaciones en materia prima, intermediarios, producto terminado, impurezas,
productos de degradacion y muestras biolégicas que contienen a los principios activos
y sus metabolitos principales. Los métodos analiticos oficiales involucran técnicas
comprendidas en monografias que ayudan a caracterizar e identificar la calidad de
productos y farmacos, asi como del principio activo. Los métodos empleados en las
monografias son diversos como electroquimicos, espectroscopicos (UV y FTIR),
separativos (cromatograficos y electroforéticos); de acuerdo a la naturaleza y

propiedades del analito®? (ver figura 4).



Table 2 Proportion of various analytical methods prescribed
for the assay of bulk drug materials in Ph. Eur. 4 and USP

XEVIL
Method Ph. Eur. USP
4 (%) 27 (%)
HPLC 15.5 H
GC 2 M
Titration 69.5 40.5
Acid-base 57.5 29.5
Aqueous mixtures 21 5.5
Indicator 6.5 45
Potentiometrnie 14.5 1
Non-agueous 36.5 24
Indicator 9.5 14
Potentiometrie 27 10
Redox (lodometry, Nitritometry, etc.) 6.5 55
Other (complexometry, argentometry, 5.5 5.5
ete.)
UV—wis spectrophotometry 9.5 8.5
Microbiological assay (antibiotics) 3 25
Other (IR, NMR, polanmetry, 0.5 2

fluorimetry, atomic absorption
spectroscopy, polarography, gravimetry
ele.)

Source: 5. Gorog/lournal of Pharmaceutical and Biomedical

Analyas 36 (2005) 931-937.

Fig.4. Comparacion de métodos analiticos aplicados para andlisis de farmacos a

granel segun la farmacopea europea Nro 4 y la USP 27.%2

Las especificaciones de calidad de un producto farmacéutico involucran cierto tipo de
especificaciones que se adecuan de acuerdo al tipo de forma farmacéutica, siendo las

principales®:

- Caracteristicas fisicas: dureza, friabilidad.

- Identificacion del principio activo

- Cuantificacion de constituye(s) con actividad terapéutica

- Ensayos en excipientes: colorantes usados, agentes antimicrobianos,
antioxidantes, preservantes de acuerdo a limites de aceptacion.

- Ensayos de pureza

- Test de performance: disolucién

- Ensayos de seguridad o evaluacién de toxicidad, principalmente aplicables a

productos biolégicos



En la figura 5 se muestra graficamente el porcentaje de uso de diferentes técnicas

cromatograficas en el analisis de impurezas en medicamentos.

GC-MS
LC-MS 2%
8%
MEKC
3%
GC
7%
HPTLC
9%
HPLC
53 %
CE
18 %

Fig. 5. Patrén de uso de diferentes técnicas cromatograficas empleadas para el
andlisis de impurezas en medicamentos®3

2.4 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PERFORMANCE

La cromatografia liquida de alta performance (HPLC) deriva de la tradicional
cromatografia en columna y se constituye en una de las herramientas mas importantes
en la quimica analitica. Preferentemente utilizada por la industria farmacéutica como
una herramienta analitica integral aplicada en diversas etapas del desarrollo de un
medicamento, asi como en su produccion. Empleada para el monitoreo de la pureza de
principios activos, reacciones en el proceso de escalamiento industrial, contaminaciones
cruzadas, asi como la posible interaccidbn con los excipientes e identificacion de

intermediarios y compuestos de degradacion®.
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Instrumentacion?®®

El sistema instrumental del HPLC esta constituido por una bomba, inyector, columna,

detector, sistema de integracion (Ver figura 6).

- Reservorio de solvente: la fase movil esta presente en un contenedor de vidrio.

La fase movil puede estar constituida por una mezcla de solventes polares y no
polares; las proporciones variardn de acuerdo a los criterios de desarrollo
analitico.

- Bomba. Este componente ejerce succion de la fase mévil y la impele hacia la
columna para que pase a través de esta a un flujo y presion determinados. La
presion generada ird de acuerdo a las caracteristicas de la columna:
dimensiones, tamafo de particula, flujo, composicion y viscosidad de la fase
movil.

- Inyector. Manual o automatizado, impele la muestra o analito de interés hacia la
columna para que se someta al proceso separativo. Impele el contenido en
volimenes definidos.

- Columna cromatografica. Habitualmente de 50 mm a 300 mm de longitud.

Generalmente con una fase estacionaria cuyo tamafio de particula va entre 3 y

10 um.
1 Solvent -

(ol {1 N

. ] _
HPLC Column Chitii

._gp'njector
o _
Pump Detector  yyaste

Fig.6. Componentes de un sistema de HPLC3*
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Fig.7. Mecanismo de separacion en una columna cromatogréafica®

En la cromatografia liguida en HPLC tanto el equipo como los pardmetros quimicos
asociados a la columna deben ser optimizados para garantizar un proceso separativo

Optimo, que se manifestara en los reportes cuali-cuantitativos del analista (Ver figura 7).

Parametros a considerar:

- Composicion de la fase movil

- Quimica de la fase ligada

- Columnay empaquetamiento

- Pretratamiento y concentracion de la muestra

- Flujo, temperatura y longitud de onda de trabajo
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2.5 DESARROLLO ANALITICO®%
Aspectos a considerar en el desarrollo de un método analitico por HPLC:

1. Conocimiento de las propiedades fisicoquimicas del analito
Las propiedades fisicoquimicas del analito tales como la solubilidad, polaridad, pKa
y pH juegan un rol primordial en el desarrollo analitico porque ayudaran en la
seleccion del tipo de solvente(s) a utilizar en la composiciéon de la fase movil, asi

como en la eleccion de la fase estacionaria.

2. Seleccioén de las condiciones cromatogréficas

- Seleccion de columna cromatografica
La columna cromatografica es la pieza central en el analisis por HPLC, una
seleccion apropiada garantizard buenas condiciones de separacion. Una mala
seleccién, generaria datos inexactos y separaciones deficientes. Su seleccién
implica la consideracion de la quimica de la fase estacionaria, tamafio de particula
y dimensiones de columna. Las matrices mas comunes para HPLC son preparadas
a base de silica y se caracterizan por su robustez, facil derivatizacion, preparacion
y esfericidad. Ademas, el sistema de fase reversa (fase estacionaria apolar: C8,
C18y fase movil polar: EtOH, MeOH, ACN) es el mas empleado por su practicidad

y buenas caracteristicas resolutivas.

- Optimizacién de la fase movil (efecto del pH, seleccién de buffer, modificadores
organicos)
Si el analito se ioniza, la propiedad del pH de la fase mévil basada en el pKa
adquiere un rol fundamental, asi como el pH de trabajo que debe ser regulado.
Seleccion del detector y longitud de onda. La aplicacién de los solventes puede ser

en sistema en gradiente o continuo.

- Seleccion del detector y longitud de onda
El tipo de detector a seleccionar dependerd de las propiedades del analito. El
detector mas empleado es el ultravioleta (UV), aunque también se usa el de
fluorescencia, electroquimico, de indice de refraccion y espectrometria de masas.
La longitud de onda habitualmente se selecciona luego de un barrido espectral,

donde indica la longitud de onda maxima del analito.
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3. Desarrollo del enfoque de andlisis
Seleccion de los parametros analiticos a utilizar basado en pilotos de investigaciéon
considerando criterios de idoneidad como RSD, numero de platos tedricos, factor

cola, asimetria.

4. Preparacion de la muestra
Etapa critica del proceso, porgue el analito de interés muchas veces no radica en
muestras de materia prima de disolucion directa, sino que requiere de sistemas
extractivos y de filtracion que garanticen la completa obtencion de la sustancia y la

aplicacion pertinente de sus alicuotas.

5. Optimizacién del método analitico
Basado principalmente en la mejora de las condiciones cromatograficas empleadas
previamente a fin de definir los parametros definitivos como composicion de la fase
movil, flujo, temperatura de trabajo, sistema de solventes, uso de buffer, flujo,

volumen de inyeccion entre otros.

2.6 VALIDACION DE TECNICAS ANALITICAS

La validacion de métodos es una condicion vital en la practica analitica-quimica. Trata
del proceso para establecer un método analitico y la verificacion de que es consistente
y presenta adecuado desempefio. La validacién tal cual, se manifiesta en un

procedimiento documentado.

La validacion del método permite al analista quimico y/o laboratorio demostrar que un

método resulta adecuado para el uso destinado.

Un método se valida cuando es preciso demostrar que sus caracteristicas de
desempefio son adecuadas para el uso destinado. Habitualmente se valida: métodos no
normalizados, métodos desarrollados por el propio laboratorio (técnicas propias),
métodos normalizados empleados fuera de su esfera de aplicacion (asi mismo
ampliaciones y/o modificaciones) y cuando se desea comparar la equivalencia entre dos

métodos (método desarrollado y normalizado)38-3.
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Para el desarrollo de pruebas de validacion, el analista debe conocer el procedimiento
de ensayo, el total de pruebas o mediciones a realizar de acuerdo a un plan de
validacién, previamente establecido. El personal a realizar el programa de validacion
debe estar calificado y los equipos calibrados. Los parametros de validacién (Fig.8)
deben ser debidamente registrados y almacenados para su posterior analisis
matematico y estadistico, mediante el empleo de software estadistico o plantillas de

calculo preestablecidas®.

EXACTITUD REPETIBILIDAD
PRECISION REPRODUCIBILIDAD
LIMITE DE PRECISION
DETECCION INTERMEDIA
LIMITE DE

CUANTIFICACION

PARAMETROS DE
VALIDACION LINEALIDAD

ESPECIFICIDAD

LINEALIDAD

RANGO

INCERTIDUMBRE

Fig. 8. Parametros considerados para la validacion de técnicas analiticas

Los parametros de validacion o procedimientos analiticos de validacion se deben aplicar
considerando la naturaleza del material farmacéutico o propésito del procedimiento, es
por ello que, dependiendo de la categoria de clasificacion, se aplicaran determinados
pardmetros. Las categorias en general dividen a los compuestos de interés por si se
desea realizar identificacion cualitativa, cuantitativa, evaluaciéon de las trazas de
impurezas o compuestos de degradacion, asi como parametros de desempefio
establecidos para el producto terminado“. En las tablas 1 a 3 se presenta la clasificacion
de los ensayos analiticos de acuerdo con la OMS y la USP, asi como los parametros de

validacién segun la USP.
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Tabla 1. Clasificacion OMS de los ensayos analiticos*!

CLASIFICACION DE ENSAYOS ANALITICOS SEGUN OMS

CLASE A Para establecer identidad

CLASE B Para detectar y cuantificar impurezas

CLASEC Para determinar cuantativamente concentracion
CLASE D Para evaluar caracteristicas de disolucion,

uniformidad de contenido

Tabla 2. Clasificacion USP de los ensayos analiticos*

CLASIFICACION DE ENSAYOS ANALITICOS SEGUN USP

Cuantificacion de principios activos en producto

CATEGORIA | : :
terminado (incluye conservantes).
) Determinacion de impurezas en materias primas
CATEGORIA I 0 productos de degradacion en productos
farmacéuticos.
. Determinacion de caracteristicas de desempefio:
CLuESOIRIA disolucién, liberacién de principio activo, etc.
CATEGORIA IV Ensayos de identificacion
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Tabla 3. Parametros requeridos para validacion de acuerdo a la USP#°

CATEGORIA | CATEGORIA Il CATEGORIA I ‘

CARACTERISTICAS _ _ EuEeiRA I

DE DESEMPENO | (Prod. Terminado, | Pruebalimite | Pruebalimite | (caracteristicas (Pruebas de

ANALITICO materia prima y cuantitativa cualitativa de desempefio, identificacion)
conservantes) (Impurezas en (Metales disolucién)
farmacos) pesados, etc)

EXACTITUD X X
PRECISION X X X
SELECTIVIDAD X X X
LIMITE DE
DETECCION
LIMITE DE ) X
CUANTIFICACION
LINEALIDAD X X
INTERVALO X X

*Puede requerirse de acuerdo a la naturaleza de la prueba

2.7 LA QUIMICA VERDE

De acuerdo a la definicion de la EPA (Environmental Protection Agency) la quimica

verde es aquella division de la quimica que disefia productos y procesos quimicos que

son menos lesivos al medio ambiente, evitando la formacién de agentes contaminantes.

La quimica verde no es una divisién aislada de la quimica, sino que su enfoque es

interdisciplinar basado en principios quimicos, ecolégicos y de responsabilidad social,

evidenciados en propuestas creativas e innovacion cientifica®?44.

2.7.1 PRINCIPIOS DE LA QUIMICA VERDE*

En los afios 90, Paul Anastas y John Warner postularon los 12 principios de la Quimica

Verde, los cudles aun se utilizan en la actualidad, que se basan principalmente en la

disminucién o no uso de solventes toxicos en procesos quimicos y analiticos. Estos

principios promueven acciones directas con un impacto favorable en el medio ambiente,

sobre las sintesis, procesos, analisis y destino de uso de sustancias quimicas, con el fin

de minimizar el impacto ambiental y ocupacional (laboral) inherente a la practica

guimica.
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Los 12 principios de la quimica verde son (Ver figura 9):

1.

PREVENCION
“Es preferible evitar la produccion de un residuo que reciclarlo, tratarlo o disponer

de él una vez que se haya formado”

ECONOMIA ATOMICA
“Los métodos de sintesis deberan disefiarse de manera que se incorporen al
maximo los reactivos en el producto final, minimizando la formacion de

subproductos, lo que favorece al principio 1”

USO DE METODOLOGIAS QUE GENEREN PRODUCTOS DE TOXICIDAD
REDUCIDA

“Siempre que sea posible, los métodos de sintesis deberan disefarse para utilizar
y generar sustancias que tengan poca o ninguna toxicidad, tanto para el hombre

como para el medio ambiente”

GENERACION DE PRODUCTOS EFICACES, PERO NO TOXICOS
“Los productos quimicos deberan ser disefiados de manera que mantengan la

eficacia a la vez que reduzcan su toxicidad”

REDUCCION DEL USO DE SUSTANCIAS AUXILIARES
“Se evitara, en lo posible, el uso de sustancias que no sean imprescindibles
(solventes, reactivos para llevar a cabo separaciones, etc.) y en el caso de que se

utilicen, que sean lo mas inocuos posible”

DISMINUCION DEL CONSUMO ENERGETICO
“Los requerimientos energéticos seran catalogados por su impacto medioambiental

y econémico, reduciéndose todo lo posible”

USO DE MATERIAS PRIMAS RENOVABLES
“Las materias primas han de ser preferiblemente renovables en vez de agotables,

siempre que sean técnica y econdémicamente viables”

EVITAR EL USO INNECESARIO DE LA DERIVATIZACION
“Se evitara en lo posible la formacion de derivados (grupos de bloqueo, de

proteccion/desproteccion, modificacion temporal de procesos fisicos/quimicos)”
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9.

10.

11.

12.

POTENCIACION DE LA CATALISIS
“Se emplearan catalizadores (lo mas selectivos), reutilizables en lo posible, en lugar

de reactivos estequiométricos”

GENERACION DE PRODUCTOS BIODEGRADABLES
“Los productos quimicos se disefiaran de tal manera que al finalizar su funciéon no
persistan en el medio ambiente, sino que se transformen en productos de

degradacién inocuos”

DESARROLLO DE METODOLOGIAS ANALITICAS PARA LA MONITORIZACION
EN TIEMPO REAL
“Las metodologias analiticas seran desarrolladas para permitir el monitoreo y

control en tiempo real de procesos, previo a la formacién de productos secundarios”

MINIMIZAR EL POTENCIAL DE ACCIDENTES QUIMICOS
“Se elegiran las sustancias empleadas en los procesos quimicos de forma que se
minimice el riesgo de accidentes quimicos, incluidas emanaciones, explosiones e

incendios”

12. Accidents prevention

1. Prevention

11. Real-time analysis for

pollution prevention

10. l)cgradalfon products msicacmony
design ﬂ
/ ? ‘ \
9. Caralysis 3. Safer chr:.mual
- synthesis

&

8. Reduction of
derivatives

7. Use of rencwable raw @

materials

4. Safer chemicals design

© 93
®

5. Use of safer solvents and
; auxiliaries
6. Encrgy cfficiency
Fig.9. Principios de la quimica analitica verde propuestos por Anastas y Warner*

2.7.2 CAMPOS DE LA QUIMICA VERDE**4
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b)

d)

Investigacion en el area de reacciones cataliticas y biocataliticas con el fin de
obtener compuestos con mayor selectividad, pureza y sin formacién de productos
toxicos.

Busqueda de nuevos materiales, no contaminantes y renovables

Disefio de sustancias quimicas menos toxicas y ecoamigables

Busqueda y desarrollo de nuevas alternativas, no toxicas y ecolbgicas para los
medios de reaccion tales como agua, liquidos idnicos y fluidos supercriticos.
Busqueda y desarrollo de condiciones novedosas para las reacciones quimicas y
que garanticen rendimientos tales como uso de microondas, ultrasonido o
aplicacion de luz.

Busqueda de rutas alternativas para la purificacién de aire y agua contaminados

para mejorar su calidad

Mecthod

Reagents

? Qualification

Accessories Time

Fig.10. Pentagono del pensamiento ecolégicamente correcto
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2.7.3 LA QUIMICA ANALITICA VERDE#6-48

La aplicacion de procedimientos analiticos puede causar un potencial impacto negativo
al medio ambiente y serios riesgos para la salud e integridad de los operarios, este
aspecto siempre ha sido de interés de los investigadores (Ver figura 10). Desde un
abordaje econémico, las metodologias analiticas y el riesgo inherente al procesamiento
de muestras, uso de alicuotas de reactivos, empleo masivo de solventes, consumo de
energia conforme avanza la sofistificacion de la instrumentacién, despertaron el interés
de los quimicos analiticos y de las empresas con el fin de optimizar procedimientos y
reducir la produccién de residuos que implican tratamientos posteriores y mayor gasto.
Ante estas necesidades es que los quimicos analiticos vieron conveniente aplicar el

término de Quimica Analitica Verde (GAC: Green Analytical Chemistry).

La quimica analitica verde es una seccién de la quimica verde que busca contribuir a
través de los medios analiticos a disminuir el impacto negativo contra el medio ambiente.
Para ello trata que los reactivos a utilizar sean no toxicos, seguros y en lo posible de
fuentes renovables. Uso minimo de muestras, que sean analizadas en instrumentos
eficientes por medio de métodos analiticos automatizados, in situ, que no impliquen
tratamiento o derivatizaciones, garantizando una menor produccién de desechos a ser
tratados o eliminados, asi como la seguridad en todo momento del operador. Su
principal objetivo es obtener (o mejor posible) informacion acerca de una muestra sin

alterarla o producirle dafio (Ver figura 11).

BEST

()
S
K3 Remote sensing without sample damage
é Remote sensing with little physical damage
Qé Non-invasive analysis
&.t In-field sampling and direct analysis

(2] In-field sampling and on-line analysis
$ On-line analysis

i At-line analysis

&

O

Off-line analysis

- External sample pre- and treatment and batch analysis

Fig. 11. Organizacion jerarquica del analisis de muestra segun criterios verdes®.
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2.7.3.1 PRINCIPIOS DE LA QUIMICA ANALITICA VERDE**

En la figura 12 se presenta los doce principios de la quimica verde aplicados a la

guimica analitica.

1. Seleccionar una técnica analitica directa

2. Integracion analitica de procesos y operaciones

3. Generar la menor cantidad de residuos posibles y tratarlos adecuadamente

4. Evitar el gasto inncesario de energia

5. Implementar automatizacidn y miniaturizacién de métodos

6. Reactivos obtenidos a partir de recursos renovables

7. Incrementar la seguridad al operador

8. Llevar a cabo mediciones in situ

9. Evitar la derivatizacion

10. Reducir al minimo el nimero de muestras

11. Escoger métodos multianalitos o multiparametros

12. Eliminar o reemplazar reactivos téxicos

Fig. 12. Los principios de la quimica verde aplicados a la quimica analitica verde
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En la figura 13 se pueden observar los esfuerzos realizados a través del tiempo para posicionar la teméatica verde en el campo de la quimica,

comenzando desde temas genéricos hasta otros mas precisos como es la definicion de los 12 principios de la quimica analitica verde.

12 principles
green analytical
chemistry

12 principles Green analytical
Green Chemistry chemistry

1970 1980

Environmentally
friendly analytical Green certificate

chemistry

Clean analytical
method

1970 1990 2000 2010
Flow injection analysis Supercritical fluid extraction Solid-phase microextraction Lab-on-valve Rise of Smart materials
Microwave-assisted digestion Microwave-assisted extraction Sequential injection analysis Ultra high performance LC Smartphone-based methods
Solid-phases pectrophotometry Head-space injection Micrototal analytical system Electrochemical sensors Lab-on-skin
Cloud point extraction Passive sampling Nano LC

Molecular imprinting SPE
Multicommutation flow systems
Single drop microextraction
Stir bar sorptive extraction

Chemometrics

Fig.13. Progreso de la quimica analitica verde a través del tiempo 4°
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2.7.3.2 SISTEMAS DE METRICAS EN LA QUIMICA ANALITICA VERDE®"%2

Actualmente muchos analistas quimicos publican investigaciones enfocadas en el
desarrollo de nuevas metodologias de corte eco amigable indicando que su nuevo
procedimiento es verde, sin embargo, muchos no ofrecen una evaluacién a través de
métricas, asi como comparacion con el método convencional o estandar. Con el fin de
evitar el sesgo y brindar mayor soporte a los estudios llevados a cabo por los
investigadores, es que se han desarrollado herramientas para medir cuan ecoamigable

resulta un método.

Las métricas mas utilizadas en la quimica verde son el factor de impacto ambiental, la
economia atémica y la reaccion masa-eficiencia, estas son empleadas para determinar

el caracter verde de reacciones de sintesis organica.

Para el caso de la evaluacion del comportamiento verde de determinados
procedimientos analiticos, hay diversos métodos de medicion (Ver figura 14), tales

como:

a) ETIQUETADO NEMI (CUALITATIVO)

Consiste en un circulo de cuatro campos, cada uno refleja diferentes aspectos de la
metodologia analitica descrita y es llenado de color verde si cumple ciertos requisitos
establecidos. Primero, ninguno de los reactivos presenta bioacumulacién o efecto
toxico. Segundo, ninguno de los reactivos utilizados esta listado como peligroso.
Tercero, el pH de las muestras debe estar entre 2 — 12 para evitar efectos corrosivos al

medio ambiente. Cuarto, durante el proceso menos de 50 g de desecho es producido.

b) ECO ESCALA ANALITICA (CUANTITATIVO)

El resultado de la métrica analitica de Ecoescala es el puntaje que se calcula al restar
puntos de penalizacion desde la base de 100 puntos (Ver figura 15). Los puntos de
penalizacion se asignan para grandes cantidades y altos riesgos relacionados con el
uso de productos quimicos, el alto consumo de energia, los riesgos ocupacionales y la
generacion de desechos. Los puntos de penalizacion para cada reactivo se calculan
multiplicando el nuimero de pictogramas de peligro GHS por grado de peligro

(multiplicacién de "advertencia" por 1 y multiplicacién por "peligro” por 2).
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NEMI Pictogram MODIFIED Pictogram Raynie & Driver

Health Safety

GAPI
e

Reagents and \
compounds used

Sample
preparation

Instrumentation
Sample collection,
preservation,
transport and storage

General method  Quantification

MODIFIED Pictogram

type
Proposad
:
. Not green effectiveness

GREEN CERTIFICATE

Fig.14. Evolucion de los sistemas métricos pictograficos aplicados en la quimica

verde?*®

®

ECOESCALA
ANALITICA =

ACEPTABLE método
analitico verde

100 - TOTAL PPs

Fig.15. Ecuacion aplicada al calculo de la eco escala analitica.
(PPs: puntos de penalidad)
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2.7.3.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA VERDES?

La cromatografia liquida no es considerada del todo una técnica verde, debido al uso de
solventes para las separaciones. Un cromatdgrafo equipado con una columna
convencional (15 — 25 cm de largo; 4,6 mm de didmetro y empacada con particulas de
5 um) operado a un flujo de 1 mL/min produce aproximadamente 1500 mL de desechos
al dia, es decir, 500 L al afio. Por ello una de las estrategias consiste en la reduccién del
consumo de solventes organicos, asi como la modificacion de parametros
cromatogréaficos relevantes (velocidad de flujo, temperatura, tamafio de columna,

diametro de particula).

Un parametro que puede ser empleado como una poderosa variable es la temperatura.
Es bien conocido que la temperatura afecta la selectividad, eficiencia y detectabilidad
de la columna. Se pueden realizar cambios de temperatura durante el desarrollo
analitico para comparar otros pardmetros como la composicion de la fase mavil. La
elevacion de la temperatura se ha convertido en un parametro ampliamente utilizado en
la HPLC verde. Los cambios de temperatura pueden ser especialmente (tiles para
compuestos polares y ionizables. Los beneficios de emplear elevadas temperaturas en

LC son los siguientes:

1. VISCOSIDAD: Las temperaturas elevadas reducen la viscosidad de sistema de
solventes, lo cual impacta en la reduccién de la presién de columna.

2. CONTRAPRESION: La reduccién de la contrapresion por el incremento de
temperatura permite mayor flujo de la fase movil, resultando en reduccion de tiempos
de andlisis, optimizando las separaciones.

3. SOLVENTES ALTERNATIVOS: Permite el empleo de agua y alcohol como
solventes en las fases moviles, debido a la reduccion de presién y viscosidad de
estos al elevar la temperatura. Su empleo de por si ya se considera como
cromatografia verde.

4. POLARIDAD: Mejora de simetria de picos porque el incremento de temperatura
reduce las interacciones secundarias el soporte de silica.

5. TRANSFERENCIA DE MASA: la transferencia de masa producida entre la fase
movil y la fase estacionaria es mas eficiente por el incremento de temperatura.
Permite altos flujos sin pérdida de eficiencia.

6. FASE ESTACIONARIA: se pueden sintetizar FE dependientes de temperatura para
separaciones mas selectivas.

7. ANALITO: muchas de sus propiedades son temperaturas dependientes, lo cual

puede ser empleado como un criterio separativo importante.
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.  PARTE EXPERIMENTAL

TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION

El estudio es de corte analitico y experimental para lo cual se empled un estandar
primario de referencia de diazepam que sirvidé para trazar uno secundario de materia
prima utilizado en una formula estandar (incluye excipientes) para tabletas de diazepam

de 10 mg.

POBLACION Y UNIDAD DE ANALISIS

La poblacion esta comprendida por un piloto de formulacion para tabletas de diazepam
de 10 mg, mientras la unidad de analisis es un piloto de formulacion para tabletas de
diazepam de 10 mg empleado para la validacién del método verde propuesto mediante

cromatografia liquida de alta performance.

LABORATORIO EXPERIMENTAL

El presente estudio fue realizado en las instalaciones del laboratorio de Quimica de
Carbohidratos del Instituto de Ciencias Farmacéuticas y Recursos Naturales “Juan de
Dios Guevara” de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional

Mayor de San Marcos.

METOLOGIA APLICADA

Se desarrollé6 un método VERDE (ecolégico) alternativo al disponible en la monografia
de la Farmacopea Americana N° 40 para la valoracion (cuantificacion) de diazepam en
tabletas, basado en el criterio de reemplazo de solvente y modificacion de condiciones

de temperatura.

3.1 EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS
Se contd con equipos calificados y materiales con especificacion de alta pureza,

necesarios para la aplicacion en Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)

3.1.1 EQUIPOS

- Balanza analitica — Acculab Sartorius

- Bomba de vacio — VP34 Rocker 300

- Agitador de tubos y microtubos — Scilogex MX-S

- Potencibmetro — Orion Star A111 ThermoScientific
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- Bafio de ultrasonido — AMSCO Reliance Sonic 250

- Sistema de filtracion al vacio marca Agilent

- Cromatdgrafo Liquido marca LaChrom Elite de inyeccién manual (horno modelo L-
2350, bomba cuaternaria modelo L-2130, arreglo de diodos modelo L-2455)

- Software: EZChrome Elite

3.1.2 MATERIALES

- Columna cromatografica marca MERCK modelo LiChrospher 100 RP18e
- Filtros de membrana de 0,45 um, marca Agilent

- Matraces simples de 100 y 250 mL

- Vasos de precipitacién de 100 y 250 mL

- Micropipeta de 100 - 1000 pL marca Brand

- Jeringas de 0,3 mL

- Viales ambar de 20 mL

- Espatulas odontolégicas de acero quirtrgico

- Tubos de microprecipitacion

- Parafiim

3.1.3 REACTIVOS

- Diazepam estandar primario USP

- Diazepam estandar secundario (materia prima)

- Nordazepam marca Cerilleant 1mg/mL (estandar primario)
- Alcohol etilico grado HPLC

- Alcohol metilico grado HPLC

- Acetonitrilo grado HPLC

- Agua grado HPLC

3.2 DESARROLLO ANALITICO

3.2.1 CONDICIONES ANALITICAS PRELIMINARES DE ACUERDO A LA
FARMACOPEA AMERICANA (USP 40)

Los medios de verificacion de la aptitud del sistema cromatografico consisten en la
determinacion de tiempos de retencion del diazepam y nordazepam, factor resolucion
no menor a 4y eficiencia de columna no menor de 5000 platos tedricos, factor asimetria;

en general con un RSD no mayor del 2 %.
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Preparacion de la solucion de aptitud del sistema

Se disuelven cantidades apropiadas de estandar de referencia de diazepam USP y
nordazepam en metanol, sometiéndolos a bafio con ultrasonido para generar una

solucién con 0,1 mg/mL de cada analito.
Preparacion de estandar

Se disuelve cantidad exacta de estandar de referencia de diazepam USP en metanol y

se diluye hasta obtener una concentracion conocida de 0,1 mg/mL.

- Concentracion de trabajo del diazepam : 1 mg/mL

- Velocidad de flujo ;1 mL/min

- Volumen de inyeccion :10 pL

- Longitud de onda : 254 nm (arreglo de diodos — UV)
- Longitud de columna :C18; 3,9 mm x 15 cm

- Tamario de poro (L1) ;5 um

- Sistema de solventes : MeOH/ACN/Agua (20:40:40)

3.2.2 OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

De acuerdo a la disponibilidad de material y equipamiento, se decidié6 mantener el tipo

de columna cromatografica, sistema presurizado y longitud de onda de trabajo:

; LiChrospher 100, octadecilsilano, tamafio
COLUMNA CROMATOGRAFICA _
de particula de 5 um, 25 cm de longitud

Cromatografia liquida de alta
SISTEMA PRESURIZADO
performance (HPLC)

LONGITUD DE ONDA DE TRABAJO 254 nm

3.2.2.1 MODIFICACION DEL SISTEMA DE SOLVENTES

La monografia de la farmacopea americana emplea agua, acetonitrilo y metanol para la
cuantificacién de diazepam en tabletas, sin embargo, el acetonitrilo, solvente lesivo para
el medio ambiente y téxico para el operario, segun las recomendaciones de la
cromatografia liquida verde, debe ser reemplazado por otros de facil eliminacion y que

no impliquen exposicion a trabajador.
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Para tal fin primordialmente se ha considerado el etanol grado HPLC de alta pureza el
cual fue empleado en diversas proporciones con agua grado HPLC para determinar la

performance de las corridas analiticas.

Ademas, se consideraron otras propuestas como sustancias buffer y liquidos iénicos

disponibles.
3.2.2.2 MODIFICACION DE TEMPERATURA

La modificacion de temperatura brinda ventajas en la disminucién de la viscosidad del
solvente lo cual se ve reflejado en mayor resolucién y menores contrapresiones de
columna. Para tal fin se evalu6 el comportamiento de las proporciones de solvente
empleadas a temperaturas variables considerando la capacidad maxima de temperatura

a emplear de acuerdo al tipo de columna utilizada (60 °C)
3.2.2.3 MODIFICACION DEL FLUJO

La velocidad de flujo impacta directamente en el tiempo de aparicion del pico del analito
y por tanto en el gasto global de solvente a utilizar. Para tal fin se emplearon 3

propuestas de sistema de solvente partiendo de 0,5 mL/min hasta 1 mL/min.

Tabla 4. Consolidado de condiciones cromatograficas de trabajo

< . FARMACOPEA PROPUESTA
HARAGISITNO N AENIIS AMERICANA (USP) ANALITICA
i . EtOH (100)

A | SISTEMA DE SOLVENTES (I\gg(-m:d Afo';' +H0 EtOH : H,0 (70:30)

S EtOH : H.O (50:50)
B | TEMPERATURA 25°C 25 °C, 45 °C, 60 °C
C | VELOCIDAD DE FLUJO 1 mL/min 0,5;0,75; 1 mL/min
D | TIPO DE COLUMNA C-18
E | SISTEMA PRESURIZADO HPLC
£ | PILOTO DE SELECTIVIDAD Separacion qdecu.ada de picos de diazepam entre

otras benzodiazepinas.
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3.2.3 PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE TRABAJO

Las condiciones de extraccidn del principio activo de los pilotos de tabletas se mantienen
de acuerdo a la monografia para valoracién de diazepam en tabletas de la farmacopea

americana.
PARA TABLETAS COMERCIALES

Se redujo a polvo alrededor de 20 tabletas, de las cuales se toma una cantidad
aproximada al contenido de 10 mg de diazepam, se pasa a un matraz de 100 mL, se
afiadié 40 mL de metanol, se sometié a ultrasonido por 10 minutos y agitacion por 10

minutos a 800 RPM a 25 °C. La muestra fue filtrada y aforada en un matraz.
PARA PILOTO DE FORMULACION

Se tomé una porcién en peso del piloto que contiene excipientes y el principio activo
para una cantidad equivalente a 10 mg de diazepam, se pas6é a un matraz de 100 mL,
se afiade 40 mL de metanol, se sometié a ultrasonido por 10 minutos y agitacion por 10

minutos a 800 RPM a 25 °C. La muestra fue filtrada y aforada en una fiola.
3.2.4 SELECCION DEL METODO ANALITICO

Los criterios de seleccién se basaron de acuerdo a los establecidos por la farmacopea
americana, ademas se realizé el monitoreo de las condiciones de presion, tiempo de
retencion, resolucion de pico y volumen de solvente utilizado. No fue prioritario el factor
separacion, debido a que la técnica propuesta tiene como fin los analisis de rutina

empleados para la valoracion de un solo principio activo presente en tabletas.

3.3 VALIDACION DEL METODO ANALITICO VERDE

El método analitico seleccionado fue sometido al programa de validacién planteado de
acuerdo a la normativa internacional para valoracion (cuantificacién) de ingredientes
farmacéuticos activos en presentaciones farmacéuticas (Categoria |), que comprende
los parametros analiticos de exactitud, precision, selectividad, linealidad, robustez e
intervalo.

El registro de la data se realiza en consolidados en tablas EXCEL disefiadas para el
procesamiento estadistico y analisis de esta informacién. Asi mismo, la significancia de

las pruebas fue procesada en el paquete estadistico MINITAB 17.
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CONDICIONES DE TRABAJO
Se llevé a cabo en condiciones habituales de trabajo a temperatura ambiente de 25

+ 5 °C y humedad relativa no mayor al 70 %.
3.3.1 PROCEDIMIENTO ANALITICO
La técnica analitica verde para la determinacién de diazepam en tabletas comprende

las condiciones que se presentan en la tabla 5:

Tabla 5. Pardmetros analiticos de la técnica analitica verde propuesta

Sistema presurizado HPLC
Columna cromatogréfica LiChrospher 100 -C18e 4,6 x 250 mm X 5 um
Longitud de onda 254 nm
Volumen de inyeccién 10 pL
Flujo 1 mL/min
Sistema de solventes Etanol: H,O (70:30)
FASE MOVIL

Se mezclaron los solventes en las proporciones arriba indicadas, se desgasificaron en

bafio de ultrasonido con posterior filtracion al vacio.

PREPARACION DE SOLUCIONES DE TRABAJO
PARA PILOTO DE FORMULACION

Se tom6 una porcidn en peso el piloto que contiene excipientes y el principio activo para
una cantidad equivalente a 10 mg de diazepam, se pas6 a un matraz de 100 mL, se
afadié 40 mL de metanol, se somete a ultrasonido por 10 minutos y agitacion por 10
minutos a 800 RPM a 25 °C. La muestra fue filtrada y aforada en una fiola de 100

mL.

SOLUCION ESTANDAR
Se transfiri6 10 mg de diazepam a una fiola de 100 mL y se agregdé metanol hasta

enrasar. Se realizaron diluciones sucesivas para lectura.

Observacion: durante la preparaciéon de las muestras se debe evitar la aplicacion de

calor durante el bafio de ultrasonido.
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3.3.2 PARAMETROS DE VALIDACION

3.3.2.1 ENSAYO DE ADECUABILIDAD DEL SISTEMA
Antes de comenzar el programa de validacion se aplica la solucion de adecuabilidad de
sistema (solucién estandar de diazepam), que se lleva a cabo mediante 6 inyecciones

sucesivas, teniendo como parametro de evaluacion el RSD de las areas obtenidas.

Especificacion: RSD <2,0%
ASIMETRIA<2,0%

3.3.2.2 EXACTITUD
Se evalu6 mediante la aplicacién de 9 determinaciones en tres niveles de concentracion
(80 %, 100 % y 120 %). Los valores referenciales para evaluacion de la exactitud se

muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Valores referenciales para evaluacion de la exactitud

mg de principio mg de placebo
Concentracion activo (excipientes)
(diazepam) P
80 % 8 mg 143,6 mg
100 % 10 mg LS I
120 % 12 mg g

Se considera un peso promedio de tableta de 151,6 mg (incluye excpientes y principio activo)

El principio activo presente en cada muestra es calculado y se determina su porcentaje
de recuperacion.
Se considera el RSD < 2 % de las areas obtenidas, asi como la prueba T-Student para

la comparacion de medias al 95 % del nivel de confianza.

3.3.2.3 PRECISION

A) PRECISION DEL SISTEMA

Se realizan 10 mediciones de la solucion estandar de diazepam. Se evalla el RSD de
las areas obtenidas.
Especificacion: RSD <2 %
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B) PRECISION DEL METODO

REPETIBILIDAD

Se evalla la solucion estandar de diazepam y un grupo de 6 muestras individuales de
piloto de formulacién de diazepam (peso equivalente a concentracién aproximada al 100
%). La solucion estandar es inyectada por triplicado y la de muestra por duplicado.

Se considerara el RSD < 2 % asi como la prueba de homogeneidad de varianzas al 95

% de confianza.

PRECISION INTERMEDIA

De manera semejante al ensayo de repetibilidad, se analizan la solucién estandar y un
grupo de 6 muestras individuales de piloto de formulacion de diazepam (peso
equivalente a concentracion aproximada al 100 %) por cada analista y las
determinaciones seran en 2 dias distintos.

Se considerard el RSD < 2 % asi como la prueba de homogeneidad de varianzas al 95

% de confianza.

ANALISTA 1 ANALISTA 2

DIA 1 6 muestras individuales | ------- --

DIA2 | - 6 muestras individuales

REPRODUCIBILIDAD (No aplica)

3.3.2.4 LINEALIDAD

Se evallan 3 curvas de calibracion obtenidas al analizar 5 concentraciones de principio
activo presente en el piloto de formulacién de diazepam. En la tabla 7 se muestra los

valores referenciales para evaluacion de la linealidad del método.

Tabla 7. Valores referenciales para evaluacion de la linealidad del método

Concentracion I e F_’rlnC|p|o HEE mg de Placebo
(Diazepam)
80 % 8 mg 143,6 mg
90 % 9 mg 142,6 mg
100 % 10 mg 141,6 mg
110 % 11 mg 140,6 mg
120 % 12 mg 139,6 mg

Se considera un peso promedio de tableta de 151,6 mg (incluye excipientes y principio activo)
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Se consideran los siguientes parametros:

- Curva de calibracion: linealidad

- Recta de Regresion: y =bx + a

- Coeficiente de Correlaciéon: r > 0,995

- Coeficiente de determinacion: r2 > 0,995

- Significancia estadistica de la varianza de la pendiente b: texp > tiabla

- Intervalo de confianza la ecuacion propuesta

3.3.2.5 ROBUSTEZ

La robustez de un método analitico indica su capacidad para no resultar afectado por

pequefias variaciones deliberadas en los parametros del método y asi brindar la

confiabilidad durante su uso.

Se prepard una muestra a la concentracion teérica de 100 % y se evaluo la influencia

de los siguientes factores de acuerdo al método de Youden-Steiner, asimismo como

en efectos individualizados intragrupo (Ver tablas 8 y 9):

Tabla 8. Factores y sus variantes para la evaluacion de la robustez analitica

FACTOR ESTANDAR | VARIACION 1| VARIACION 2
(Mayuscula) (Minascula)

A | Velocidad de flujo 1 mL/min 0,9 mL/min 1,1 mL/min

B | Tiempo de sonicado 10 min 12 min 15 min

C | Temperatura de horno 60 °C 57 °C 55°C

D Temperatura de bafio o5 °C 20 °C 29 °C

maria

E | Tiempo de agitacion 10 min 12 min 15 min

F | Longitud de onda 254 nm 252 nm 256 nm

G | Estabilidad Tiempo 0 Tiempo 12 h Tiempo 24 h
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Tabla 9. Modelo factorial aplicado al disefio experimental de Youden - Steiner

AR ETROS EXPERIMENTOS

1 2 3 4 5 6 7 8
Ala A A A A a a a a
B/b B B b b B B b b
Clc C c C c C c C c
D/d D D d d d d D D
Ele E e E e e E e E
F/t F f f F F g g F
Glg G g g G g G G g

Se considera un paradmetro de efecto significativo cuando presenta un valor mayor a 2,4

veces la desviacion estandar relativa (de la repetibilidad): > 2,4 Sr.

Y. Variable (+) — ) Variable (—)
4

Efecto de variable = +

Donde:

Variable (+) : Variable en mayuscula (VARIACION 1)
Variable (-)  : Variable en mintscula (VARIACION 2)

La Sr (desviacion estandar relativa) de la repetibilidad se obtiene al realizar el analisis

de la precision del método.

3.3.2.6 SELECTIVIDAD

Se evalula la presencia de picos andmalos mediante la evaluacién de los componentes

de la formula piloto.

PRUEBA 1 Placebo

PRUEBA 2 Diluyente

PRUEBA 3 Principio activo

PRUEBA 4 Principio activo + placebo
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Preparacion de la muestra 1: Placebo

El placebo esta constituido por los siguientes excipientes: almidén de maiz, lactosa
monohidratada, gelatina granulada, caolin, estearato de magnesio y talco en
proporciones de acuerdo a férmula reservada. El procedimiento de trabajo es el mismo
para la extraccién en tabletas como solucién de trabajo: se trasvasa y enrasa a una fiola

de 50 mL para su posterior analisis. Previamente a la inyeccion, la muestra es filtrada.
Preparacion de la muestra 2: Diluyente

El metanol utilizado para la extraccién del principio activo de la formulacion de piloto, es

empleado para evaluar su posible interferencia en la lectura analitica realizada.
Preparacion de la muestra 3: Principio activo

Se evalla la solucién de estandar de diazepam, segun el procedimiento de preparacion
descrito previamente: 10 mg de diazepam en una fiola de 100 mL, se usa como diluyente
metanol, de requerirlo se emplea bafio de ultrasonido y posterior paso por filtros de

membrana de 0,45 um.
Preparacion de la muestra 4: Principio activo + Placebo

Se utiliza la solucién de trabajo pesada para una cantidad aproximada de 10 mg de
diazepam, el cual es extraido en metanol mediante la aplicacion de bafio de ultrasonido
y posterior agitacion a 800 rpm por 10 minutos. La muestra es filtrada y enrasada a una
fiola de 100 mL.

El criterio de evaluacion se basa en la aparicion de picos anémalos correspondientes a
al placebo, diluyente o por la interaccion principio activo — placebo.

3.3.2.7 RANGO

Se establece a partir de los valores obtenidos de la curva lineal validada. Debe cumplir
con el intervalo analitico establecido por la farmacopea americana para diazepam <
90 — 100 >.

3.4 ANALISIS ESTADISTICO

Pruebas estadisticas a aplicar, regla de decision y pruebas de hipotesis
(Para todos los casos se considera un nivel de confianza del 95 %)

A. PRUEBA DE NORMALIDAD DE ANDERSON DARLING (PRUEBA A-D)
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Se basa en las desviaciones de las distribuciones acumuladas experimentales
respecto a las tedricas o supuestas.

Ho: Los datos presentan distribucién normal

Hi: Los datos no presentan distribucién normal

Si el p-valor < 0,05 se rechaza Hoy se acepta Hi

B. PRUEBAS DE COMPARACION DE MEDIDA DE TENDENCIA CENTRAL PARA 1
GRUPO CON 1 VALOR

PRUEBA DE T-STUDENT (si presenta distribucion normal)
Ho: ; = Mo
Hi: X # Mo

Si el p-valor < 0,05 se rechaza Hoy se acepta Hi

PRUEBA DE WILCOXON (si no presenta distribucién normal)
Ho: Me = [o
Hi: Me # Ho

Si el p-valor < 0,05 se rechaza Hoy se acepta H;

C) PRUEBA DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS

PRUEBA DE BARLETT (si presenta distribucién normal)
Ho: S1 = Sz
Hi: S1 # So

Si el p-valor < 0,05 se rechaza Hoy se acepta H;

PRUEBA DE LEVENE (si no presenta distribucion normal)
Ho:S1 = S2
Hi: S1 # 5S>

Si el p-valor < 0,05 se rechaza Hoy se acepta Hi

D. PRUEBAS PARA COMPARACION DE MEDIDA DE TENDENCIA CENTRAL
PARA 2 GRUPOS

PRUEBA DE T-STUDENT (comparacién de 2 medias si presentan distribucién normal)
HoZ §1 = §2
Hq: §1 * §2

Si el p-valor < 0,05 se rechaza Hoy se acepta H;

PRUEBA DE MANN WHITNEY (comparacion de 2 mediana si no presenta distribucion
normal)
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Ho: Me;1 = Me»
Hi: Me: # Me»

Si el p-valor < 0,05 se rechaza Hoy se acepta Hi

E. PRUEBAS PARA COMPARACION DE MEDIDA DE TENDENCIA CENTRAL
TRES O MAS GRUPOS

PRUEBA ANOVA (Comparaciéon de 3 a mas medias)
Ho: §1 = §2 = §3 = §4

Hi: ~ (;1 = §2= §3 = §4)

PRUEBA DE KRUSKAL WALLIS (Comparacion de 3 a mas medianas)
Ho: Me1 = Mex= Mex= Mes ..
Hi: ~ (Me1 = Mex= Mez;= Me> )

F. ANALISIS POR REGRESION LINEAL

Delmodeloy=ax+b

La correlacion (R) entre variable independiente y dependiente debe ser mayor al 0,995,
mientras el porcentaje de correlacion (% R) debe ser mayor al 99.5 %.

Se analizaran los residuos obtenidos a partir de los datos ingresados para obtener la

curva de regresion.

Supuestos que deben cumplir los residuos:
- Independencia
- Homocedasticidad (igualdad de varianzas)

- Normalidad

Finalmente, se establece el intervalo considerando un nivel de confianza del 95 %.

En la tabla 10 se presenta el andlisis estadistico consolidado para cada parametro de
validacion. En la figura 16 se muestra graficamente la descripcion de las reglas de
decision y técnicas estadisticas a aplicar para la evaluacién de 2 o mas grupos de
acuerdo con el criterio de andlisis previo de la distribucion normal, homogeneidad de

varianzas y finalmente comparacién de medias o medianas.
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Tabla 10. Andlisis estadistico consolidado

PARAMETRO DE VALIDACION ESPECIFICACION

ESPECIFICIDAD Cualitativo (presencia o ausencia de interferencia

* Porcentaje de recuperacién
Entre 90 a 110 %

EXACTITUD
*RSD<a2%

* Test de T de Student exp < T tablas

* Precision del Sistema: RSD <2 %

* Precision del Método:
- Repetibilidad:
PRECISION RSD<2 %

- Intervalo de Confianza

- Precisién intermedia;

CV entre 2 analistas < 2 %

Curva de Calibracion

sy=bx+a

¢ “r” Minimo 0,99
* “r2”: Minimo 0,99

LINEALIDAD * Andlisis de la Varianza

* Test de G de Cochran exp < G tablas

* Test de linealidad

C.V.F. Respuesta<5 %

T exp > T tablas

* Test de proporcionalidad

Limite de Confianza del Intercepto debe incluir al cero.

T exp <T tablas

ROBUSTEZ FACTOR SIGNIFICATIVO > 2,4 Sr
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Fig. 16. Descripcion de las reglas de decision y técnicas estadisticas a aplicar para la evaluacion de 2 o mas grupos de acuerdo al criterio de

analisis previo de la distribucién normal, homogeneidad de varianzas y finalmente comparacion de medias o medianas (J. Camero)
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3.5 APLICACION DEL SISTEMA DE METRICAS VERDES

3.5.1 PICTOGRAMAS NEMI

Esta constituido por cuatro campos (Ver figura 17). Cada uno refleja un aspecto de la

metodologia analitica y este campo es llenado de color verde si cumple con los

requerimientos que se muestran en la tabla 11:

Tabla 11. Requerimientos de evaluacion verde por pictograma NEMI

ler REQUERIMIENTO: PBTs

(sustancias persistentes
bioacumulativas y téxicas)

Ninguno de las sustancias quimicas empleadas
esta presente en la lista de sustancias
persistentes, bioacumulativas y toxicas de la
EPA.

2do REQUERIMIENTO

Hazardous andlisis (analisis
de la peligrosidad)

Ninguna de las sustancias quimicas empleadas
estd en las listas de desechos peligrosos de la
EPA.

3er REQUERIMIENTO
Corrosividad

El pH de la muestra debe estar entre 2 — 12 para
evitar un ambiente altamente corrosivo durante el

andlisis

4to REQUERIMIENTO

Desperdicios

Durante el proceso, se producen menos de 50 g

de desechos

PBT

CORROSIVO

PELIGROSO

DESPERDICIO

Fig. 17. Modelo del pictograma NEMI para evaluacion cualitativa verde.
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3.5.2 ECOESCALA ANALITICA

En la tabla 12 se presenta los criterios para la determinacion de los puntos de penalidad

aplicados al calculo de la Eco-escala analitica.

Tabla 12. Puntos de penalidad aplicados al calculo de la ecoescala analitica

PUNTOS DE PENALIDAD
SUBTOTAL TOTAL
REACTIVOS
<10mL (<10 g) 1
CANTIDAD 10 - 100 mL (10 - 100 g) 2
>100 mL (> 100 g) 3 PP vt X
Ninguno 0 PP (pevicro)
PELIGRO Poco severo 1
Muy severo 2
INSTRUMENTOS

< 0,1 kWh por muestra 0
ENERGIA <1,5 kWh por muestra 1
> 1,5 kWh por muestra 2
RIESGO Hermetizacion del proceso analitico 0
OCUPACIONAL Emision de vapores a la atmosfera 3
Ninguno 0
<1mL(<19) 1
(1-10g)omL 3
DESPERDICIO >1omt G109 °
Reciclaje 0
Degradacion 1
Pasivacion 2
No tratamiento 3
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Los puntos de penalidad para los solventes organicos a emplear en las técnicas
analiticas cromatograficas se calculan mediante el nimero de pictogramas en su
etiquetado, si presentan el rétulo de WARNING se multiplica por 1 y si presentan el
rétulo de DANGER se multiplica por 2 (Ver figura 18).

Solvents/Reagents Pictograms Signal  Penalty Points

¥

R o

8

diethyl ether danger 4
methanol danger 6
ethyl acetate danger 4
MTBE danger 4
acetone danger 4
benzene danger 6
1sooctane danger 8
acetonitrile danger 4
isopropanol danger 4

toluene @ danger 6
chloroform . @ danger
elemental mercury "" danger 8

]

Fig. 18. Puntos de penalidad para algunos solventes y reactivos®!
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IV. RESULTADOS

DESARROLLO ANALITICO

La columna recomendada y descrita por la farmacopea americana N° 40 para la
valoracion de diazepam en tabletas corresponde a la L1 con relleno de C18
(octadecilsilano), la columna utilizada fue del mismo tipo de soporte, pero dimensiones
diferentes. En la tabla 13 se presenta las caracteristicas de la columna empleada y la

recomendada por el método normalizado USP.

Tabla 13. Caracteristicas de columna empleada

COLUMNA CROMATOGRAFICA
CARACTERISTICA METODO METODO VERDE
NORMALIZADO USP PROPUESTO

RELLENO Octadecilsilano (C18) Octadecilsilano (18)
DIMENSIONES 3,9 mm x 15 cm 4,6 x 25 cm
DIAMETRO DE PARTICULA 5-10 um 5 um
RANGO DE pH No especifica 2-75
PRESION MAXIMA No especifica 250 bar
VOLUMEN DE MUESTRA No especifica 5-80 pL
TEMPERATURAMAXIMADE | o copecica 60°C

En las tablas 14 y 15 se muestra los resultados de la evaluacion preliminar de la presion

en relacion con la temperatura y flujo para diferentes proporciones EtOH/H-O.

Tabla 14. Evaluacion preliminar de la presion en relacion a temperatura y flujo para la
proporcion EtOH / H,O (50:50)

Solvente Temperatura (°C) Flujo (mL/min) Presién (psi, bar)
0,5 3300 psi (227 bar)
25 0,75 > 3600 psi (248 bar)
1 > 3600 psi (248 bar)
0,5 2545 psi (175 bar)
Et%g:ggzo 45 0,75 > 3600 psi (248 bar)
1 > 3600 psi (248 bar)
0,5 1700 psi (117 bar)
60 0,75 3300 psi (227 bar)
1 > 3600 psi (248 bar)
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Tabla 15. Evaluacién preliminar de la presion en relacion a temperatura y flujo para la
proporcion EtOH / H,O (100:0)

Solvente Temperatura (°C) | Flujo (mL/min) Presion (psi, bar)
0,5 1540 psi (106 bar)
25 0,75 2375 psi (163 bar)
1 3220 psi (221 bar)
0,5 1180 psi (80.9 bar)
Ez(l)o"(')/: gz)o 45 075 1832 psi (126 bar)
1 2498 psi (172 bar)
0,5 1020 psi (70 bar)
60 0,75 1375 psi (94.8 bar)
1 1840 psi (126 bar)

De los resultados obtenidos se desprende que las proporciones de etanol-H,O deberan

ir en el rango de 100 : 0 a 50 : 50, considerando que la temperatura y el flujo a

seleccionar influyen en la presion ejercida a la columna.

En la tabla 16 se muestra los resultados de la evaluacion preliminar de la velocidad de

flujo en relacion a la proporcién de solventes.

Tabla 16. Evaluacion preliminar de la velocidad de flujo en relacion a la proporciéon de

solventes
GRUPO EtOH : H,0O FLUJO (mL/min)
0,50
GRUPO 1 50 :50 ’
0,75
0,50
RUPO 2 14 :
GRUPO 60 : 40 0.75
0,50
GRUPO 3 70 :30 0,75
1,00

El andlisis se realiza con el estandar de diazepam a 10 mg/mL segun tiempos de

retencién y asimetria de picos a 60 °C.
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En la tabla 17 se describe los parametros analiticos observados en el andlisis de flujo

para las diferentes proporciones de solventes.

Tabla 17. Descripcion de pardmetros analiticos en el analisis de flujo a diversas

proporciones de solventes.

ANALITO: Diazepam

Proporcién | FLUJO tr : N° -
EtOH - H,0 | (mL/min) | (min) |ASIMETRIAT b AT0s OBSERVACION
05 11.25 1,085 6144 Pico ligeramente ensanphad_o en
la base (lado derecho e izquierdo
50 - 50
075 722 0.97 5056 Asimetria ligera en zona lateral
derecha
0.50 752 1,01 4516 Pico ensan_cha(_jo en la base (lado
derecho e izquierdo
60 - 40 075 4.87 0.97 4504 | Pico mas uniforme y base menos
ensanchada
1,00 3.70 1,19 4088 Pico muy asimétrico en lado
derecho
0,50 - - - Pico demasiado ancho
Pico definido, cubre &area de
70 - 30 0,75 4,92 1,18 5626 ol
Pico mejor definido, cubierto por
1,00 2,96 1,22 5680 el area de seleccibn para

integracion

Los valores presentados corresponden a los promedios de 3 lecturas

De lo reportado, desde un andlisis de platos tedricos, se podria optar por la proporcién

EtOH-H,0 50:50 a un flujo de 0,75 mL/min, asi como a la proporcion 70 : 30 a 1

mL/min. Posteriormente, se considera referencialmente la capacidad separativa para

poder discriminar, entre otros, benzodiacepinas, se usa como comparativo el

nordazepam, empleado en la farmacopea americana para las pruebas de aptitud.

FACTOR SELECTIVIDAD (CUALITATIVO)

Las figuras 19 a 23 muestran los cromatogramas obtenidos en los ensayos para

determinar el factor de selectividad.
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Fig. 19. Método USP — Separacion Nordazepam — Diazepam
[tr(nordazepam): 6,787  ; tr(diazepam): 8,753]
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Fig. 20. Método VERDE — EtOH:H,O (50:50) Separacion Nordazepam — Diazepam
[tr(nordazepam): 6,947 ; tr(diazepam): 7,847]
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Fig.21. Método VERDE — EtOH:H,0 (70:30) Separacion Nordazepam — Diazepam
[tr(nordazepam): 4,840 ; tr(diazepam): 5,422]
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Fig. 22. Método VERDE — EtOH:H,0 (70:30) a flujo 1 mL/min [tr(nordazepam): 2,487]
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Fig. 23. Método VERDE — EtOH:H,0 (70:30) a flujo 1 mL/min. tz(diazepam): 2,973

Si bien el método normalizado es mas marcado en la separacion, mediante el método
verde aplicado también se pueden identificar ambas benzodiazepinas, pese a la
cercania. Ademas, el método en si se focaliza mas en la capacidad de identificacion y

cuantificacién, mas no en la separacion selectiva de varias benzodiazepinas.

Al realizar las réplicas se observd que la proporcion EtOH : H,O (50:50) tendian a
ensancharse en la base luego de la 5% aplicacién, por lo que dejaban de ser

reproducibles, situacién que no se presentaba con la proporcién EtOH : H.O (70:30).

PROPUESTAS DE OPTIMIZACION
Se emplearon en la fraccién acuosa del solvente EtOH : H,O (70:30).
- Aplicacion de buffer fosfato 0,01M; pH = 3

Requeria filtraciones periddicas, lavados extensos para evitar restos de buffer en los
conductos y columna.

Genero pobre resolucién de pico, produciéndose ensanchamiento.

Necesariamente se debia trabajar a 60 °C, por el incremento de la viscosidad de la fase

movil.
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- Aplicacion de buffer acetato 2 %; pH = 3,5

Requeria filtraciones periddicas, lavados extensos para evitar restos de buffer en los
conductos y columna.

Genero pobre resolucién de pico, se produjo ensanchamiento.

Necesariamente se debia trabajar a 60 °C, por el incremento de la viscosidad de la fase

movil.

- Aplicacion de liquido iénico (IL: [BMIm]BF,4) al 1 %

Requeria filtraciones periddicas, lavados extensos para evitar restos de solucion en los
conductos y columna.

Genero pobre resolucion de pico, produciéndose ensanchamiento

Necesariamente debia prepararse en un solo recipiente porque la incorporacion del
liquido i6nico al etanol tiende a producir abundantes burbujas por lo que requiere
desgasificacion previa.

Necesariamente debia trabajarse a 60 °C, por el incremento de la viscosidad de la fase
movil.

En la tabla 18 se presenta las condiciones cromatograficas seleccionadas para la
técnica analitica verde propuesta. En la figura 24 se muestra el cromatograma obtenido

para el diazepam aplicando la técnica analitica verde propuesta.

Tabla 18. Condiciones cromatograficas seleccionadas para la técnica analitica verde

PARAMETROS CARACTERISITICAS
MODO DE ELUCION Isocratico

COLUMNA Dimensiones: 4,6 M x 450 mim
SISTEMA PRESURIZADO HPLC
TEMPERATURA DEL HORNO 60 °C

FLUJO 1 mL/min

SISTEMA DE SOLVENTES EtOH: H20 (70:30)
VOLUMEN DE INYECCION 10 L

LONGITUD DE ONDA 254 nm

MUESTREO manual

TIEMPO DE CORRIDA 5 minutos
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Fig. 24. Cromatograma del diazepam aplicando de metodologia verde desarrollada
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO VERDE

APTITUD DEL SISTEMA

Estandar de referencia
Nombre: DIAZEPAM
Lote: J0J208
Pot. P/T (%): 99,99
Stl (mQ): 10,18

Tabla 19. Resultados de las inyecciones de estandar de diazepam

Nro de Inyeccion Area de Diazepam Cantidad
1 1423,908076 0,000007147219
2 1434,894156 0,000007092497
3 1431,233088 0,000007110639
4 1436,034745 0,000007086863
5 1427,173033 0,000007130868
6 1429,047285 0,000007121515

ESPECIFICACION:

Promedio

0,000007114934

CV (%) 0 RSD

0,324

Diluciones de Estandar

CVORSD<2%

10,2 X 1

X

99,99 |= 0,010

100 10

100

En la tabla 19 se presentan los resultados obtenidos a partir de inyecciones sucesivas

del estandar de diazepam, realizadas para evaluar la aptitud del sistema cromatografico,

operacion previa al proceso de validacion.

53



1. EXACTITUD

VALORACION DE:
METODO
TECNICA ANALITICA

:Diazepam

‘HPLC - UV/VIS

: TVAL-PUCP2018-V01

Estandar de referencia

Nombre
Pot. (%)
WST1=
WST2=

DIAZEPAM
99,99

10
10

2
4

Tabla 20. Resultados de las inyecciones de estandar de diazepam para exactitud

N° de Inyecciones Area de Diazepam Cantidad
1 1406,4717 0.007229

2 1415,8318 0.007181

3 1400,3321 0.007260

1 1447,5499 0.007165

2 1459,3041 0.007107

3 1439,0481 0.007207
Promedio 0,007191

RSD (%) 0,745806

Tabla 21. Porcentajes de recuperacion para la evaluacion de exactitud en muestras

Porcentaje

Porcentaje de Peso (mg) Area de mg de Analito de
Analito Teérico Diazepam hallado recuperacion

(%)

7,9865 1118,6242 8,044 100,72558

Exactitud 80 % 8,0039 1125,0220 8,090 101,08144

8,0006 1121,2424 8,063 100,78341

10,0061 1404,2796 10,099 100,92548

Exactitud 100 % 10,0641 1411,5992 10,151 100,86687

10,0495 1406,3099 10,113 100,63491

12,0131 1689,0402 12,147 101,11066

Exactitud 120 % 12,0131 1683,8990 12,110 100,80290

12,0329 1687,6912 12,137 100,86333

PROMEDIO 100,86607

RSD(%) 0,15428
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En las tablas 20 y 21 se observan los resultados correspondientes a los analisis

realizados a muestras en 3 porcentajes de concentracion y el estandar de comparacion,

para la prueba de exactitud del método analitico.

2. PRECISION
PRECISION DEL SISTEMA
Estandar de referencia
Nombre: DIAZEPAM
Lote: J0J208
Pot. P/T (%): 99,99
Stl (mQ): 10,18

Tabla 22. Resultados del estandar de diazepam para la precision del sistema

ESPECIFICACION:

Nro de Inyeccion Area de Diazepam Cantidad
1 i 0,00000715
2 ThagALe 0,000007092
3 AOAT IR 0,000007167
4 AL 0,000007111
5 5 0,000007173
6 gt ass 0,000006999
7 7 YR 0,000007047
8 1436,03474 0,000007087
9 1427,17303 0,000007131
10 1429,04728 0,000007122

Piemizeo 0,000007108
CV (%)

0,761

CVORSD<2%

En la evaluacion de la precision se considera la precisién del sistema cromatografico

(tabla 22) la cual se evalla a través de la evaluacion del RSD de los resultados de

inyecciones sucesivas de estandar de diazepam.
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PRECISION DEL METODO
REPETIBILIDAD

Estandar de referencia
Nombre DIAZEPAM
Lote J0J208
Potencia (%) 99,99
Peso (mg) ST1 10,2
ST2 10,4

Tabla 23. Resultados del estdndar de diazepam para evaluacion de repetibilidad

N° de Inyeccion D?;ggpdaiw Cantidad
1 1406,4717 0.007229

2 1415,8318 0.007181

3 1400,3321 0.007260

1 1447,5499 0.007165

2 1459,3041 0.007107

3 1439,0481 0.007207
Promedio 0,007191

RSD (%) 0,745806

Tabla 24. Resultados para la evaluacion de repetibilidad en muestras

MUESTRA Peso c:rengl\]/l)uestra Area de Diazepam g/100 g
6,7476

1 151,70 14235,3402
14211,7927 6,7365
6,8514

> 151,80 14463,7377
14608,8413 6,9201
6,5941

3 152.10 13948,1758
14007,9900 6,6224
6,6334

4 151,80 14003,6651
14067,4990 6,6637
6,7574

5 151,70 14255,9723
14254,5702 6,7567
6,6810

6 152,00 14122,7561
14138,3626 6,6884
PROMEDIO 6,7211
s 0,0952
CV (%) 1,4159

CVORSD<2%
Especificacion: 5.93 - 7.26 g de PA por cada 100 g de tableta (90,0 — 110,0 %)



g/100g =

Factor st x Factor MPx Area de MP/ peso de muestra

Area de estandar

Intervalo de Confianza: X+/-ts An

X= 6,7211 (promedio)

taba= 2,571 (para n-1 grado de libertad y a =0,05)
s= 0,0952 (desviacion estandar)

n= 6,0000 (nimero de muestra)

Intervalo de Confianza = 6,62116152 - 6,820973885

En las tablas 23 y 24 se observan los resultados correspondientes a los analisis

realizados a muestras y el estandar de diazepam, para la prueba de repetibilidad del

método analitico propuesto.

PRECISION INTERMEDIA

Tabla 25. Resultados del estandar de diazepam por analista para la prueba de
precision intermedia

PRIMER ANALISTA

SEGUNDO ANALISTA

Estandar de Referencia

Nombre :DIAZEPAM
Lote :J0J208
'Pot. % 199,99

Stl (mg): 10,167
St2 (mg): 10,371

Estandar de Referencia

Nombre :DIAZEPAM
Lote :J0J208
'Pot. % 199,99

Stl (mg): 10,259
St2 (mg): 10,198

RESULTADOS RESULTADOS
Estandar D,?;:pdai'l Cantidad Estandar D?a:ggp(;?n Cantidad
1 1406,4717 0,007229 1 1437,4067 0,0071372
2 1415,8318 0,007181 2 1436,4077 0,0071421
3 1400,3321 0,007260 3 1437,2204 0,0071381
1 1447,5499 0,007165 1 1421,4760 0,0071742
2 1459,3041 0,007107 2 1421,6426 0,0071734
3 1439,0481 0,007207 3 1448,6636 0,0070396
PROMEDIO 0,007191 PROMEDIO 0,007134
CV (%) 0,745806 CV (%) 0,691717
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Tabla 26. Resultado de la prueba de precision intermedia entre analistas aplicado a muestras

Peso de Muestra (mg) Area de Diazepam g de DIAZEPAM /100 g TAB
Muestra
ler Analista | 2do Analista| 1ler Analista 2do Analista ler Analista 2do analista

14235,3402 14245,6298

Muestra 1 151,70 151,96 6,7420 6.6579
14211,7927 14120,5012
14463,7377 14507,2258

Muestra 2 151,80 152,92 6,8857 6.7726
14608,8413 14529,8764
13948,1758 14157,5896

Muestra 3 152,10 151,80 6,6083 6.6664
14007,9900 14215,0284
14003,6651 13895,5568

Muestra 4 151,80 151,60 6,6486 6.5442
14067,4990 13920,2646
14255,9723 14384,7707

Muestra 5 151,70 152,40 6,7571 6.7615
14254,5702 14506,3476
14122,7561 14286,5976

Muestra 6 152,00 151,20 6,6847 6.7530
14138,3626 14340,9150

PROMEDIO 6,7211 6,6926

PROMEDIO TOTAL ANALISTA 6.7068
CV (%) o RSD 0.3000

g DIAZEPAM /100 g = Promedio Area MP x Factor de St x Factor Dilucién / Peso de muestra

Enla tabla 25 se observa los resultados de los andlisis al estandar de diazepam interanalistas, mientras en la tabla 26 los resultados interanalistas

para muestras de diazepam en tabletas, aspectos considerados en la evaluacion de la precision intermedia.
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3. LINEALIDAD

Tabla 27. Resultados individuales de elaboracién de curvas de calibracién y

determinacion de la linealidad del método

ma/ mL Area Factor
St1 9 DIAZEPAM Respuesta (f)
Xi yi Xi 2 yi? Xiyi yilxi
80 % 0,0080 1115,62430 0,00006 1244617,58 8,9099 139688,762286358
90 % 0,0090 1296,42730 0,00008 1680723,74 11,6696 144026,314088315
100 % 0,0100 1427,74060 0,00010 2038443,22 14,2861 142687,020917240
110 % 0,0110 1561,70950 0,00012 2438936,56 17,1814 141952,257921720
120 % 0,0120 1695,6397 0,00014 2875193,99 20,3699 141149,220434359
2, 0,05001 7097,1414 0,00051 10277915,10 | 72,4169 709503,5756
Area Factor
st2 mg/ mL DIAZEPAM Respuesta (f)
Xi yi Xi 2 yi 2 Xiyi yilXi
80 % 0,0080 1121,2424 0,00006 1257184,52 8,9743 140087,00758380
90 % 0,0090 1302,6851 0,00008 1696988,47 11,7329 144635,46023215
100 % 0,0101 1429,6063 0,00010 2043774,17 14,3877 142050,08892996
110 % 0,0110 1556,2523 0,00012 2421921,22 17,1248 141427,32214564
120 % 0,0120 1694,1702 0,00014 2870212,67 20,3522 141026,89563893
D 0,0501 7103,9563 0,0005 10290081,05 | 72,5720 709226,77453047
Area Factor
mg/ mL DIAZEPAM Respuesta (f)
St3
Xi yi Xi 2 yi2 Xiyi yilXi
80 % 0,0080 1125,022 0,00006 1265674,50 9,0009 140617,20370972
90 % 0,0090 1306,0131 0,00008 1705670,22 11,7583 145060,34336570
100 % 0,0100 1430,1157 0,00010 2045230,92 14,3719 142307,14960943
110 % 0,0110 1575,0265 0,00012 2480708,48 17,3209 143220,38686257
120 % 0,0120 1694,1749 0,00014 2870228,59 20,3859 140794,76005033
> 0,0501 7130,3522 0,0005 10367512,70 | 72,8380 711999,84359775
DY 0,1502 213314 0,0015 30935508,8 | 217,8268 2130730,1938
Promedio 14,5218 142048,6796
Varianza 17,1901 2629073,7780
D,S, 4,1461 1621,4419
| CV(%)0oRSD 1,1415
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Fig. 25. Curvas de calibracién para linealidad del método verde

En la tabla 27 se observan los valores obtenidos para la obtencién de cada una de las

curvas de calibracion de comparacién, asi mismo en la tabla 28 la correspondiente

evaluacion estadistica complementaria. Luego, la correspondencia de las 3 curvas de

calibracion de diazepam puede observarse en la figura 25.

Tabla 28. Evaluacion de resultados de linealidad

Recta de Regresion
140469,8132 X + 15,6768
Coeficiente de Correlacion ‘ Conforme
r > 0,999 0,99749
Coeficiente de determinacion ‘ Conforme
r2 > 0,998 0,99500
Analisis de la Varianza Conforme
Gexp < Gtabla 0,5773 < 0,6800
Test de linealidad Conforme
CV < 5% 1,1415
Test de t de Student Conforme
texp > ttabla 50,7942 > 2,1600
Test de proporcionalidad Conforme
Limite de confianza del intercepto debe incluir al 0 Conforme
-44,729 < a < 76,083
Test de t de Student Conforme
texp < ttabla 0,5606 < 2,1600
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4. SELECTIVIDAD

Estandar de referencia N°de Area de Cantidad
Nombre DIAZEPAM Inyeccidén Diazepam
Lote J0J208 1 1406,4717 0,0072287
'Pot.(%) 99,99 2 1415,8318 0,0071809
St1 (mg) 10,1670 3 1400,3321 0,0072604
St2 (mg) 10,3710 1 1447,5499 0,0071645
2 1459,3041 0,0071068
3 1439,0481 0,0072068
Promedio 0,00719
RSD (%) 0,74581
Tabla 29. Resultados de la prueba de selectividad
PRUEBA 1: PLACEBO (EXCIPIENTES)
Muestra 1 Muestra 2
Peso de muestra (mg) 141,70 mg Peso de muestra (mg) 141,60 mg
Area de interferencia 0,0000 Area de interferencia 0,0000
%Interferencia 0,0000 % %lnterferencia 0,0000 %
PRUEBA 2: DILUYENTE (METANOL)
Muestra diluyente Muestra diluyente
Cantidad 10 pL Peso de muestra (mg) 10 pL
Area de interferencia 0,0000 Area de interferencia 0,0000
%Ilnterferencia 0,0000 % %lInterferencia 0,0000 %
PRUEBA 3: PRINCIPIO ACTIVO
Muestra 1 Muestra 2
Peso de muestra (mg) 10,16 mg Peso de muestra (mg) 10,04 mg
Area de interferencia 0,0000 Area de interferencia 0,0000
%Ilnterferencia 0,0000 % %Ilnterferencia 0,0000 %
PRUEBA 4: PRINCIPIO ACTIVO + PLACEBO (EXCIPIENTES)
Muestra 1 Muestra 2
Peso de muestra (mg) 151,70 Peso de muestra (mg) 151,60
Area de interferencia 0,0000 Area de interferencia 0,0000
%lnterferencia 0,0000 % %lInterferencia 0,0000 %

En la tabla 29 se observan los resultados correspondientes a las evaluaciones

cualitativas de la prueba de selectividad, donde evidencia que tanto los excipientes

como el diluyente no se constituyen en interferencias de las lecturas analiticas.
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5. ROBUSTEZ

Tabla 30. Resultados de parametros individualizados

PARAMETRO Peso (mg) D?;g: ifn mg de Analito | fggﬁere':?gén
ANALITICO P hallado (090)
10,394 1444,4279 10,3874 99,94
VAL OEIDAT BE 10,394 1446,0828 10,3993 100,05
FLUJO 10,253 1420,8176 10,2176 99,66
10,253 1422,8329 10,2321 99,80
10,198 1416,0673 10,1835 99,86
D BE 10,198 1410,3854 10,1426 99,46
SONICADO 10,145 1405,6582 10,1086 99,64
10,145 1413,2426 10,1632 100,18
10,377 1440,8566 10,3617 99,85
TEMPERATURA 10,377 1438,0349 10,3415 99,66
DIE B LIRS 10,210 1419,3562 10,2071 99,97
10,210 1419,9889 10,2117 100,02
10,183 1408,1713 10,1267 99,45
MR RATLRA 10,183 1413,3191 10,1637 99,81
DE HORNO 10,227 1422,7461 10,2315 100,04
10,227 1425,3919 10,2505 100,23
10,230 1412,7794 10,1598 99,31
TIEMPO DE 10,230 1406,1089 10,1119 98,85
AGITACION 10,096 1397,9646 10,0533 99,58
10,096 1401,7375 10,0804 99,85
10,272 1426,4510 10,2581 99,87
NG BE 10,272 1414,7130 10,1737 99,04
ONDA 10,255 1422,0721 10,2267 99,72
10,255 1429,9618 10,2834 100,28
10,359 1435,7509 10,3250 99,67
10,359 1438,3766 10,3439 99,85
ESTABILIDAD

10,201 1416,1145 10,1838 99,83
10,201 1418,2133 10,1989 99,98

En la tabla 29 se observan los resultados expresados en porcentaje de recuperacion del
diazepam al ser sometido a pequefas variaciones previstas para la evaluacion de la
robustez del método analitico propuesto. Estos resultados corresponden a la evaluacién

de parametros individualizados.
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Tabla 31. Resultados de la prueba de Youden- Steiner

; EXPERIMENTOS
PARAMETROS

1 2 3 4 5 6 7 8
Ala A A A A a a a a
B/b B B b b B B b b
Clc C c C c C c Cc c
D/d D D d d d d D D
Ele E e E e e E e E
F/f F f f F F g g F
Glg G g g G g G G g

RESULTADO | 99,976 | 99,827 | 99,853 | 99,437 | 99,348 | 99,865 | 99,726 | 99,607

Tabla 32. Evaluacion de la significancia de efectos individualizados

EFECTO MAY PROM MIN DIF RESULTADO
EFECTO A | 99,77358198 | 99,63659443 | 0,136987549 | NO SIGNIFICATIVO
EFECTO B |99,75446713 | 99,65570928 | 0,098757852 | NO SIGNIFICATIVO
EFECTO C |99,72594109 | 99,68423532 | 0,04170577 | NO SIGNIFICATIVO
EFECTO D |99,78428587 | 99,62589054 | 0,158395327 | NO SIGNIFICATIVO
EFECTO E | 99,82552044 | 99,58465598 | 0,240864465 SIGNIFICATIVO
EFECTO F |99,59234949 | 99,81782693 | 0,225477444 SIGNIFICATIVO
EFECTO G |99,75113801 | 99,6590384 | 0,092099613 | NO SIGNIFICATIVO

VALOR COMPARATIVO: 2,24 X Sgep 0,213170494

En la tabla 31 se observan los resultados del disefio experimental de Youden-Steiner,

estos al ser comparado al valor comparativo de la desviacién estandar relativa permite

obtener los resultados de efectos individualizados vistos en la tabla 32.

6. RANGO ANALITICO

Tabla 33. Consolidado del rango analitico del método verde propuesto

ELEMENTOS RANGO RESULTADO
Exactitud 80 % - 120 % Cumple
Precisién 80 % - 120 % Cumple
Linealidad 80 % - 120 % Cumple

Resultado: Rango: 80 % - 120 %

Para establecer el rango analitico se consideraron los resultados previos obtenidos en
la evaluacion de los parametros de linealidad, exactitud y precision. Estableciendo un

intervalo analitico entre 80 y 120 % (Tabla 33).
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COMPARACION METODO NORMALIZADO Y METODO VERDE

PARAMETROS CROMATOGRAFICOS
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Fig. 26. Comparacion de cromatogramas_y parametros analiticos del método USP y
método verde propuesto

En la figura 26 se observan los cromatogramas y parametros separativos obtenidos al
comparar la metodologia recomendada por la USP y el método verde validado para la

determinacion de diazepam en tabletas.

64



METRICAS VERDES

En la tabla 34 se observa la evaluacion de parametros verdes para la elaboracién de los

pictogramas NEMI y asi comparar la ventaja ecoldgica del método verde respecto al de

la farmacopea americana para la determinacion de diazepam en tabletas.

Tabla 34. Evaluacion de pardmetros verde la asignacion en pictograma NEMI

PARAMETROS

METODO VERDE

METODO USP

PARAMETRO 1: *PBT
(téxicos bioacumulativos
persistentes)

Etanol: ausente
Agua: ausente

Acetonitrilo: ausente
Metanol: ausente
Agua: ausente

PARAMETRO 2:
*PELIGROSIDAD

Etanol: ausente
Agua: ausente

Acetonitrilo: u003
Metanol: ul54
Agua: ausente

PARAMETRO 3:
CORROSIVIDAD (pH)

Entre 2 a 12

Entre 2 a 12

PARAMETRO 4:
DESECHOS

Se producen menos de 50 mL
de desechos de sistema de
solventes por analisis de 1
muestra.

Se producen menos de 50 mL
de desechos de sistema de
solventes por andlisis de 1
muestra.

* EPA — Toxic Release Inventory (TRI) — Persistent Bioaccumulative Toxic (PBT)
** EPA — Hazardous Waste Number

PICTOGRAMAS NEMI

METODO VERDE

METODO USP

Fig.27. Pictogramas NEMI posterior al analisis verde realizado al método USP y

método verde propuesto
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ECOESCALA ANALITICA

La evaluacion cuantitativa del impacto al medio ambiente de los métodos analiticos a
comparar se realiza por la evaluacion de los puntos de penalidad al aplicar la ecoescala

analitica, como se observa en la tabla 35.

Tabla 35. Comparacién de puntos de penalidad para método verde y USP

PUNTOS DE
PELIGROS (REACTIVOS E INSTRUMENTOS) PENALIDAD
(PPs)
Etanol (3,5mL) 4
LVENTE
S0 S Agua (1,5mL) 0
HPLC
SISTEMA INSTRUMENTAL (LC-UVMVIS) 1
PELIGROS OCUPACIONALES Ninguno 0
DESPERDICIOS i 3
Reciclaje 0
TOTAL DE PUNTOS DE PENALIDAD 8
PUNTAJE TOTAL DE LA ECOESCALA ANALiTIgA 92
CALCULO DE PUNTOS DE PENALIDAD PARA SOLVENTES
\ Pictograma Peligrosidad PPs
SOLVENTE1 Etanol 2 2 4
SOLVENTE2 Agua 0 0 0
METODO USP
PUNTOS DE
PELIGROS (REACTIVOS E INSTRUMENTOS) PENALIDAD
(PPs)
Acetonitrilo (6 mL) 4
SOLVENTES Metanol (3 mL) 6
Agua (6 mL) 0
HPLC
SISTEMA INSTRUMENTAL (LC-UVMVIS) 1
PELIGROS OCUPACIONALES Ninguno 0
15mL 5
DESPERDICIOS No tratamiento 3
TOTAL DE PUNTOS DE PENALIDAD 19
PUNTAJE TOTAL DE LA ECOESCALA ANALITICA 81
CALCULO DE PUNTOS DE PENALIDAD PARA SOLVENTES
Pictograma Peligrosidad PPs
SOLVENTE1 Metanol 3 2 6
SOLVENTE2 Acetonitrilo 2 2 4
SOLVENTE3 Agua 0 0 0
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V. DISCUSION

El desarrollo de métodos alternativos a los existentes evitando el impacto al medio
ambiente es una de las preocupaciones actuales de la quimica. Es por ello, que tanto la
guimica verde como la quimica analitica verde brindan diversas alternativas para

optimizar los procedimientos quimico-analiticos.

En el presente estudio se plante6 una propuesta verde basada en el reemplazo de
solventes y la optimizacién de las condiciones cromatogréaficas. Es por ello que en el
desarrollo analitico se plante6 primariamente el reemplazo del acetonitrilo y el metanol
(parte del sistema de solventes propuesto por la USP, para valoracién de diazepam) por
el etanol®*, solvente que impacta en menor manera al medio ambiente. Sin embargo,
una de las grandes dificultades encontradas fue que este, asi como sus combinaciones
con agua presentaban alta viscosidad®>*®, lo que se veia reflejado en incrementos de la
presién al analizarlos a la temperatura ambiente. Ademas, los picos obtenidos en los
pilotos resultaban demasiado anchos, por lo que se consideré necesario el incremento
de la temperatura para disminuir la viscosidad de solvente, dado que la columna de
trabajo seleccionada es considerada como “médium bar”, es decir que solo soportaba

como maximo presiones de 250 bar®’.

De acuerdo a los resultados preliminares realizados (Tabla 14 y 15) a las proporciones
de EtOH / H>O (50:50 y 100:0) tanto al aumentar la temperatura y disminuir la velocidad
de flujo, se manejaban presiones dentro del rango de trabajo de la columna

cromatografica.

Luego al evaluar la influencia del flujo, se evidencia que el sistema de solventes EtOH
/ H20 (70:30) a la velocidad de flujo de 1 mL/min y 60 °C de temperatura de trabajo®8°°,

mostraba la aparicion mas temprana del pico de diazepam (tr = 2,96).

En la figura N° 19 se observa una adecuada separacion entre los analitos de
comparacion (aptitud del sistema — USP 40), segun esta bibliografia el nordazepam
tiende a aparecer previamente al diazepam, lo cual queda demostrado, ademas ambos
picos se observan individualizados, luego del efecto separativo producido en la columna
mediante la interaccion con el solvente y el analito, sin embargo estos resultan bastante
anchos (1 min de base para cada uno) ademas que el tiempo de corrida regularmente
puede ir de 12 a 15 minutos. Tanto en el método USP como en la propuesta realizada,
los platos tedricos fueron menores a 2000, pese a que la técnica normalizada para

diazepam indica que el numero de platos debe ser no menor de 5000. Para constatar la
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eficiencia de columna, se hizo pilotos con cafeina citrato, obteniéndose platos tedricos

mayores a 6000, lo cual indica un buen estado de la columna cromatogréfica.

Luego al probar los solventes hasta el momento seleccionados EtOH / H>O (50:50 y
70:30), se observa que la primera proporcion tiende a separar mejor ambos analitos. Sin
embargo, resulta que al tratar de reproducir en ocasiones posteriores a partir de la 4%
corrida se producia ensanchamiento de banda, por lo cual se descarta. Al analizar la
segunda proporcion, si bien, los picos de diazepam y nordazepam tienden a estar mas
juntos, estos pueden observarse individualmente a distintos tiempos de retencion (tr
(nordazepam): 2,487 y tr (diazepam): 2,973). Estos picos eran reproducibles en lecturas
continuas, lo que ayuda a la seleccidn de esta proporcion. Asi mismo, se selecciona
esta proporcion a la temperatura de 60 °C porque a esta se da el menor tiempo de

aparicion del diazepam y permitiria realizar analisis de solo 5 minutos.

Sobre la base de la proporcién y condiciones seleccionadas se busco optimizar ain mas
el sistema de solventes. En el estudio de Eldin et al'8, se realiz6 la validacion de una
técnica analitica verde propuesta para la determinacion de clonazepam en tabletas,
particularmente ellos emplearon como fase movil SDS 2 %, isopropanol y buffer acetato
de sodio a pH = 3,5 en una columna C8 a tamafio de 5 um al flujo de 1,5 mL/min en
condiciones isocraticas y a temperatura ambiente sin embargo no indican la capacidad
limite de presién de la columna, por lo que se da a entender que se trataria de una
columna tipo Hibar (High bar o de alta presion) dado que los solventes y soluciones
empleadas resultan siendo altamente viscosos. Con estos antecedentes y otras
evidencias, se opto por tratar de optimizar el sistema de solventes mediante la aplicacién
de soluciones buffer (acetato y fosfato)®® asi como el empleo de liquido i6nico
([BMIm]BF4)%%2, el cual fue seleccionado por sus caracteristicas fisicas (no presentaba
color, que podria ser un posible interferente) asi como su capacidad separativa y por
encontrarse disponible para su empleo en el laboratorio. Sin embargo, ninguna de estas
tres propuestas mostré una significativa optimizacion, considerando que, al tratarse de
sales, luego de la corrida cromatografica deberia realizarse periodos de lavado de
columna continuos para evitar sedimentaciéon. Adicionalmente, cabe precisar que al
emplear el liquido i6nico y ponerlo en contacto con el etanol, se formaban burbujas que
requerian eliminarse por desgasificacién, ademas que los periodos de estabilizacion de
la presion resultaban inestables, fluctuantes y bastante largos, mayores a los 20

minutos, lo que se veia reflejado en la formacion de mayor cantidad de desperdicios.

Por ser un periodo corto de analisis, el modo de elucion seleccionado fue el isocréatico y

al tratarse de un equipo de inyeccion manual, las aplicaciones de muestras implicaban
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necesariamente la presencia del tesista durante todo el proceso cromatografico y

desarrollo de las lecturas.

Los pardmetros de validacion seleccionados para dar soporte a la técnica analitica
fueron de acuerdo a la naturaleza del producto a estudiar, al tratarse de tabletas
constituidas por el placebo (excipientes) y el principio activo (diazepam), se
consideraron los pardmetros correspondientes a la categoria | de ensayos analiticos
(segun USP 40): exactitud, precision, selectividad, linealidad e intervalo; adicionalmente
se incluyé la robustez, aunque esta es abordada en algunos casos desde el desarrollo
analitico®®. Tanto el limite de deteccion y cuantificacion no se consideraron por no estar
dentro de esta categoria. Las valoraciones de principios activos desde un enfoque de
control de calidad de medicamentos, evalian su presencia de acuerdo a rangos de
aceptabilidad que habitualmente van entre el 90y 110 %, por lo que no resulta necesario
evaluar el analito como si fuese una traza o hasta el limite de saturacion de la prueba.
Para el caso de la precision, esta evalla la dispersién producida al comparar los
subparametros de repetibilidad y reproducibilidad. Sin embargo, este ultimo implica
tanto en trabajos interlaboratorios, interequipos y al menos con 2 operadores distintos,
situacion que es complicada en la practica habitual en los laboratorios de control de
calidad, por tanto, se cuenta con la opcion de la precision intermedia la cual considera

la dispersion del método entre analistas.

Para el caso de la selectividad®®, esta se enfoca de diversas maneras, por ejemplo la
capacidad que tiene la técnica analitica para distinguir un analito de otros de la misma
familia o de similares propiedades, pero este enfoque fue desestimado por que se busca
la identificacidon de un analito Unico no de la evaluacion de la capacidad separativa de
la técnica aplicada a varias sustancias. Luego también se enfoca desde condiciones de
degradabilidad que lo acercan mas a los estudios de estabilidad de formas
farmacéuticas, lo cual no estaba dentro del alcance del estudio. Es por ello que se
priorizé la evaluacion de la posible influencia o interferencia en los resultados por parte
de los excipientes de la féormula, asi como del solvente empleado para la preparacion
de las muestras. Para la evaluacion de la robustez analitica, se consideraron tanto
pardmetros relacionados directamente con la técnica verde, asi como los

correspondientes a la preparacion de muestra de tabletas.

La formulacion del placebo estuvo a cargo de un laboratorio farmacéutico nacional de
acuerdo a formula reservada, brindaron los certificados de analisis de cada excipiente

empleado y el peso final de tableta fue de 151,6 mg.
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Del pardmetro de exactitud, se observé que en los 3 porcentajes de trabajo (80 %, 100
% y 120 %) el porcentaje de recuperacién del principio activo a partir de muestras de
tabletas era poco mayor al 100 % con un RSD del 0,15 %, mientras en los resultados

de precision (repetibilidad y precision intermedia) se obtuvieron dispersiones < 2 %.

En la evaluacion de la linealidad se evidencio6 graficamente que las 3 curvas propuestas
confluyen en los puntos de concentracion vs area. Ademas, tanto el coeficiente de
correlacion y de determinacion resultan mayores a 0,99 lo cual indica que existe una
asociacion del 99 % entre la variable independiente (concentracién de diazepam) y
variable dependiente (area). Estos resultados tienen el soporte de los test de linealidad
y proporcionalidad, los cuales presentan significancia estadistica. En la evaluacién de la
selectividad, se evidencié que tanto el diluyente como los excipientes no muestran sefial
analitica por ese motivo no se constituyen en interferentes que afecten la lectura del
principio activo. En la prueba de robustez se consideraron 7 factores con 2 variaciones,
mediante la prueba de Youden-Steiner®* se vio que, en 5 de ellos, las pequeias
variaciones empleadas no tenian un efecto significativo en el método, es decir, vuelven
al método robusto. Sin embargo, para el efecto E y F (longitud de onda y estabilidad),
estos resultaron significativos, por lo que fue necesario hacer una evaluaciéon de grupos
individualizados, mostrando que los porcentajes de recuperacion son bastante cercanos
y ademas se debe contemplar que al haber resultado la desviacion estandar relativa de
la repetibilidad bastante reducida, el valor comparativo de Youden-Steiner solo admitiria

pequefiisimas variaciones.

La ecoescala analitica fue disefiada para evaluar de manera cuantitativa cuan verde
podria resultar un método propuesto; en un inicio contemplaba varios parametros de
evaluacion®®, luego esta fue adaptandose conforme al campo de aplicacion, por eso en
la aplicacion a la cromatografia analitica verde, se muestra una version mas concisa y
reducida para evaluar con mayor rapidez los métodos*®. Para determinar los puntos de
penalidad, primero se definid que solo se iba a considerar al método analitico, mas no
al procedimiento extractivo del principio activo, de alli que se evaluaran las penalidades
del metanol, etanol, acetonitrilo y agua (de las fases méviles), que se calculan mediante
el nimero de pictogramas de seguridad por el tipo de rotulado (Warning = X1; Danger
= X2), resultando que el metanol (3 pictogramas y rétulo Danger) tiene mayor puntos de
penalidad que el acetonitrilo (2 pictogramas y rétulo Danger), cabe indicar que este es
un criterio de calificacién referencial, al comparar varias guias de clasificacion de
solventes®, concluyen al considerar al metanol como un solvente verde, mientras al
acetonitrilo como un solvente de cuidado. Ademas, las propuestas para la cromatografia

analitica verde recomiendan el reemplazo del acetonitrilo por otros solventes verdes.

70



Ademds, desde un criterio de manejo de intoxicaciones, el metanol con solo una
cucharada puede producir insuficiencia renal, acidosis metabodlica, ceguera y
agranulocitosis; paradéjicamente su antidoto es el etanol directamente infundido en el
torrente sanguineo, debido a su mayor afinidad enzimatica al alcohol deshidrogenasa®®.
El método verde obtuvo un puntaje mayor en la ecoescala analitica (92) en comparacién
al método normalizado (81), en consecuencia, se constituye en un método analitico

verde y mas ecoamigable que el recomendado por la farmacopea americana.

Los pictogramas NEMI son parte del sistema de métricas cualitativas verdes que se han
ido optimizando a pasar de los afios, pero que aln aporta un marco analitico inicial sobre
las caracteristicas de un método segiin sus parametros de evaluacion®’, los cuales estan
sustentados en las listas y guias internacionales®®°, de ahi que 3 de los parametros
coincidieran al no ser potenciales generadores de cantidades grandes de desperdicios,
gue no trabajen en pH extremos, ni que se encuentren en los listados de PBTs. Sin
embargo, al realizar la evaluacién de peligrosidad, se observé que tanto el metanol como
el acetonitrilo se encuentran presentes en el listado de sustancias peligrosas de la EPA
en la subclasificacién D con los codigos U154 y U003 respectivamente, lo cual hace que
el campo para este pardmetro permanezca en blanco y evidencie que el método

farmacopeico resulta menos verde que el método propuesto.

Finalmente, al comparar ambos métodos USP y verde, se destaca que la cantidad de
residuos de solventes producidos por el método verde por corrida es 2 veces menor al
producido por el método USP. Ademas, al contener el primero solo etanol y agua, hace
posible la reutilizacion del solvente mediante destilacién o evaporacion rotatoria, caso
gue no puede darse con los residuos de la fase mévil USP, porque se trata de una
mezcla metanol, acetonitrilo y agua que requieren condiciones especiales para su

eliminacion.
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VI. CONCLUSIONES

Se logro establecer una técnica analitica verde para la valoracion de diazepam en
tabletas, basada en los criterios de reemplazo de solvente (metanol, acetonitrilo) y

optimizacion de las condiciones (incremento de temperatura).

El método analitico verde propuesto y validado resulta ser exacto, preciso, robusto,

selectivo para la identificacion y cuantificacion de diazepam presente en tabletas.

Las métricas empleadas: pictogramas NEMI y eco escala analitica demostraron que
el método validado es verde y que resulta mas ecoamigable que el método

normalizado de la farmacopea americana.
El método verde validado en comparacion al método farmacopeico permite la

determinacion de diazepam a menores tiempos de retencién, empleando pocos

solventes que ademas tienen un impacto reducido al medio ambiente.
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Vil. RECOMENDACIONES

Para ensayos posteriores se pueden complementar otras métricas analiticas verdes
de corte cuali-cuantitativo que precisen con mayor detalle la calificacion del método

analitico propuesto.

Se puede considerar dentro del andlisis verde la optimizacion del sistema de
extraccion del principio de las tabletas, mediante el empleo de solventes verdes
como etanol o0 agua; asimismo, se puede evaluar la optimizacion del sistema de

solventes mediante el empleo de liquidos iénicos.

Se puede considerar el empleo de columnas cromatograficas con tamafo de
particula reducido (< 5 um) y que sean mas afines al metabolito a separar
(benzodiazepina), para ser empleado en un sistema cromatografico de ultra presion
(UHPLC).

Se puede extender el alcance de esta técnica para la separacion de
benzodiazepinas en muestras mdltiples o que estén contenidas en matrices
bioldégicas (sangre, suero, cabello, etc), de interés del campo de la toxicologia

analitica.

Este estudio puede servir de modelo para otros estudios de optimizacion de
sistemas cromatograficos ecoamigables y trabajar no solo con matrices del campo
farmacéutico, sino también otras para el rutinario control de calidad como en la
industria alimentaria o cosmética. Ejemplo: determinacién de cafeina en bebidas

energéticas o evaluacion de derivados de histamina en matrices carnicas de peces.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Certificado USP del estandar de diazepam

USP Certificate

U.S. Phermacopeia
The Standard of Quality™

Diazepam
LOT J0J208

Molecular Formula

H,C C46H13CIN,O
\ (o]
o Molecular Weight
284.74

CAS Number

Cl =N

LABEL TEXT

& [JSP. REFERENCE STANDARD

DIAZEPAM CIV 100 mg

NDC 2 D216-0404-063
% Darger Tas: § swalowed. Tosc n contact with skin. May casse

i3l rvstructions before use Do ot handie untl 3l safety

i e ek fead and undeesteod, Lss oy

wel-vertlaled area. Wash thoreughly after handing. YWess
goves/protective clothing'eye protectoniface pratection i on skim Wash
wih plenty of water. Call 3 poisan centeridocior § you feed urmvedl Take off
mmediately al contaminated clothing and wash ¢ before reuse Hinkaled

© Remove person te fresh air and keep comfortable for breating Calls
8 rowsness of d2Zress. Suspected of damagis fertity o e untorn chid. esesikichns € i et et capsed gy cinceined: Det el
3 o _ o5 £ig aacelatention. Fswalowed Immedistel cal apoison centeridoctor. Rinse
Bonotsy. For quanitaive applicatons, use 3 vake o 0399 mg £33 mout Store 1 a welventiated plice K ity cosed Stove
o -(ddltfibv pEr mg e -M/ on U'e.ﬂsi Is basis E S Kcked up a2 0f contentsiortanes n azcordnce wih
s Keep contaher tgfly eloseat Protect from gt E2E scalregrairatonalintemational regiiatons
H USP, 12601 Twinbrook Phowy, Rockvile, MO +1-201-881.0858 w2h
29

o CAT Ho. 1185008 Waterial mfd in Gemany =45

9 Isbeled for GHS £iz

USP certifies that the USP Reference Standards Commuttee, m accordance with their rules and procedures,
determined that this USP Reference Standard lot is suitable to assess compliance with the monograph standards for
which 1t 1s specified The critical charactenistics of this lot are usually determined independently in three or more
laboratonies, mcluding USP, govemment, academic. and industrial collaborators.

I £ Joth

OA Director
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Calculation Value

Unless otherwise stated on the Reference Standard label, a value of 100.0% should be used in USP or NF
compendial applications for which the use of this Reference Standard is intended. Please refer to the specific
Reference Standard label for further information.

Expiration

Current lots are identified in the Official USP Reference Standards catalog. In some cases, the previous lot may still
be considered official. If so, it 15 identified in the column marked “Previous Lot/Valid Use Date.” Ordinarily, the
previous lot 15 carried in official status for about one year after the current lot enters distribution.

It is the responsibility of each user to determine that this lot is cumrent when used. To ensure up-to-date information,
USP publishes the Official USP Reference Standards Catalog, which contains official lot designations. This
information 1s also available on the USP web site, at www.usp.org, as well as m the bimonthly subscription
publication, Pharmacopeial Forum.

Instructions for Use

Follow the instructions in the appropriate USP or NF Monographs and General Requirements for Tests and Assays
of the current USP-NF. In the event that instructions on the label of this lot differ from those found in the current
USP-NF, those on the label supersede any instructions listed in Chapter <11>.

Non-Monograph Use
The suitability of this Reference Standard for use in non-compendial applications 1s solely the responsibility of the user.

LEGAL NOTICE

USP MAKES NO REPRESENTATION OR WARRANTY WITH RESPECT TO THE ACCURACY,
COMPLETENESS, OR CURRENTNESS OF THIS CERTIFICATE; AND USP SPECIFICALLY DISCLAIMS
ANY OTHER WARRANTY, EXPRESS, IMPLIED, OR STATUTORY, INCLUDING BUT NOT LIMITED TO.
THE IMPLIED WARRANTIES OF MERCHANTABILITY AND FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE.
USP DOES NOT WARRANT THAT THE INFORMATION CONTAINED HEREIN MEETS THE
CUSTOMER'S REQUIREMENTS. USP SHALL NOT BE LIABLE ON ACCOUNT OF ANY SUCH ERRORS
OR OMISSIONS.

USP Reference Standards are not mtended for use as drugs,
dietary supplements, or as medical devices.
This document is not a Material Safety Data Sheet.

This certificate may not be reproduced without
the express written permission of USP.

Copyright 2010 The United States Pharmacopeial Convention, Inc. All rights reservad.

Page 2 of 2 30-Apr-2015
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€

N-905

P FE11181503
Cer]ll]ant Revision 00
Analyfical Reference Standards Page 10f6
2 SIGMA-ALDRICH compeny Product of USA

Certified Reference Material - Certificate of Analysis

Nordiazepam, Primary Standard 150 GUIDE 34
ISO/IEC 17025
Catalog Number: N-905 - SO 13485
Lot: FE11181503 156 15104
Expiration: November 2020 O TS
Description: Nordiazepam in Methanol. GMP/GLP
Packaging: Solution in 2 mL amber USP Type I glass ampoule O | N
containing not less than 1 mL of certified solution. "\/l\ o

Storage: Store unopened i freezer (-10 °C to -25 °C).
Shipping: Ambient. See Stability Section.
Intended Use: This Certified Reference Material is suitable for the in vitro identification. calibration, and quantification of the

analyte(s) in analytical and R&D applications. Not suitable for human or animal consumption.

Instructions for Use: Users should quantitatively transfer desired volume u.smg established good laboratory practices to

spike into matrix or to dilute to the desired Each ampoule is intended for one-time use.

Regulatory: USDEA Exempt | Canadian TK # 61-425 Safety: Danger. See Safety Data Sheet

Expiration data has been established through real time stability studies.
Ampoules are ov erﬁlledm ensure a minimum 1 mL volume can be transferred when wsing a 1 mL Class A volumetric pipette.

» For itative appli the mim sample size for i deduseis 1 uL.
Analyte Certified Concentration Value
l\ordxazepmn 1,000 = 0.005 mg/mL

» ity of th is dasan inty in accardance with ISO 17025 and Guide 3-um: approxinae 95% confidence mterval usmg
cm!ngeﬁcm of k=2 and has been by 1 analysis of our production system and i of the mass balance purity factor, material

-

density, balance, and weighing tecmique.

This standard is prepared gravimetric ally and mass results are reportad on the comventional basis for weighing in air. Neminal concentration is calculated based on: the
actual measured mass; Mass Balance Purity Factor of the analyta(s); measured mass of the solution; and the density of the pure dilwent at 20 °C.

Concentration is comracted for chromatographic purity, residual water, residual solvents and residual morganics. No adjustment raquirad before use.

Additional certification infarmation available upon request.

Metrological Traceability

T
This standard has hmmamﬂmmﬁom 34, ISOIEC 17025, ISO 9001 and ISO 13485 standards. This standard meets the requirements of a
Certified Raference Material and a Primary Standard as definad by ISO and is traceable to the SI and higher arder standards through an unbrol=n chain of conparisons.

This standard has been gravimetrically prepared using balances that have been fully qualified and calibraed 1 ISO 17025 requirements. All calitrations utilize NIST
tacesble weights which are calitra®d externally by a qualified ISO 17025 acareditad calitration laboratory to NIST standards. Qualification of each balance inchides the
assigiment of a nininmm weighing by a qualified and ISO 17025 accradied calibration vendor taking into consideration the balance and installed envirommental

i © ensure i with USP wol of NMT 0.10% relative error. Balance calibration adjustments are performed weekly utilizing the balance’s internal |
adjustment mechanism Calitration verifications are performed pre-use. Weigh tapes fram the calibration verification are included in the production baxh record for thi
standard. Production data package available upon raquest.
Fill vohime is gravimetrically verified throughout the dispensing process using qualified and calibrated balances.
C ion is verified against an i preparad calitration solution gravimetrically preparad.
Each raw material utilized has been idendfied and tharoughly characterized through the use of nmiltiple analytical tachniques. Spectral datais provided on subsequent
pages of this COA. The density and material Mass Balance Purity Factor is traceable © the SIand higher order reference standards through mass measurement and
instrument qualification and calibrations.

Cerilliant certifies that this standard meets the specifications stated in this certificate and warrants this product to meet the stated
acceptance criteria through the expiration/retest date when stored

opening

P
to avoid concentration changes due to evaporation. Warranty does not apply to ampoules stored after opening.

AJAB W/P January 26, 2016

Darron Ellsworth, Quality Assurance Manager Date

Cerilliant Corporation 811 Paloma Drive, Suile A, Round Rock, TX 78665 8008487837 / 5122389974
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Solution Standard Verification

N-905
FE11181503
Revision 00
Page 2 of 6
Product of USA

Concentration accuracy and within- and between-bottle homogeneity are analytically verified against an independently prepared calibration

solution and to the prior lot.

Solution standard verification demonstrates confirmation that the specified requirements for the Primary Standard have been filfilled and

validated under ISO 13485.

Standard Solution Assay Parameters

Calibration Curve

Analysis Method: HPLC/UV Calibration Curve: Linear Regression
Column: Ascentis Express C18,2.7 um, 3.0x 50 mm Number of Points: 4
Mobile Phase: Acetonitrile:: Water (50::50) Linearity (r): 1000
Flow Rate: 1.2 mL'min
‘Wavelength: 230mm

Verified Concentration (mg/mL) %RSD - Homogeneity
Standard Soluti Lot Number Actual Results A Criteria Actual Results Acceptance Criteria
New Lot FE11181503 1004 3% 0.7 <3%
Pravious Lot FE09101401 1.005 3% 0.7 <3%

Concentration is verifiad fhrough multiple analyses and is calcula®ed as the average of multiple analyses conpared o an independently prepared calibration solution.
»  Within-sample and betwween-sample homogeneity of the New Lot is ensured through rigorous production process controls statistically analyzed o evaluate risk and
verified by analysis. Multiple samples pulled from across the lot using a random stratified sampling plan were analyzed o verify homogensity. % RSD results shown

2 2

abore for the New Lot

anpoula-fo-

Analyte Certification - Mass Balance Purify Factor

Each analyte is thoroughly identified and characterized using an orthogonal approach. A mass balance purity factor is assigned incorporating
chromatographic purity and residual impurities. The mass balance purity factor is utilized to calculate the weighing adjustment necessary to

ensure accuracy of the solution standard conceniration.

Material Name: Nardiazepam Chemical Formula: CH, CINO
Material Lot: PC042810-04 CAS Number: 1088-11-5
Molecular Weight: 27071
Material Characterization Summary
Analytical Test Method Results
Primary Chromatographic Purity by HPLC/UV Analysis SP10-0102 >99.9%
Secondary Chromato graphic Purity by GC/FID Analysis SP10-0101 99.9%
Identity by GC/MS Analysis SP10-0105 Consistent with Structure
Identity by 'H.NMR Analysis USP <761=, SP10-0116 Consistent with Structure
Residual Solvent Analysis by GC/FID Headspace AM1087! 0.16%
Residual Water Analysis by Karl Fischer Coulometry AM1346" Below Quantitation Limit
Inorganic Content by Microash Analysis SP10-0135 <02%
Mass Balance Purity Factor 99 .81%
+  The primary ck aphic punty is calculated as the ge of two independently performed analyses utilizing two different methods. Acceptance
criteria requires the purity values to be within 0.5% of each other.

» The primary chromato graphic punty value is used to calculate the Mass Balance Purity Factor.
» A secondary chromatographic purity method is utilized as a control.
» Mass Balance Purity Factor = [(100 - wt%% resicual solvent - wt? residual water - wt¥s residual inorganics) x Chromatographic Purity’100].
» Mass Balance Purity Factor does not include adjustment for chiral and/or isotopic purity.

! Validated amalytical method

Cerilliant Corporation 811 Paloma Drive, Suile A, Round Rock, TX 78665 8008487837 / 512238074
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N-905

FE11181503
Revision 00
Page 3 of 6
Product of USA
Spectral and Physical Data
HPLC/UV
TROT A, SQRi0A Paiseh [1EB01 01, Column: Ascentis Express C18,2.7 ym, 3.0 x 50 nm
nay | 3 Mobile Phase:
T Gradient: Y%A % B
0 25 7
80 20
- 80 20
25 )
25 s
A Flow Rate:
Wavelength:
e Data File Name: RMN-010 PLC 142015-09-11 19-25-19'1EB-0201.D
Instrument: LC#14
- Sample Name: PC042810-04
Acquired: September 11, 2015
™ Pesk#  RetTime  Area Height __ Area%
. s 8
0+ S f 2 1 238 025 0.16 001
T T T 2 250 205544 1372.05 99.98
- - "~ S 3.08 009 0.06 000
4 3 010 0.06 001
GC/FID
TICE, U000 5 A SN DT OBID Column: DB-35ms, 30mx0.53 mm ID, 1.0 pm film thickness
Z: Temp Program:  40°C to 200°C at 40°C/min
L3 200°C to 300°C at 5°C/min hold 16 min
| Injector Temp: Cool-on-Colunn
04 Detector Temp: 325°C
N
i f Data File Name: RMN-010 GC 6201 5-09-09 20-20-37'012B0201 D
310 ¥ Instrument: GC=6
| Sample Name: PC042810-04
,5:0_' Acquired: September 09, 2015
! Peak # Ret Time Area Height Area %
100+
] 1 10.18 0.78 0.19 001
| 2 17.97 13284.80 1897.74 99.95
04 - N 3 18.15 628 L1l 005
| q 4
I} e
\.. T s
- r - ==
[ H 1l 18 b} = K k3 i |

Cerilliant Corporation 811 Paloma Drive, Suile A, Round Rock, TX 78665 8008487837 / 5122389974
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Spectral and Physical Data (cont.)

Residual Solvent Analysis by GC/FID Headspace

N-905
FE11181503
Revision 00
Page 4 of 6
Product of USA

FOIA FonSge i il Column: DB-ALC1 30 m x 0.53 mm, 3 um film thickness
Iy Temp Program: 40°C (12 min) to 220°C at 40°C/min (5.5 min)
Carrier Gas: Helium
9 Flow Rate: 2.0 2l /anin
o Detector Heater Temp: 250°C
Injector: Headspace Sampler
Ly HS Oven Temp: 60°C
Vial Equilibration: 10 minutes
o
o Data File Name: 2015-09-08 14-40-581022F1401.D
Instrument: GC=11
F3 " Sample Name: PCO42810-04
g Acquired: September 08, 2015
B H
U
2] f Peak Compound Area Weight %
H
9 H TSy [ Ethanol 15.73 016
2 NMP NA NA
0 TrET R R EELEE B T Total 0.16
- ~ : - — W
'HNMR Instrument: JEOL ECS 400
Solvent: Chloroform-D
» T Ton Bt g prisied by siutire Corsmat)
3
3
2 s
s & -
; J
i < A J 2 e N LT :
e [ o "h 3 ) i e o e H
| FANSS |
] SEREEE ]
g e ume
Cerilliant Corporation 811 Paloma Drive, Suile A, Round Rock, TX 78665 8008487837 / 512238074
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Spectral and Physical Data (cont.)

GC/MS

N-905
FE11181503
Revision 00
Page 5of 6
Product of USA

Compound Name
Lot Number
Instrument
Operator

Date Reported
Column Type
Temp. Program
Injector Temp. :
Carrier Gas

Flow Rate (mL\min)
Transfer Line Temp.
Scan Range

Abundance
1600000

1400000
1

1200000/
1000000,
800000
600000
400000/
2000001

o

Nordiazepam

: PCO42810-04

Agilent GCMS

ECM({SGIUFFRE)

Fri Sep 04 08:12:10 2015

DB-5ms, 30m x 0.25mm ID, 0,25um film thickness

50°C to 200°C@40°C/min, 200°C to 300°CR10°C/min, 16min hold

Cool on-column
Helium

0.80 mL/min
280°C

50-500

Total lon Chromatogram

TIC: 20904501 D\¢ata ms

Tme—>
Mass Spectrum
Abundance

100000/

:

:

5 . T . v = T - S
600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 28.00

Scan 726 (11,908 min): 20804501 D\data.ms

2410

o N .,
250 2’5;70 280

Ceilliani Corporation

811 Paloma Drive, Suile A, Round Rock, X 78665

8008487837 / 5122389974
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Stability

Short term stability studies have been performed under accelerated conditions for a period of up to four weeks. Short term data is
utilized to predict long term stability and to support wansport conditions and normal laboratory use. Real-time stability studies
are performed at the recommended storage conditions over the life of the product.

Short Term Stability: A summary of accelerated stability findings for a related product (N-903, Nordiazepam-D ;) is

listed below.
Storage Condition Mean Kinetic Temperature (MKT) Time Period/Result
Freezer -15°C
Refrigerator 4°C : <
Nod e in purity was noted after four weeks.
Room Temperature 21°C
40°C 40°C

Transport/Shipping: Stability studies support the transport of this product at ambient conditions.

Short Term Storage: Stability data supports short term storage for up to 12 months at Refrigerate conditions.

\Long Term Stability: Long term stability has been assessed for Freezer storage (-10 °C to -25 °C) conditions.
Stability of @ mimimum of 60 months has been established through real-time stability studies.

COA Revision History

Revision No. Date

Reason for Revision

00 January 26, 2016 |Initial version

Cerilliant Corporation 811 Paloma Drive, Suile A, Round Rock, X 78665 8008487837 / 5122389974
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Anexos 3. Certificados de analisis de excipientes

Certificado de analisis de almidén de maiz

]

Ingredion

CERTIFICADO DE ANALISIS

Pagina1/2

Nombre de Cliente & Direccién
Empresa INGREDION PERU S.A,

Carretera Central Km. 10.5 s/n
Lima 06 LIMA 03
PE

Informacién de Embargue del Cliente
No. Cliente: 0010010374

Pedido de Compra del Cliente: 7000859783 /

Nota: Preducto elaborado y analizado en la
planta 4550 ( Cali Manufactura )

Producta: 9375100SCE ALMIDON
USP-BS25-FM034580-EXP

Marca: FARMAL USP 034580

Lote: 0001531598

Fecha: 13.02.2019

Direccién de Embargue del Proveedor
Planta: Cali Manufactura

CRA 5 No. 52-56

CALI (VALLE DEL CAUCA) 76 76001
co

Tel: (052) 4315000

Informacién de Embargue del Proveedor:
No. Entrega: 0082149083

Orden de Venta/Articulo : 0001746444 000010
Cantidad: - 490.000 UN

Fecha de Fabricacién: 06.02.2019
Fecha de Vencimiento: 06.02.2021

Andlisis Métodos Resultados Minimo Maximo
Humedad, % USP. 2017.E 12.80 0.00 14,00
Agentes Oxidantes, ppm USP.2017.E 10,080 0.000 20.000
PH USP. 2017.E 5.92 4.50 7.00
$02, ppm USP. 2017.E 5.760 0.000 50,000
Hierro, ppm USP. 2017, E 0.100 0.000 10.000
Color Visual PMOA 083/087 BLANCO - -
Olor PMOA 083/087 LIBRE DE OLORES EX = INODORO
Identificacion A (USP) USP. 2017.E PASALAPRUEBA  PASA LAPRUEB
Identificacién B (USP) USP. 2017.E PASALAPRUEBA  PASALAPRUEB
Identificacién C (USP) USP, 2017, E PASALAPRUEBA  PASALAPRUEB
Residuo de Ignicion, % USP, 2017.E 0.250 0.000 0.500
TPC. UFClg USP. 2017.E <10 0 500
Informacion Adicional Responsables
Interpretacién de las. letras A,B,C 6 D: A =
Superior (Iqual ¢ similar al esftandar) 8 =
Aceptable( Eequena alferencia en relacidn del
estandar) C ='No satisfatorio { Gran
diferencia en relacién del estandar) Vi i
:Lx N
Respmllmlemm CARDONA
JEFE DE LABORATORIO
Documento emitido electrénicamente
Emitido por:VVELASQUE




Certificado de analisis de lactosa monohidratada

Pagenr, 1/2

0805398411-500001-20181130-127644-2006-3420_FONT_05-000001

Certlf' cate gf Ar_nalysn

Customer number £ 160569 _' S Lot/ Batchnumber :22945454
Customer name ‘ Imperiac S:A.C. 5 ‘ : :15.09:2018
Delivery.number . 7805398411 pitydate’ :13.09.2020
Delivery Date 106.01.2019 " Ordernumber . 16349612
Material number © 0747822 ' Your'order‘number 1 Port 04/18
Material description  SuperTab® 115D, spray (NZ) ’ ‘ '

Lactose monehydrate -

USP-NF, Ph.Eur., JP

Box, ALu+PE layer, 25kg nt

Analysis

Ehemial & physml .

‘ 5 &
Infmred absorptlon spectrum’ Conforms: .Pass
3 : reference
Water /1d D Ph.Eur. USP-NF; Ph.Eur; P %(m) 4.5~ 5.5 5.0
Appearance of sojution Ph.Eur. " . -Notmore intensely Pass
. . : coloured rhan refBY7 B g
Lactose colour of sol. ' _ 3 Pess
Lactose clarity of sol. USP-NF; Ph.Eur; P © ‘Pass
UV-Abs. 1% sol. 210-220 nm USP-NF; Ph.Eur.; JP -0.00-0.25 0.07
UV-Abs. 1% sol. 270-300 hm USP-NF; Ph.Eur.; 3P’ -0.00-0.07 0.01
UV-Abs. 10%sol. 400nm  USP-NF; PhiEur,; JP 000004 080
Acidity (0.1N NaOH/6g) ~ USP-NF; Ph:Eur T 0.0-0.4 62 %
Spedific optical rotation (anhydrous bas  USP-NF; Ph.Eur.; IP Degree ' 54.4-55.9 S5l i
Heavy. Metals “USP-NF; Ph. Eur 3P "max 5 ppm Pags ‘
Loss on Drying (2 hrs, 80°C) _ USP-NF; 3P _%(m) 0010 02 oL
Residue on lgnmon [ Sulrated ash ,USP-NE, Ph.-Eur.; > %(m) 0 0-0 i . <01
" “crobiological - » S ' i
] = R et . [‘n:v,." ~§J‘.L9'~_ B‘; ﬁl‘ ' olﬂﬁm mﬂ ww:h?m%;%f :«5',‘
Total Aerobic Micro’ Cotint & ',Pharmaoopeaa T Uefufgt vt0-100 Lragen
. Harmonized Methods’
Total Yeast & Mould Count : Pharmacopeia cfu/g 0-10 <10
e e G e . P dr saneins o Hamonlzed MemOds o P Meiwesst® arBed aamer are 48 gte ba Shask 8 e BNeNh e seTesesated B4 ariSesis ed & s aeil
Escherichia coli (10 g) . Pharmacopena b 4 : Negative Negative
‘ ‘ . Hannomzed Methods . )
Sailmonella (750g) equaf to ISO 6579 - Negative Negative

Partice si s:ze <7S Hm [0 , » P
Particle size <150 ym Intemal AT somic. snfu'er' %(m) 05 55




Certificado de analisis gelatina en polvo

tinas do BrasH Lida.

SR,

CERTIFICADO DE ANALISIS

Cliente;: DROKASA PERU S.A.

Producto: GELATINA COMESTIBLE 280 BLOOM |Fecha de Fabricacion: 09-Marzo-2018

Cantidad: 800 X 25 Kg = 20.000 Kg Fecha de Vencimiento: 09-Marzo-2023

Lote: C06.18 Fecha emisién del certificado: 14-Marzo-2018

CARACTERISTICAS PARAMETROS LIMITES RESULTADOS
Bloom 2280 g/Bl 283 g/Bl
Viscosidad >32,0mP 44 0 mP
pH 50-65 591
Granulometria . Malla 40 Malla 40
Humidad : 8-12% 8,95 %
FISICO-QUIMICAS (?iéxido de Azufre (SO2) 2 <10 ppm 0,92 ppm
Cenizas <2% 0,58 %
Cromo(™*) <2 ppm 0,40 ppm
Arsenio (As) (***) < 0,5 ppm < 0,05 ppm
Mercurio (Hg) (**) < 0,15 ppm < 0,025 ppm
Plome (Ph) (***) <5 ppm < 0,05 ppin
Cadmio (Cd) (™) < 0,5 ppm < 0,05 ppm
Metales Pesados (™) <5 ppm No Detectado
Recuento de aerobios mgséfilos <100 UFClg <10 UFC/g
Coliformes totales s Ausente/g Ausentelg
Coliformes fecales Ausente/g Ausentelg
\ICROBIOLOGICAS Anaerobios 0 UFClg 0 UFCig

Staphylococeus aureus Ausentelg Ausente/g
Licuefacientes 0 UFC/g 0 UFClg
Straptococcus <10 UFCig <10 UrCig
Hongos y Levaduras <10 UFClg <10 UFC/g
Salmonelia sp Ausente/25g Ausente/25g

(*) Esta propiedad es verificada cada seis meses en laboratorio externo.




CABOT

Certificado de analisis di6xido de silicio

FUMED METAL OXIDE CERTIFICATE OF ANALYSIS

Sules Urder Number
Customer PO Number
Menwfaciuring Plant:
Grade

Custumer Grade
Quanlity Shipped
Carrier Name

Vehicle 1D

Lt Nusmber

Shipping Date

0321146074808X 7 1

CABP-06/18
Rheinfelden
CAB-O-SIL® M5P

1,500 KG

KUEHNE-+NAGEL NV

4555560
12 Jul 2018

LPack Dare

03May2018

Amerix Pernana SAC

Av. Faustine Sanchez Carrién 611

Of. 504
Jestis Maria
Lime LIMA 11

PHYSICAL AND CHEMICAL PROPERTIES

Propanty Deseription

el

Spwalicuion
Min

Averige

Specficaen
Pay

BET Sarface Arca

m2/p

FMOCTM203

185.0

201.8

2150

pH

FMOCTM 100

2.850 &

4.020

4.150

325 Mesh Residue

B

FMOCTM 120

0.0035

00200

Appearance

FMOCTM201

WHITE

Dorakzs Shionar iy

an e
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Certificado de analisis de estearato de magnesio

AVP'E(TER v
GREVEN QUALITATSMANAGEMENT

T " CERTIFICATE OF ANALYSIS
customer: DROCERSA SA
contact person:
FAX:
order-number: 20171201 despatch number: 1738166
delivered on: 2017-12-20 guantity: 8400
brand: LIGAMED MF-2-V batch-no.  C752329.
Magnesium Stearate
manufacturing date: 10/2017, / expiry date: 102021,

The product is in accordance with the USP40/NF35/BP2017/Ph.Eur 9.2 ed./JP17ih. ed. Materia! is derived from edible
nen-animal source.

oC Ph.Eur
Identification A metal reactiol USP/NF Passes test Passes test
identification B ion tim¢ USP/NF Retentions match Retentions match
Heavy metals as Pb ppm JP 20 <20
Lead ppm BAE 300-B 5 <1,0
Cadmium ppm BAE 300-B 3 <1,0
Nickel ppm BAE 300-B 13 <1,0
Sulphate Yo Ph.Eur 9.5 <0,1
Acid vatue of the fatty acid mg KOH/g _ {Ph.Eur 195 210 204.5
Relative content of stearic acid % Ph.Eur 60 70 87,6
Rel, cont. of stearic and itic acid {% Ph.Eur 95 99,1
Aerobic microbial count cfulg USPINF 1000 <10
Moulds & Yeasts cfuig USP/NF 100 <10
Escherichia coli cfuig USPINF Absent Absent
i il i <fu/10g USP/NF Absent Absent |
Residual Solvents USPINF Meets USP/NF Meets USPINF
Loss on drying % BAE 600 4 2.8
Magnesium content % BAE 200 © 4,2 4.8 4,5
Free fatty acid % BAE 400 2 0.4
Sieve residue at 200 mesh % BAE 605 4 0,7
Bulk density tapped giml BAE 611a 0,27 0,37 0,36
specific surface area BET m2ig USPINF 6 10 6,1
C i BAE 8§01 In accordance In accordance
Chloride ppm BAE-627 100 <100
Acidity or ml 0,1N HCI ¢ Ph.Eur 0,08 <0,05
Alkalinity mi 0,7N NaOH Ph.Eur 0,05 <0,058
PSD D10 pm BAE-700-8 5 3,3
PSD D50 pm BAE-700-B 7 11 9,4
PSD D30 pm BAE-700-B 35 27,7
TNVSAsLOGRNI R LEAAL
Venlo, 2017-12-20

The data of the above mentioned delivery are based upon careful testing according to the guidelines of our
quality assurance systern. They do not reiease the customer from entry control. Besides we do not guarantee
special properties for particular applications.

This COA is issued electronically and does not bear a signature. The results in this CoA were validated and released by QA of
Peter Greven Nederland C.V., Pieter Gommans, Quality Manager, Fax: +31 (77) 3238320
Peter Greven Nederiand Edisonstraat 1 NL-5928PG Venle Phone: +31 {77) 3236323
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Certificado de analisis de talco en polvo

Certificate of Analysis

-
1.08070.9051 PARTECK® LUB Talc EMPROVE® ESSENTIAL Ph Eur,BP,JP,USP
Batch K50846570 _~

Spec. Values Batch Values
Identity passes test passes test
Acid soluble matter 520 % s20 %
Water-soluble substances s01 % <01 %
Acidity or alkalinity passes test passes test
Al (Aluminium) <20 % £20 %
As (Arsenic) £0.0003 % <0.0003 %
Ca (Calcium) <08 % 0.3 %
Co (Cobalt)” < 0.0005 % 5 0.0005 %
Fe (lron) <025 % 0.02 %
Mg (Magnesium) 17.0-195 % 18.8 %
Ni {Nicke!)* 50.0020 % <0.0020 %
Pb (Lead)* <0.00005 % £0.00005 %
V (Vanadium)* <0.0010 % £0.0010 %
Asbestos (IR spectroscopy) not detectable not detectable
Loss on ignition (1100 °C) <65 % 56 %
Residual solvents (Ph Eur/USP/ICH) excluded by the passes test

manufacturing

process
Particle Size (d10) 22 pm 22 pm
Particle Size (d50) about 30 pm pm about 30 ym pm
Particle Size (dS0) s65 pm <65 pm
Specific surface area (BET) 2.0-4.0 m?g 3.4 g
Microbiclogical test (Total yeast and mould s50 CFU/g s50 CFU/g
count (TYMC))
Microbiological test (Total aerobic microbial <100 CFUlg <100 CFU/g
count (TAMC))
{Mi:m;:)iolagieal test (Candida albicans (absent passes test passes test
n1g
!vrsfol):)lologlwl test (Escherichia coll (absent  passes test passes test
in1g
Microbiological test (F passes test passes test
aeruginosa {absentin 1 g))
A iological test (S {la ssp (@bsent  passes test passes test
in10g)

biological test (Staphy jsaureus  passes test passes test

(absentin 1 g))
Elemental impurity specifications have been set idering ICH Q3D (Guideline for El tal impurities). Class 1-3 elements are not

likely to be present above the ICH Q3D option 1 limit, unless specified and indicated ().
Conforms to Ph Eur, BP, JP, USP

Date of examination (DD.MM.YYYY) 05.12.2018
Minimum sheif lfe (OD.MM.YYYY) 31.12.2023 _~

Merck KGaA, Frankfurter StraBe 250, 64293 Darmstadt (Germany): +49 6151 72-0
EMD Millipore Corporation - a subsidiary of Merck KGaA, Darmstadt, Germany
4006 Summit Drive, Burlington, MA 01803, USA, Phone +1 (781) 533-6000
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Anexo 4. Descripcion de parametros de columna

$.00000.1975-X000000000¢

Particulate analytical HPLC columns
(LiChrosorb®, Lichrospher®, Superspher® Purospher® and Aluspher®) '

General information and Guidelines for Care and Use

Thank you for choosing an analytical HPLC column form Merck
Millipore [EMD Millipore]. Each column is individually packed and
tested to ensure superior performance documented in the certi-
ficate of analysis containing a test chromatogram, column num-
ber, sorbent Lot number and important performance data
specific to your column.

Please examine your column for possible damage caused in tran-
sit. If damage has occurred, immediately notify your local Merck
Millipore or EMD Millipore representative and the delivery carrier.

Column hardware and pressure stability

HPLC and UHPLC columns from Merck Millipore [EMD Millipore]
come in a variety of different column hardware formats and
materials for different applications. All columns have 10-32 UNF
female end fittings that connect to 1/16” capillary tubing. Note
that removing pre-installed end fittings from HPLC columns
might damage the column bed and reduce performance.
Particulate silica columns for reversed phase and normal phase
HPLC are delivered in stainless steel column hardware; either as
ready-to-use Hibar® columns or as the LiChroCART® cartridge
system comprising separately ordered, re-usable end fittings
(manu-CART®). Hibar®*® HR columns have extra-high pressure
stability and extremely small internal dead volumes, making them
especially suitable for use in UHPLC instruments. Both Hibar®
and LiChroCART® columns have stainless steel frits to keep the
stationary phase particles in place.

Column type Holder needed | Pressure stability
LiChroCART® | Cartridge Yes (manuCART®) | 250 bar

Empty column volumes

Column Column id Column Min. washing
length (mm) (mm) volume (mlL) volume (mL)
(10 column volume)
125 |2 0.4 4
250 |2 0.8 8
30 (2.1 0.10 1
50 (2.1 0.17 17
100 |21 0.35 35
125 |3 0.9 9
250 |3 18 18
125 (4 1.6 16
250 |4 3.2 32
100 | 4.6 17 17
150 4.6 25 25
250 [ 4.6 4 40

Flow rates and sample size

The Optimal flow rate and the sample size (sample amount and
sample volume) depends on the column inner diameter.

Typical flow rates and orientation values for the loading capaci-
ties for different inner diameter columns can be found in the table

Hibar® RT | HPLC Column no 400 bar below:
Hibar® HR UHPLC Column no 600 bar Column Typical flow Sample amount | Sample volume
(mm) | rates (mL/min) | (mg) (uL)

Calculation of column void time 150-1 0.06 ca. 0.05 0.05-1

Knowledge of the void time tm is important for the calculation of 250-2 025 02 02-5

chromatographic parameters like k and u. The void time may be - - -

calculated from the volume of the empty column Vempty the 250-3 0.6 ca.1 1-20

volume flow fv and the porosity of the carrier material. The total 2504 ] a5 5-80

porosity of a column is the volume fraction occupied by the

mobile phase. 250-10 6 ca. 30 30-500
250-25 39 ca. 200 200-3000

e= Vm/vanmy

tn = Verpry €/,

For totally porous materials like silica and modified silica, e is
between 0.7 and 0.8. The void time may also be determined by
measuring the retention time of non-retarded sample substances.

Determination of column void time

Adsorption chromatography on silica gel: UV detection: benzene,
tetrachloroethylene; Rl detection: cyclohexane,

benzene. When using very weak solvents, benzene and tetra-
chloroethylene may also be retarded.

Reversed-phase HPLC: UV detection: thiourea. Rl detection:
D,O, CD,OH, CD.CN, eluent itself.

Column installation

Merck Millipore [EMD Millipore] HPLC and UHPLC columns are
designed to fit any HPLC instrument; however, care should be
taken at installation so as not to introduce dead volumes in the
connections, which would reduce separation efficiency. Note that
stainless steel tubing fittings are inflexible and cannot be adapted
to different port designs after the first installation, whereas PEEK
fittings can be adjusted for different columns several times. Also
note that stainless steel fittings and ferrules can damage the end
fittings of PEEK column hardware, especially if installed with
excessive force by using wrench tools.

Merck Millipore [EMD Millipore] columns should be installed with
the flow arrow on the label pointing towards the detector. Before
the column outlet is connected to the detector, it is wise to flush
the column with mobile phase.

Column equilibration

Proper column equilibration is time well spent as it will give you
more consistent results and reduce trouble-shooting. This is of
special importance with LiChroCART® cartridges, because the
columns are not closed and can dry out easily. LIChroCART® car-
tridges need to be flushed properly before use.

Verify that your mobile phase is miscible with the shipping solvent
before starting to flush or equilibrate the column.

—&-
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Gradually increase the flow rate in small steps until it satisfies
your conditions. Flush the column with your mobile phase until
you obtain a stable baseline. Mobile phases with additives in low
concentrations (e.g. paired-ion reagents) may require longer
equilibration times.

Reversed phase columns (RP-18, RP-8) are shipped in acetoni-
trile/water. If the column has dried out during storage or shipping,
thoroughly activate the packing by flushing with 10-20 column
volumes of pure organic solvent (e.g. acetonitrile) before equili-
brating the column with the mobile phase.

Normal phase columns (Si, NH,, CN, Diol) are shipped with n-
heptane/dioxane (99/1). If they are going to be used with
aqueous eluents, flush the column with ethanol or 2-propanol
before you equilibrate with the mobile phase.

Column care

* Do not exceed the pH stability range of the sorbent

* Always avoid dramatic changes in running conditions

* Always degas and filter mobile phases

* Protect your column from contamination (filter through 0.45 pm
for HPLC and 0.2 pm for UHPLC columns and use proper
sample preparation)

* Store RP-columns in pure acetonitrile or a mixture of organic
solvent (e.g. acetonitrile or methanol) and water (e.g. 50/50)

Mobile phase
Use only high-quality HPLC grade solvents and HPLC grade buf-
fers, freshly prepared, filtered (0.45 pm) and degassed before
use. Degassing mobile phases prevents bubble formation.
Buffers, organic modifiers and ion pair reagents present no pro-
blems as long as the appropriate pH stability range is not
exceeded. lon pair reagents are often difficult to completely flush
from the column. Therefore columns used with these reagents
should be dedicated to the particular analysis involved. Do not
exceed the pH stability range of the column. Higher pH values
will dissolve the silica, creating voids in the column. Lower pH
values can eventually strip away some of the bonded phase.
These defects will cause changes in retention times and loss of
resolution. Verify that solvents are miscible when changing
mobile phases and that no buffer precipitation will occur.

Si (silica) columns are generally used with solvents such as
n-heptane and dioxane, which are typical solvents for adsorption
chromatography.

pH stability
Silica-based stationary phases have a limited pH stability. A pH
higher than the limit will dissolve the silica, creating voids in the
column. A lower pH can strip away some of the bonded phase
resulting in defects that will cause changes in retention times and
loss of resolution. pH stability ranges for stationary phases from
Merck Millipore [EMD Millipore] are presented in the table below.
Do not use strong acids (e.g. hydrochloric, nitric, and sulfuric
acids) in the column. Limit your use of strong bases (e.g. sodium,
potassium, ammonium hydroxide) to amounts needed to adjust
the pH of the mobile phase.

When measuring the pH of mobile phases, the measurement
should be done in the aqueous media before mixing the eluent
with organic solvents. Although this will not give the actual pH in
the mixed aqueous-organic solvent, it will give more consistent
results than a mixed mobile phase.

Phase PpH stability range | Max. temperature
LiChrospher® 2-75 60 °C
Superspher® 2-75 60°C
LiChrosorb® 2-75 60 °C

Purospher® 2-8 65°C

Purospher® STARRP-18e and | 1.5-10.5 65°C

RP-8e

Aluspher® RP-select B 2-12 60 °C
Temperature

The maximum operating temperatures are stated in the table
above. To avoid band broadening and loss of separation effi-
ciency the mobile phase should always be kept at the same tem-
perature as the column. This can be done either through the use
of active heaters or by passive heating using a short piece of
capillary tubing within the column oven.

-

Column storage

Reversed phase columns should be stored in a pure acetonitrile
or a mixture of organic solvent (e.g. acetonitrile or methanol) and
water (e.g. 50/50).

Storing the column in buffers for a prolonged time will shorten
the lifetime of the column. Before extended storage (i.e. over the
weekend or long term storage), the columns should be
thoroughly rinsed-out from buffer salts, or ion-pair reagents
which can cause bacterial growth or precipitate in the stationary
phase or the HPLC system. The following procedure is recom-
mended: First flush the column with 10-20 column volumes of
mobile phase minus buffer, then with 10-20 column volumes of
the shipping solvent (acetonitrile/water, 75/25).

Alternatively, follow this protocol if the mobile phase contains a
buffer: Flush with 5-10 column volumes water, then with 20-50
column volumes organic solvent/water (e.g. acetonitrile/water,
1/1). After flushing with 20 column volumes of the storage solvent
(e.g. preferably acetonitrile), the column can be easily stored. By
rinsing with acetonitrile, also aprotic impurities can be removed
from the column.

Column regeneration

Exposure of a column to samples or solvents containing highly
adsorptive components will result in increased back pressure and
a change in selectivity. Often the column can be restored to ori-
ginal performance by suitable wash protocols. When performing
solvent rinse regeneration, the column should be reversed and
transferred from the analytical HPLC system to a simple,
inexpensive pump.

Alternatively, disconnect the column from the detector and rinse
directly to waste. Each solvent should be rinsed with a minimum
of 20, preferably 30, column volumes.

Separation mode | Phases Wash
RP « LiChrosorb® RP-8, RP-18, © Water
[reversed-phase] (Diol, CN, ' * Acetonitrile
* LiChrospher® RP-8, RP-18, © 2-Propanol + 0.1%
(Diol, CN, NH,)* formic acid
* Purospher® STAR RP-8e, * Heptane
RP-18e, (NH,)* © 2-Propanol + 0.1%
formic acid
 Acetonitrile
* Mobile phase
NP [normal o LiChrosorb® Si, Diol, CN, NH, | ® Heptane
phase] « LiChrospher® Si, Diol, CN, NH, | ® Chloroform
 Purospher® STAR Si, NH, « Ethanol or 2-propanol
 Chloroform
* Heptane
* Mobile phase

Special recommendations for fast and ultra fast HPLC [UHPLC]

Detector response time

Most HPLC detectors have a variable response time or time con-
stant. In setting this parameter the ,reaction speed” of the de-
tector can be controlled by an electronic damping device. If the
response time is too slow, peaks may appear broad and tailing.
UHPLC columns like Hibar® HR Purospher® STAR typically pro-
duce fast narrow peaks, particularly when run at flow rates faster
than 1ml/min. Fast peaks on Hibar® HR Purospher® STAR
columns require a fast time constant, such as 0.1 second.
Please note - by reducing the time constant from 2 to 0.1 sec the
plate count for Hibar® HR Purospher® STAR columns may im-
prove up to 100 %!

Data system settings

Fast chromatographic peaks can be just a few seconds wide. For
good integration of the peak area and good optical presentation
of the chromatogram, the data system settings must enable
approximately 20 data samples to be acquired during the peak
width time. We recommend checking the data acquisition rate of

—&-
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Anexo 5. Propiedades fisicoquimicas de solventes empleados en HPLC

Miscellaneous Solvent Properties

Solvent UV Cutoff  RI°[3]  Viscosity  Boiling Point €
(nm)“[2] (cP) [3] (°C)°[3] (silica)?

Acetone 330 1.359 0.36 56 0.53
Acetonitrile 190 1.344 0.38 82 0.52
1-Butanol 215 1.399 298 118 0.40
1-Chlorobutane 220 1.402 0.45 78 0.20
Chloroform 245 1.446 0.57 61 0.26
Cycohexane 200 1.424 1.00 81 0.00
Dimethyl formamide 268 1.430 0.92 153 —
Dimethylsulfoxide 268 1.478 224 189 0.50
1,4-Dioxane 215 1.422 137 101 0.51
Ethyl acetate 256 1.372 045 77 0.48
Heptane 200 1.388 0.40 98 0.00
Hexane 195 1375 0.31 69 0.00
Isooctane 215 1.391 0.50 99 0.00
Methanol 205 1.328 0.55 65 0.70
Methyl-#-butyl ether 210 1.369 0.27 55 0.48
Methylethyl ketone 329 1.379 043 80 0.40
Methylene chloride 233 1.424 0.44 40 0.30
i-Propanol 205 1.377 240 82 0.60
n-Propanol 210 1.386 2.30 97 0.60
Tetrahydrofuran 212 1.407 0.55 66 0.53
Toluene 284 1.497 0.59 111 0.22
Water 190 1.333 1.00 100

"Wavelength at which solvent absorbs 1.0 AU in a 10-mm cell.

’Refractive index.
‘Boiling point.

’Solvent strength parameter [].
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Anexo 6. Comparacion de guias de seleccién de solventes

Class Solvent Conclusion Conclusion Conclusion (Sanaofi)
(Pfizer) [G5K)

Alcohols | Methanol Preferred Some issues | Recommended
Ethanol Preferred Some issues | Recommended
1-Propanol Preferred Some issues | Recommended
i-Propanol Preferred Some issues | Recommended
1-Butanol Preferred Few issues Recommended
2-Butanol Few issues Recommended
t-Butanol Preferred Some issues | Substitution advisable
Ethylene glycol Usable Substitution advisable
-Methoxyethanol

Hydro- n-Pentane

carbons Hexane(s)

Cyclohexane Usable Some issues | Substitution advisable
Methylcyclohexane | Usable Substitution advisable**
Heptane Usahle Some issues | Substitution advisable
Isooclane Usable Some issues

sentene | undesiabie | Majorssues [N
Toluene Usable Some issues | Substitution advisable
Xylene(s) Usable Some issues | Substitution advisable

Dipolar DMSO Usable Some issues | Substitution advisable

aprotic Acetonitrile Usable Recommended
DMF
DMAc*

NMP

* Listed as ‘dimethyl acetate’ in the griginal Pfizer publication [45],

**Coloured yellow but in the original Sanfoni publication accompanied with the comment
reserved for red shaded entries ‘substitution requested’ [44].

Solvent Safety | Health | Environment | Conclusion® Revised
conclusion

DMSO 1 1 5 Recommended | Problematic
Sulpholane 1 Mot needed
Acetonitrile | 4 3 3 Recommended | Problematic
DMF 3 5 Mot needed
DMAC 1 5 Mot needed
NMP 1 Mot needed
DMPU 1 5] Problematic Mot needed

Clasificacion segun el grupo Chem21
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