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1. REesum

El present projecte té com a objectiu el desenvolupament i la validacié d’un métode analitic per a la
determinacid del principi actiu clortetraciclina i les seves impureses en un medicament d’Us veterinari
per polvoritzacid cutania. Aquest s’ha dut a terme mitjancant la tecnica de cromatografia de liquids,
Liquid Chromatography (LC). S’han avaluat diferents parametres per la validacié del metode, i s’han
obtingut uns resultats correctes, per tant, es pot assumir que el métode analitic proposat utilitzant la

tecnica LC és valid per a I'analisi del medicament.

ABSTRACT

The aim of this project is to develop and validate an analytical method for the determination of the
active ingredient chlortetracycline and its impurities in a veterinary medicinal product for skin
spraying. This has been carried out using the liquid chromatography technique, Liquid Chromatography
(LC). Different parameters have been evaluated for the validation of the method, and correct results
have been obtained, therefore, it can be assumed that the proposed analytical method using the LC

technique is valid for drug analysis.

2. INTRODUCCIO

El Treball de Fi de Grau que es descriu a continuacidé s’ha realitzat al departament de Control de
Qualitat de I'empresa CENAVISA S.L. Aquesta és una empresa farmaceutica que es dedica a la
investigacio, desenvolupament, fabricacié i comercialitzacié de medicaments nutricionals i biocides

per a Us veterinari.

Durant els darrers anys, CENAVISA ha experimentat un creixement exponencial en la distribucié de
medicaments subjectes a prescripcidé veterinaria degut a l'augment en l'interés i necessitat pels
medicaments d’ds animal. Aquest augment ha estat causat per I'increment de la poblacio, ja que des
dels anys 60 fins ara, aquesta s’ha duplicat i ha passat de consumir 70 milions de tones de carn a
consumir-ne 330 milions [1]. El creixement del sector ramader ha comportat un major risc de brots de
malalties, i com a conseqliencia ha augmentat la demanda de medicaments per als animals, fet que ha

afavorit a les industries farmaceutiques [2].

Aguest increment en la demanda de medicaments per a animals comporta uns riscos associats a la
seva administracié i manipulacid que és necessari tenir en compte [3]. La seguretat dels propis animals,
la de l'usuari, el medi ambient i la salut publica es poden veure afectats [4], és per aix0 que els

medicaments necessiten ser regulats. Concretament, els productes veterinaris tenen la seva base legal
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en la Llei 29/2006 de garanties i Us racional dels medicaments i productes sanitaris. Aquesta normativa,
regula la dispensacid i el subministrament de medicaments per a Us animal, i inclou disposicions?
emeses pel Ministeri de Sanitat, Serveis Socials i igualtat i el Ministeri d’Agricultura, aixi com també els

organismes dependents de les comunitats autonomes [5].

Una vegada completat tot el registre per poder comercialitzar un medicament, I’Agéncia Espanyola de
Medicaments i Productes Sanitaris (AEMPS) és I'encarregada d’autoritzar la comercialitzacié [6].
L'AEMPS té com a missid garantir a la societat, des de la perspectiva de servei public, la qualitat,
seguretat, eficacia i correcta informacid dels medicaments i productes sanitaris, en el més ampli sentit,
des de la seva investigaci6 fins a la seva utilitzacid, en interés de la proteccié i promocio de la salut de

les persones i dels animals [6].

Per tal de garantir els estandards de qualitat dels productes, totes les empreses del sector farmacéutic
han de treballar respectant les guies de Bones Practiques de Fabricacié (BPF) o més conegudes com
Good Manufacturing Practices (GMP) [7] i les Bones Practiques de Distribucid, conegudes com Good

Distribution Practices (GDP) [8].

Per tal de garantir la qualitat del producte és necessaria la validacié del métode analitic emprat en la
determinacié del principi actiu del medicament aixi com les seves impureses. Es per aixd que les
industries farmaceutiques han de demostrar que els seus métodes proporcionen resultats fiables.
Aquest treball esta enfocat en la validacié d’'un métode analitic per a la determinacié d’un principi actiu

i les seves impureses en un producte acabat desenvolupat a CENAVISA.

El producte en qliestid és la Clortetraciclina 20 mg/mL en suspensio per a polvoritzacid cutania. Aquest
medicament pertany al grup farmacoterapéutic dels antibiotics per a Us topic. S'utilitza per al
tractament de ferides superficials traumatiques o quirdrgiques i infeccions superficials de pedilles i pell
contaminades per microorganismes sensibles a la clortetraciclina en diverses espécies de desti com

ara aus, bovins i porcins.

Com el seu nom indica el principi actiu és la clortetraciclina, la qual és un antibiotic bacteriostatic del
grup de les tetraciclines que s’uneix a la subunitat ribosomal 30S bloquejant la unié de tRNAs sobre el

MRNA, per la qual cosa inhibeix la sintesi de proteines, matant la cel-lula [9].

La clortetraciclina és un compost inestable en solucié aquosa [10] [11], de tal manera que en la

produccié el medicament es dissol en alcohols anhidres i altres excipients per tal d’evitar la seva

! Disposicid es refereix a una prescripcié adoptada per una institucié amb autoritat per poder establir normes.



degradacié. Per tant, és important analitzar el medicament i coneixer la concentracié del principi actiu

i les seves impureses.

Existeixen 2 tipus d’impureses [12]:
e Impureses de sintesis. Es produeixen en la sintesis del principi actiu i la seva concentracié es
manté constant.
e Impureses de degradacid. Aquestes impureses augmenten o disminueixen amb la degradacié
del principi actiu.
Per evitar que la concentracié de clortetraciclina (principi actiu) disminueixi i augmenti la de les

impureses, s’ha d’analitzar el farmac abans de la seva comercialitzacid.

La molecula de clortetraciclina (Figura 1) presenta diferents grups funcionals com amines primaries i
terciaries, alcohols, cetones i halogens, els quals sén grups polars, pero la seva disposicié fa que la
molécula sigui apolar [13]. Degut a la apolaritat de la molécula és adequat emprar la cromatografia de

liquids en fase reversa on la fase estacionaria és més apolar que la fase mobil.
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Figura 1. Estructura de la clortetraciclina.

Com s’ha mencionat anteriorment, la clortetraciclina pot degradar-se en diferents impureses entre les

quals es troba la tetraciclina [11], on a la Figura 2 es mostra la seva estructura.

Figura 2. Estructura de la tetraciclina.

A part de la tetraciclina hi ha altres impureses (Taula 1) i, a I’Annex 9.1 es pot veure el cromatograma

teoric [14] on apareixen totes les impureses i on s’observa, per tant, I'ordre d’elucié d’aquestes.



Taula 1. Estructures de les impureses del medicament que conté la clortetraciclina com a principi actiu.
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El metode analitic proposat per a la determinacié de la clortetraciclina i les seves impureses en el
producte farmacéutic es basa en el métode de LC descrit a la monografia de la Farmacopea Europea
[14]. Per tal de validar aquest metode en el producte farmacéutic s’avaluaran els seglients parametres:
selectivitat, linealitat, repetibilitat del métode, repetibilitat del sistema instrumental, precisid
intermedia, exactitud, robustesa i limits de deteccid i quantificacio. El significat de cadascun d’aquests

parametres s’explica a la seccié de resultats.

3. OBIJECTIU

L’objectiu principal d’aquest treball és la validacié d’'un meétode analitic que permeti determinar la
concentracié del principi actiu i les impureses en un medicament d’Us veterinari en suspensié per
polvoritzacié cutania mitjangant LC. Per realitzar la validacié del métode s’han seguit les guies descrites

per I’Associacidé Espanyola de Farmacéutics de la Industria (A.E.F.1.).



Els objectius personals a nivell formatiu sdn aplicar els coneixements adquirits durant el grau en I’'ambit

de la quimica i aprendre a utilitzar la técnica LC.

4. FONAMENTS DE LA CROMATOGRAFIA DE LIQUIDS

La cromatografia de liquids és una téecnica cromatografica en columna que té com a objectiu separar
diversos analits presents en una mateixa mostra. Tal i com es pot observar a la Figura 3, I'esquema
general en cromatografia de liquids consta del sistema d’injeccid, de la columna cromatografica, el

sistema de bombeig, el detector i finalment el sistema d’adquisicié de dades.

La columna esta constituida per un recobriment anomenat fase estacionaria, que s’encarrega
d’interactuar amb els analits. Els grups funcionals lliures interactuen amb la fase estacionaria
mitjangcant interaccions ioniques, de Van der Waals o ponts d’hidrogen. Aixd donara una major o
menor afinitat als diferents analits a interaccionar amb la fase estacionaria. Una major afinitat
incrementara el temps que els analits estaran units a la columna, separant-los dels analits amb menor
afinitat. La fase mobil acostuma a ser una mescla de dissolvents organics i solucions tampd, que tenen
com a funcid ajudar a eluir els analits que queden retinguts a la columna [15]. Habitualment es treballa
amb elucions en gradient que permeten modificar la composicié de la fase mobil en el temps, cosa que

afecta a I'afinitat dels analits per la fase estacionaria, augmentant el seu poder de separacid.

El funcionament general d’un sistema cromatografic consisteix en la introduccié de la mostra
mitjangant un injector. Un cop s’injecta la mostra, aquesta és transportada fins la columna mitjangant
el flux de la fase mobil que circula pel sistema gracies al sistema de bombeig. Quan la mostra passa per
la columna, els analits interaccionen tant amb la fase estacionaria com amb la fase mobil i queden
retinguts a la fase estacionaria en funcid del grau d’afinitat que tinguin per aquesta. Si I'analit té més
afinitat, aquest quedara més temps retingut a la fase estacionaria i, per tant, sortira a un temps de
retencié major que un analit que no tingui tanta afinitat i, per tant, no estigui tant de temps retingut.
Un cop s’han eluit els analits, el flux de la fase mobil arrossega els analits i els transporta fins al
detector. Els compostos arriben per separat al detector, el qual en funcié de quin tipus sigui, genera
un tipus de senyal o un altre. El detector genera un grafic de temps versus la quantitat de senyal que
s’anomena cromatograma. Quan diferents analits surten de la columna, la intensitat de la senyal del
detector augmenta, donant pics quan les molécules s’han separat correctament. La senyal detectada

és directament proporcional a la quantitat de molécula que ha eluit, per tant, I'area del pic és també

directament proporcional a la quantitat de molécula. Per ultim, el software permet controlar I'equip,

ajuda a la gesti6 de les dades obtingudes i permet fer la integracio dels pics [16].
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Figura 3. Esquema del funcionament d'un cromatograf de liquids [17].

En aquest projecte es treballa amb cromatografia de liquids de fase reversa emprant una columna C8,
la qual presenta una cadena de 8 carbonis en la seva estructura (Figura 4) que la fan apolar i els analits
han de tenir una certa apolaritat per quedar retinguts en aquesta. Els analits també interaccionen amb
la fase mobil, que és més polar. Els analits que interaccionen més amb la fase mobil que amb la fase
estacionaria elueixen primer, és a dir, 'ordre d’elucié sera de més polar a més apolar. El recobriment
d’aquesta esta format per particules molt petites, lo qual requereix I'Us d’elevades pressions per a qué
la fase mobil, que arrossega els analits, passi en un temps considerable. Aixd augmenta el poder de

resolucio de la técnica [18].

\ C|H3
C18 ,Si—0—§i—(CHz)nCH3
Column O\ CH,

/Si—OH

Figura 4. Estructura del recobriment d'una columna C8 [18].

5. PART EXPERIMENTAL

5.1. METODE ANALITIC

Les analisis cromatografiques es van dur a terme amb un cromatograf de liquids d’alta resolucié (HPLC
1260 Infinity Il LC Systems, Agilent Technologies®) amb bomba binaria (Bin Pump, Agilent
Technologies®) i injector automatic acoblat a un detector de diodes en fila (DAD) [19] (Agilent

Technologies®).
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La separacié cromatografica es va dur a terme mitjangant una columna de fase estacionaria C8 del
tipus Symmetry Shield RP8 (Waters) (3,5 um, 4,6 x 75 mm). La temperatura del forn es va fixar a 45°C
i el flux de treball era de 0,4 mL/min. Es va establir una longitud d’ona del detector de 280 nm per
treballar al maxim d’absorbancia per als derivatius de clortetraciclina [20]. Es van utilitzar dos volums
d’injeccid, 10 ul per a la quantificacié del contingut en clortetraciclina i 20 ul per a la quantificacié
d’impureses. Es va utilitzar un gradient d’elucié? amb dues bombes per tal de resoldre correctament

els pics.

La fase mobil estava composta per dues fases mobils (A i B). La fase mobil A contenia aigua, una solucié
8,5% HClO, i DMSO (725:50:225), en canvi la fase mobil B contenia els mateixos reactius en unes altres
proporcions (250:50:700) [14]. Es va utilitzar un sistema de filtracié de fases mobils amb bomba al buit

amb un filtre de membrana Nylon 0,2 pm 47 mm@ pK 50 (Teknokroma®).

Del minut 0 al 46 la fase mobil passava d’'un 100% (v/v) de A a un 100% (v/v) de B, del minut 46 al 50

es mantenia a un 100% (v/v) de B i del minut 50 al 58 tornava a les condicions inicials (Taula 2).

Taula 2. Gradient d’elucio.

Temps (min) Fase mobil A (percentatge v/v) Fase mobil B (percentatge v/v)
0 100 0
46 0 100
50 0 100
58 100 0

5.2. REACTIUS | ESTANDARDS

Per a la validacid es va utilitzar un estandard de clortetraciclina HCl secundari que préviament va ser
estandarditzat amb un estandard de clortetraciclina primari de Farmacopea Europea. Aquesta
estandarditzacid es va realitzar a CENAVISA abans de que m’unis al projecte. Es va utilitzar un
estandard de tetraciclina HCI de Sigma Aldrich i un estandard de System Suitability® de Farmacopea
Europea contenint les impureses A, B, D, E, G, H, J, Ki L. La resta de reactius utilitzats van ser HCIO4 i
DMSO. A continuacié a la Taula 3 es mostren els diferents reactius emprats, el proveidor, la puresa, la

perillositat i les indicacions de la seva manipulacié.

2 Gradient d’elucid: canvi de la composicié de la fase mobil durant I'analisi.
3 El System Suitability és un estandard que conté totes les impureses que es poden identificar en la clortetraciclina
i serveix per comprovar aquestes impureses estan separades correctament i amb 'ordre d’elucié adequat.
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Taula 3. Dades de la perillositat i la manipulacié recomanada dels diferents reactius emprats.

Reactiu Proveidor i Puresa Perillositat (Pictogrames) Manipulacié
scharlab Bata, ulleres
HCIO, E@ de seguretat,
70% L
guants i vitrina
H I Bata, ulleres
oneywe
Dimetilsulfoxid y de seguretat,
>99,7% .
guants i vitrina
Bata, ulleres
L EDQM
Clortetraciclina de seguretat,
96,9% o
guants i vitrina
Bata, ulleres
. Sigma Aldrich
Tetraciclina de seguretat,
>95% o
guants i vitrina
System Bata, ulleresi
e EDQM -
Suitability guants

5.3. PREPARACIO DE LES SOLUCIONS PATRO | MOSTRES

Per la realitzacio de la validacié del métode es van realitzar diferents analisis, a continuacié es mostra

com es van preparar les solucions patré i les mostres per realitzar cada una de les analitiques:

Solucid patré de clortetraciclina: 27,9 mg d’estandard de clortetraciclina HCl es van dissoldre en 25 mL

de fase mobil B.

L'estandard de clortetraciclina és una mescla de clortetraciclina HCl i tetraciclina HCI, per tant, en el
cromatograma sortiran dos pics. De manera que, quan es parla de concentracié nominal de 1000 ppm
en el treball, son 1000 ppm de clortetraciclina més tetraciclina. Al llarg del treball s’observara una
concentracidé real que no és exactament 1000 ppm. Aix0 és degut a que pesar exactament 27,9 mg no
és facil. De tal manera que es pesava una quantitat semblant (27,4 mg -2 8,3 mg) i amb el pes real es

calculava la concentracié real (981 ppm - 1014 ppm).

Solucié patré de tetraciclina: 27,9 mg d’estandard de tetraciclina HCl es van dissoldre amb 25 mL de

fase mobil B i es va fer una dilucié de 0,5 mL a 10 mL.
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Solucié patrd de les impureses: 5 mg de I'estandard del System Suitability es van dissoldre amb 5 mL

de fase mobil B.

Mostra de placebo: 650 pl de matriu* es van dissoldre amb fase mobil B fins a 25 mL.

Mostra del producte farmacéutic: 0,5 g de producte farmacéutic es van dissoldre en 25 ml de fase

mobil B.

Per a totes les preparatives es van injectar 10 ul immediatament després de ser preparades, excepte

la solucid patrd de les impureses que es van injectar 20 pl.

5.4. MESURA DELS PARAMETRES AVALUATS

Per avaluar I'estabilitat d’'una mostra d’estandard de clortetraciclina HCl es va preparar una mostra a
concentracié nominal (1000 ppm) tot pesant la quantitat corresponent (25 mg de l'estandard de
clortetraciclina HCI), dissolent amb fase mobil B i enrasant a 25 mL. Es va injectar de forma consecutiva

15 vegades durant 16 hores per veure quin ritme de degradacié tenia la molecula.

Per tal d’avaluar la selectivitat del métode i comprovar que no existien interferéncies entre els
excipients i els analits d’interés, es van analitzar per separat el placebo (0,5 g/25 mL), la clortetraciclina
(1000 ppm), la tetraciclina (50 ppm), les impureses (System Suitability) i el producte farmaceutic (0,5
g/25 ml).

L’avaluacié de la linealitat de la clortetraciclina s’ha dut a terme en un rang de concentracions de 800
ppm a 1200 ppm en intervals de 100 ppm, per triplicat. Les mostres s’injecten immediatament després

de la seva preparativa per evitar la seva degradacié.

L’avaluacié de la linealitat de les impureses s’ha dut a terme a concentracions de 1,5 ppm, 3 ppm, 5
ppm, 20 ppm i 25 ppm de I'estandard de clortetraciclina HCI. La preparativa de les mostres es va fer a

partir d’'una dilucié d’una mostra de 1000 ppm.

Per a la repetibilitat del metode es van analitzar 6 mostres amb preparatives independents a una

concentracié nominal de 1000 ppm.

Per a la repetibilitat del sistema instrumental, tant del principi actiu com de les impureses, es va
analitzar una mostra 6 vegades de forma consecutiva. Aquesta mostra era la Ultima de la repetibilitat

del metode.

4 La matriu inclou tots els components de la férmula farmacéutica excepte el principi actiu.
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Per a la precisié intermedia es van avaluar mostres a una concentracié nominal de 1000 ppm per

triplicat i entre dos analistes durant 3 dies.

L’exactitud s’avalua per tal de reproduir el millor possible la mostra real perd amb una concentracid
de principi actiu coneguda per veure si el metode és capa¢ de mesurar la seva concertacié real en les
condicions indicades. Per a aquesta avaluacid s’han analitzat 6 mostres a concentracié nominal de
clortetraciclina (1000 ppm). 27,9 mg de I'estandard de clortetraciclina HCl s’"han dissolt amb fase mobil
B, tot afegint una quantitat coneguda de placebo (650 pl) i enrasant a 25 mL. Per al principi actiu s’ha
injectat immediatament de la preparativa, en canvi per a les impureses s’ha fet una solucié intermedia
de 50 ppm i finalment una dilucié directa al vial de 20 ppm. Les mostres es van injectar immediatament

després de ser preparades.

Per tal de determinar els limits de deteccid i quantificacié s’han realitzat mostres a diferents
concentracions (0,25 ppm, 0,50 ppm, 0,75 ppm, 1 ppm i 1,5 ppm). Es van fer una série de dilucions a

partir de la mostra de 1000 ppm.

5.5. ANALISIS DELS RESULTATS

Una vegada obtinguts els cromatogrames amb el programa OPENLAB ChemStation, s'integren els pics
de manera automatica. La integracio és necessaria per poder quantificar. Aquesta busca el nivell base
i va mirant a mesura que passa el temps quan hi ha una pujada per veure on comenca el pic, quin és

el punt més alt del pic i quan acaba aquest pic, és a dir quan s’estabilitza de nou [21].

Els analisis estadistics s’han realitzat manualment utilitzant I'Excel considerant un nivell de significanca

fianca del 0,05%.

6. RESULTATS I DISCUSSIO

6.1. ESTABILITAT DE LA MOSTRA DE CLORTETRACICLINA

Per realitzar un estudi de I'estabilitat del patré estandard per veure quant de temps podia estar
preparada i que els resultats obtinguts fossin correctes. Es va preparar una mostra a una concentracié
nominal de 1000 ppm de clortetraciclina i es va analitzar consecutivament en intervals de temps de 65

minuts. Els resultats obtinguts es mostren a la Taula 4.
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Taula 4. Estabilitat en el temps d'una mostra a concentracié nominal.

Unitats d’area Unitats d’area
Temps (h) . L Factor resposta
clortetraciclina tetraciclina
0 39757,0 2390,8 42,0
1:05 39060,6 2369,2 41,3
2:10 38681,1 2354,5 40,9
3:15 38353,4 2327,9 40,6
5:20 37982,6 2322,4 40,2
6:25 37571,8 2305,4 39,8
7:30 37319,0 2292,9 39,5
8:35 36915,0 2646,4 39,4
9:40 36546,5 2902,4 39,3
10:45 36353,5 3147,6 39,4
11:50 35920,3 3380,6 39,2
12:55 35678,2 3632,0 39,2
13 35370,6 3845,7 39,1
14:05 35037,0 4064,4 39,0
15:10 34784,8 4439,8 39,1

Observant el factor resposta® es va veure com aquest disminuia a mesura que avanc¢ava el temps, per
tant, es va veure que la mostra no era estable. Per aquest motiu es va concloure que les mostres

s’havien de preparar immediatament abans de les analisis.

Per altra banda, també es va observar que a mesura que I'area de la clortetraciclina disminuia, la de la
tetraciclina augmentava, de manera que es va determinar que la clortetraciclina es degrada a altres

impureses, entre les quals es troba la tetraciclina (Grafic 1).
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Gradfic 1. Relacio del temps respecte les unitats d’area de la clortetraciclina i la tetraciclina.

5> Factor resposta: relacié entre I’area del pic cromatografic i la concentracié teodrica.
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6.2. SELECTIVITAT

La selectivitat d’'un metode analitic és la capacitat d’identificar individualment els analits d’interes en
una mostra en presencia d’altres components. Les conclusions dels estudis de selectivitat estan
vinculats a l'origen de la mostra, I'optimitzacié de la preparacié, I'especificitat de la mesura i les
condicions instrumentals, per tant, qualsevol canvi pot suposar una reconsideracié de I’estudi realitzat

[22]. Els cromatogrames obtinguts es troben adjuntats com a Annex (9.2 - 9.7).

Es va observar que en el producte farmaceutic els pics de la clortetraciclina i la tetraciclina tenien els
mateixos temps de retencié que en els estandards corresponents. Per altra banda, les impureses
observades en el producte farmaceutic es podien identificar amb el cromatograma obtingut en I'analisi
del patrd de les impureses. Per tant, es va determinar que no hi havia cap interferéncia amb els nostres
analits i totes les impureses es trobaven ben resoltes, de manera que es va concloure que el metode

era selectiu.

6.3. LINEALITAT

La linealitat d’'un métode analitic és la capacitat de proporcionar resultats directament proporcionals
a la concentracid de I'analit a la mostra dins d’un rang establert. El rang es defineix com l'interval entre
la concentracidé superior i inferior de I'analit per al qual s’"ha demostrat la correcta precisid, exactitud i
linealitat del metode. En I'ambit farmaceutic, s’"acostumen a realitzar rangs de linealitat del 80-120%
respecte la concentracié nominal del principi actiu en el producte farmaceutic. De la mateixa manera,
per a la quantificacié d’'impureses s’acostuma a establir un rang de linealitat des del limit de

quantificacio fins a un 120% de la impuresa maxima permesa per |'especificacio [22].

Amb els resultats obtinguts de les analisis de les diferents solucions es relaciona la concentracié (x)
amb la resposta de I'area del pic (y). La relacié entre aquestes dues variables s’expressa com una recta

de regressio de tipus: y = bx + a.

6.3.1. Linealitat del principi actiu clortetraciclina
Per tal d’avaluar la linealitat del metode a concentracions elevades s’han estudiat 5 nivells de
concentracié per triplicat amb un total de 15 determinacions. Els nivells escollits per al rang han estat
del 80, 90, 100, 110, 120% de la concentracié nominal. A la Taula 5 es mostren els resultats obtinguts
i al Grafic 2 es representa la recta de regressié obtinguda, la seva equacié i el coeficient de correlacié

(R?).
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Taula 5. Parametres de I'estudi de la linealitat del principi actiu clortetraciclina.

Concentraci6  Concentracio real  Unitats d’area Factor Desviacié Variancia
teorica (ppm) (ppm) totals resposta estandard
784,5 33217,6 42,3
80% - 800 795,2 33729,6 42,4 0,13 0,02
806,0 33987,3 42,2
917,0 39089,8 42,6
90% -> 900 902,7 38549,4 42,7 0,14 0,02
909,8 38613,0 42,4
1003,0 42228,4 42,1
100% —-> 1000 988,6 41645,5 42,1 0,03 0,00
995,8 41890,0 42,1
1092,5 46047,1 42,1
110% - 1100 1106,8 46784,7 42,3 0,07 0,01
1099,7 46492,1 42,3
1178,5 49480,2 42,0
120% - 1200 1192,8 50342,1 42,2 0,12 0,01
1200,0 50607,3 42,2
CV (%) 0,48 Gexp 0,34
CV (%) segons Gitab (a=0.05; K=5;
especificacié <2% n=3) 0,68
53000
50000 S
3 47000 ’
5 44000 I
E MO ‘ y =41,551x + 704,28
S 3800 . L R?=0,9992
35000
32000 e
780 880 980 1080 1180 1280

Concentracio clortetraciclina (ppm)

Grafic 2. Recta de regressio de la linealitat del principi actiu.

El coeficient de correlacid indica el grau de relacid entre la variable x (concentracid) i la variable y
(unitats d’area) i el seu valor maxim és 1. El valor experimental ha de ser igual o superior a 0,999 segons
els requeriments de la guia A.E.F.I. [22]. El coeficient de correlacié obtingut és 0,9992, per tant, es pot

afirmar que existeix una correlacid lineal entre la concentracid i les unitats d’area.

El coeficient de variacid del factor resposta s’ha calculat relacionant la mitja dels resultats amb la

desviacid estandard d’aquests i té un valor del 0,48%, esta per sota del valor maxim acceptat (2%), per
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tant es considera valid. També s’observa que el factor resposta es manté constant sobre el valor de

42, de manera que també es demostra que no hi ha cap falta de linealitat.

L'estudi de la linealitat no només implica la bondat de la recta de calibratge, si no que s’han de
determinar diferents parametres estadistics tal com una analisi de la variancia, un test de Cochran, un

analisi dels residuals i un tes t de Student.

Una analisi de la variancia (ANOVA) compara diferents mitjanes obtingudes a partir de dades
experimentals. Es pot saber si els resultats sén comparables o no, perd no quin és diferent. Per poder

realitzar un analisi ANOVA s’han de complir els seglients requisits [22]:

- Homogeneitat de variancies

Per comprovar la homogeneitat de les variancies s’aplica un test de Cochran, el qual indica si el factor
concentracid té alguna influéncia en la variabilitat dels resultats. El valor Gexp, €s calcula amb I'expressid
(1) on S% és la variancia de cada grup K i S%max és la variancia maxima dels grups K.

Séx
Gexp = o = 0,34 (1)

El valor experimental trobat és 0,34, el qual és inferior al valor tabulat Gtab,(a=0.05; k=5; n=3) = 0,68, de
manera que les variancies entre els grups de les diferents concentracions sén comparables, per tant,

el factor concentracid no influeix en la variabilitat dels resultats.

- Analisi dels residuals

La normalitat dels residuals es comprova mitjangant la representacio grafica que es mostra en el Grafic

3, aquesta no ha de presentar cap tendéencia.
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Grdfic 3. Grafic dels residuals.

Tal i com podem veure en el Grafic 3, no s’observa cap tendencia significativa, per tant, el grafic dels

residuals és correcte.
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Per tal de comprovar la validesa de I'analisi de la regressié s’ha de fer un test t de Student per a cada
parametre (a i b) de la regressio. texp €s calcula segons I'expressid (2) on |a| és el valor absolut de la

ordenada en I'origen i S, I'error tipic d’aquesta.
texp = o = 2,153 (2)

Com que el valor experimental (2,153) és menor que el valor tabulat t(.-2, 0.0s) = 2,160, el valor calculat
per ala ordenada en I'origen, 704,28, no es pot donar com a correcte. S’ha d’assumir que la recta passa

per I'origen de coordenades.

Per tal de comprovar que existeix un pendent significativament diferent de zero es fa mitjancant una

prova t de Student, utilitzant I'expressio (3) on |b| és el valor absolut de la pendent i S, I’error tipic

d’aquesta.
_Ib] _
texp = 5, = 1280 (3)

Com que el valor experimental (128,0) és major que el valor tabulat t(-2, 0.05) =2,160, el pendent és

significativament diferent de zero i es pot acceptar el valor trobat.

6.3.2. Linealitat de les impureses
Segons la guia ICH [23] és necessari estudiar un rang de linealitat que va des del limit de quantificacio
al 120% de la impuresa maxima, on el limit de quantificacié ha de ser minim un 0,3% de la concentracié
del principi actiu. A la Taula 6 es mostren els resultats obtinguts i al Grafic 4 es representa la recta de

regressio obtinguda, la seva equacid i el coeficient de correlacio (R?).
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Taula 6. Parametres de I'estudi de la linealitat de les impureses.
Concentraci6  Concentracio Unitats d’area Factor Desviacio

Variancia
teorica (ppm) real (ppm) Clortetraciclina  resposta estandard
1,5 58,4 38,7
1,5 1,5 55,8 37,0 0,94 0,89
1,5 57,9 38,5
3,0 128,2 42,5
3,0 3,0 109,4 36,2 3,14 9,83
3,0 116,4 38,7
5,0 221,6 44,0
5,0 5,0 186,4 37,0 3,50 12,26
5,0 204,8 40,8
15,1 601,2 39,8
15,0 15,1 594,2 39,4 0,57 0,32
15,0 609,0 40,5
20,1 804,1 39,9
20,0 20,1 784,2 39,0 0,57 0,33
20,1 801,5 40,0
25,2 991,7 39,4
25,0 25,2 990,3 39,4 1,24 1,53
25,1 1041,1 41,5
CV (%) 4,84 Gexp 0,49
CV (%) segons Gtab (0=0.05; K=5;
especificacio <5 n=3) 0,68
1200
1000 : )
@ e
80 pats
g 60 o
=
g W00 e y =39,981x - 1,3614
200 Y I R2 =0,9986
. P )
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0

Concentracio clortetraciclina (ppm)
Grdfic 4. Recta de regressio de la linealitat de les impureses.

El coeficient de regressié té un valor de 0,9986, i com per a una linealitat d'impureses s’accepten valors
igual o superiors a 0,990 [22], a més, el coeficient de variacié experimental té un valor de 4,84%, el
qual es troba per sota del valor d’especificacio (5%) [22], es pot considerar valid. Pero si s’observa el
factor resposta, hi ha un valor del qual es pot sospitar que sigui un punt discrepant, aquest és el de
44,0 (concentracié 5 ppm), de manera que es va fer un test de Dixon [24] per determinar si era un punt

discrepant o no i, per tant, si es podia eliminar. Per altra banda, observant el grafic, a concentracié 25
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ppm hi ha un punt que se surt de la recta i, per tant, també es va sospitar que fos un punt discrepant,

es va comprovar mitjangant un test de Grubbs [25]. Gexp < Gtab
Test de Dixon

Amb aquest test es determina si el valor més gran es pot rebutjar o no.

Q. = Mp—-Mp_; _ 44,0-425
nT oM -M;  44,0-362

0,20 (4)

On M és el valor contigu al valor més petit; M; és el valor més petit; M, és el valor més gran i M1 és

el valor contigu al valor més gran.

Per al valor més gran com que el valor calculat (0,20) era menor que el tabulat (0,313), es va concloure

gue el valor més gran no calia rebutjar-lo.

Test de Grubbs

Amb aquest test es determina si el valor sospitds a la concentracié de 25,1 ppm es rebutja o no.

Ixi-%|  |41,5-39.6|
Geal = T = 22 = 1,00 (5)

Com que el valor calculat (1,00) era menor al valor tabulat Giab, o=0,05 = 2,68, es va concloure que aquest

valor no es rebutjaria.

Com anteriorment, s’ha de comprovar estadisticament que la linealitat és correcta. En el cas de

I’ANOVA, primer s’ha de comprovar que compleix els seglients requisits:

- Homogeneitat de variancies

Com s’ha explicat abans, es va utilitzar el test de Cochran fent Us de I'expressio (1). Com que el valor
experimental (0,49) és inferior al tabulat (Gtab,(a=0.0s; k=5; n=3) = 0,68), les variancies es poden considerar

iguals. Per tant, '’ANOVA és aplicable.

- Normalitat dels residuals

La normalitat dels residuals es comprova tal i com s’ha explicat anteriorment. La inspeccié visual
mitjancant la representacié grafica (Grafic 5) no mostra cap tendéncia. Per tant, es pot assumir la

normalitat dels residuals.
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Gradfic 5. Grafic dels residuals.

A continuacié s’avalua la validesa dels analisis de regressié com s’ha comentat anteriorment.

Per avaluar si la recta passa per I'origen de coordenades determinant si la variable independent és
significativament diferent de zero, cal aplicar un test t de Student utilitzant I'expressio (2). Com que el
valor experimental (0,243) és menor que el valor tabulat (2,160), el valor calculat per a la ordenada en
I'origen, 39,98, no es pot donar com a correcte. S’ha d’assumir que la recta passa per I'origen de

coordenades.

Per comprovar que existeix un pendent significativament diferent de zero es fa una prova t de Student
utilitzant I'expressio (3). Com que el valor experimental (105,165) és major que el valor tabulat (2,160),

el pendent és significativament diferent de zero.

6.4. PRECISIO

La precisi6 mesura el grau de concordanga entre diversos resultats, és a dir, es mesura multiples
vegades una mostra en les mateixes condicions i si els resultats obtinguts sén semblants entre ells, la
mesura sera precisa, en canvi si no son semblants entre ells, la mesura no sera precisa [26]. En aquest

estudi es vol coneixer la variabilitat del metode, la qual és deguda a errors aleatoris inherents.

Talicom s’observa a la Figura 5, exactitud i precisié sén dos termes diferents. Un métode pot ser precis
perod inexacte i a la inversa. Un métode precis significa que els resultats entre ells sén molt proxims,
perd no assegura que els resultats siguin proxims al valor vertader. En canvi, que un metode sigui
exacte significa que aquests resultats s’assemblen al valor acceptat com a vertader, és a dir, el valor

de referencia. El que s’espera és que el metode sigui tan precis com exacte.
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Baixa precisio Alta precisio Baixa precisio Alta precisio
Baixa exactitud Baixa exactitud Alta exactitud Alta exactitud

Figura 5. Precisio i exactitud [27].

Per avaluar la precisié del metode, es poden estudiar diversos factors: la repetibilitat del métode, la
repetibilitat de l'instrument, la precisié intermedia i la reproductibilitat. En aquest cas, es van estudiar

tots els factors a excepcid de la reproductibilitat.

Per tal d’avaluar la precisié es calcula el coeficient de variacié (CV) d’una serie de mesures segons
I’equacid (6), on s és la desviacié estandard de les diferents mesures i X és la mitjana aritmética

d’aquestes mesures:

CV (%) = --100 (6)

Xl wn

6.4.1. Repetibilitat del sistema instrumental
La repetibilitat del sistema instrumental té com a objectiu estudiar la variabilitat deguda Unicament a

I'instrument.

Aguest parametre es determina analitzant de forma consecutiva, com a minim 6 vegades una mateixa
mostra a concentracié nominal. L'estimacié de la repetibilitat del sistema instrumental es realitza amb
el calcul del coeficient de variacid de les respostes obtingudes. Per a medicaments i matéries primeres
s’acostumen a acceptar valors inferiors al 1-2%, mentre que per a analisis d’'impureses els valors

acceptats son al voltant del 5% [22].

6.4.1.1. Repetibilitat del sistema instrumental per al principi actiu
Per a la repetibilitat del sistema instrumental s’ha analitzat una mateixa mostra 6 vegades a una

concentracié nominal de 1000 ppm. Els resultats obtinguts es troben a la Taula 7.
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Taula 7. Resultats de la repetibilitat del sistema instrumental per al principi actiu.

Concentracié Concentracié . .
. Unitats d’area totals Factor resposta
real (ppm) experimental (ppm)

1003,0 981,5 41488,1 41,4
1003,0 973,0 41134,3 41,0
1003,0 963,7 40745,6 40,6
1003,0 956,9 40465,4 40,3
1003,0 949,2 40143,9 40,0
1003,0 939,7 39749,6 39,6

CV /%) 1,57

CV (%) especificacio <1,37

Com que s’ha treballat amb una sola concentracio (n=1) i amb un interval de confianca del 0,05%, el
CV (%) maxim acceptat és 1,37%. El resultat experimental esta fora d’especificacid (1,37%) [22]. Aixo
pot ser degut a qué la mostra és inestable en el temps, per tant, no permet avaluar correctament la
influéncia de I'error sistematic per part del sistema instrumental. Aixi doncs caldria fer repetir I'analisi
de la repetibilitat del sistema instrumental i comparar-lo amb I'analisi realitzat de I'estabilitat de la
mostra i aixi poder concloure si el sistema instrumental afecta o la disminucid del factor resposta és

deguda a la inestabilitat de la mostra.

6.4.1.2. Repetibilitat del sistema instrumental per les impureses
Per la repetibilitat del sistema instrumental s’ha analitzat una mateixa mostra 6 vegades a una

concentracié nominal de 20 ppm. Els resultats obtinguts es mostren a la Taula 8.

Taula 8. Resultats de la repetibilitat del sistema instrumental per a les impureses.

Concentracio Concentracio Unitats d’area
] L Factor resposta

real (ppm) experimental (ppm) Clortetraciclina
20,1 20,0 796,6 39,6
20,1 20,0 798,0 39,6
20,1 19,9 793,6 39,4
20,1 19,8 789,8 39,2
20,1 19,8 789,0 39,2
20,1 19,8 791,1 39,3
CV (%) 0,46

CV (%) especificacio <2,74

El coeficient de variacié obtingut té un valor del 0,46%, esta per sota del valor d’especificacid (2,74%)
[22], per tant, el resultat és valid. Es pot concloure que els parametres associats al sistema instrumental
no afecten en la variabilitat dels resultats. Per altra banda, s’observa com el factor resposta no
disminueix, és practicament constant. Aixo es justifica amb el fet de qué la mostra que s’ha avaluat

esta a una concentracié menor a I'avaluada a I'apartat anterior.
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6.4.2. Repetibilitat del métode
La repetibilitat del métode consisteix en analitzar una série de mostres independents a concentracié
coneguda en les mateixes condicions operatives (un mateix analista, mateixos aparells i reactius, etc.).
L’estimacié d’aquest parametre es realitza amb el calcul del coeficient de variacio de les recuperacions®

obtingudes [22].

6.4.2.1. Repetibilitat del métode per al principi actiu
Per a la repetibilitat del metode s’analitzen 6 mostres preparades independentment a una

concentracié nominal de 1000 ppm. Els resultats obtinguts es troben a la Taula 9.

Taula 9. Resultats de la repetibilitat del métode per al principi actiu.

Concentracio real Concentracié . . .
. Unitats d’area totals Recuperacio (%)
(ppm) experimental (ppm)
999,4 980,2 41433,1 98,1
1003,0 983,1 41553,1 98,0
1003,0 989,4 41815,6 98,6
1010,1 986,4 41688,4 97,6
1003,0 976,1 41264,5 97,3
1010,1 979,3 41395,1 96,9
CV (%) 0,62
CV (%) especificacio <1,94

Com que s’ha treballat a una sola concentracié (n=1) i amb un interval de confianga del 0,05%, el
coeficient de variacid maxim acceptat és 1,94% [22]. El valor experimental obtingut del coeficient de

variacio va ser de 0,62%, i es troba per sota del valor d’especificacid i per tant, el resultat és acceptat.

6.4.2.2. Repetibilitat del métode per a les impureses
Per a I'avaluacié d’aquest parametre s’han analitzat 6 mostres preparades independentment a una

concentracié nominal de 20 ppm. Els resultats obtinguts es troben a la Taula 10.

6 Recuperacié: comparacié de la concentracié obtinguda respecte la teorica.
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Taula 10. Resultats de la repetibilitat del métode per a les impureses.

Concentracio real Concentracio Unitats d’area ..
. L Recuperacio (%)
(ppm) experimental (ppm) Clortetraciclina
20,2 20,1 792,4 100,0
20,3 20,1 797,3 100,6
20,0 20,1 791,0 99,2
20,2 20,0 790,6 100,8
20,0 20,1 786,6 99,7
20,1 20,1 804,3 100,1
CV (%) 1,60
CV (%) especificacid <3,88

El coeficient de variacid obtingut té un valor del 1,6%. Com que esta per sota del valor d’especificacid

(3,88%) [22], el resultat es considera acceptat.

6.4.3. Precisio intermeédia
La precisié intermédia té com a objectiu determinar la variabilitat del métode efectuant una série
d’analisis en un mateix laboratori perd en condicions operatives diferents (diferent instrument,
diferent analista, diferent dia, etc.). No és necessari estudiar tots aquests factors, si no que es
recomana fer un estudi de manera aleatoria, en el qual s’analitzin les mostres com a minim per triplicat
en els diversos factors a estudiar. L'estimacié de la precisié intermédia es realitza amb el calcul del
coeficient de variacié global de les recuperacions obtingudes, és a dir, considerant cada resultat
independentment. Generalment s’accepten valors per al coeficient de variacié que siguin el doble del

coeficient de variacid obtingut en la repetibilitat del metode [22].

Per a I'analisi d’aquest parametre, s’ha fet una analisi de les mostres a concentracié nominal per

triplicat i realitzat per dos analistes durant 3 dies consecutius.

6.4.4. Precisio intermédia del principi actiu
En el cas del principi actiu les mostres es van preparar a una concentracié nominal de 1000 ppm. El
resultat de la precisid global s’ha calculat amb cadascuna de les recuperacions obtingudes els tres dies

(Taula 11).
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Taula 11. Resultats de la precisio intermeédia.

Recuperacions (%)

Analista

Recuperacions (%)

Recuperacions (%)

dial dia 2 dia 3

101,4 100,6 101,4

1 102,5 100,7 100,1

100,5 100,3 100,8

100,8 101,7 100,9

2 101,0 100,3 100,7

100,1 101,6 100,5

Coeficient de variacio (%) 0,82 0,62 0,44
Coeficient de variacio global (%) 0,62

El coeficient de variacio global té un valor de 0,62%.

Els resultats obtinguts els diferents dies tenen un valor del coeficient de variacid inferior al de la

especificacid (1,2%) [22], i el resultat global també es troba per sota del valor d’especificacié. D’aquesta

manera es pot concloure que el métode no és variable si es realitza per diferents analistes i en diferents

dies.

6.4.5. Precisio intermédia de les impureses

En el cas de les impureses, les mostres es van preparar a una concentracié nominal de 20 ppm. El

resultat de la precisid global es calcula amb cadascuna de les recuperacions obtingudes els tres dies.

Els resultats obtinguts es mostren a la Taula 12.

Taula 12. Resultats de la precisio global.

Recuperacions (%)

Recuperacions (%)

Recuperacions (%)

Analista dia 1 dia 2 dia 3

100,1 98,1 99,0

1 99,5 97,6 99,6

96,5 98,0 99,1

102,1 99,6 101,3

2 101,0 98,8 101,0

99,1 98,0 99,5

Coeficient de variacio (%) 1,9 0,73 0,99
Coeficient de variacio global (%) 1,55

Els resultats obtinguts dels diferents dies tenen un valor del coeficient de variacié inferior al

d’especificacio (3,2%) [22], per tant, els resultats es poden considerar valids. A més, els resultat dels

tres dies, també es troba per sota del valor d’especificacid. Es pot concloure que el métode no és

variable si es realitza entre diferents analistes i en diferents dies.
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6.5. EXACTITUD

L'exactitud d’'un meétode analitic expressa la proximitat entre el valor de referéncia i el valor
experimental. Aquesta s’expressa com el percentatge de recuperacié en la valoracié d’una quantitat

coneguda d’analit afegida sobre la mostra [22].

6.5.1. Exactitud del principi actiu
Per tal d’avaluar I'exactitud s’han analitzat 7 mostres a una concentracié nominal de 1000 ppm de
I’estandard de clortetraciclina HCI tot afegint una quantitat coneguda de placebo (650 pl). El placebo
conté les impureses a una concentracié coneguda, aixi s'imita el medicament final. Les mostres

s’injecten immediatament després de ser preparades.

El resultat d’aquesta s’ha calculat com el percentatge d’analit recuperat. A la Taula 13 es presenten els

resultats obtinguts en I'exactitud del principi actiu.

Taula 13. Resultats de I'exactitud del métode per a la determinacid del principi actiu.

Concentracio real Concentracio . . ..
. Unitats d’area totals Recuperacio (%)
(ppm) experimental (ppm)
999,4 997,3 42143,0 99,8
1003,0 995,5 42069,9 99,3
1003,0 1012,9 42791,4 101,0
1006,5 1022,1 43175,2 101,5
995,8 1012,5 42775,9 101,7
1003,0 1021,6 43153,5 101,9
1003,0 1012,5 42773,5 100,9
Mitja 100,9
CV (%) 0,98

Per comprovar si existeix una diferencia significativa entre la recuperacié mitja i 100%, cal aplicar un
test t fent Us de I'expressio (7) on x és la mitja de les recuperacions, n és el nUmero mostres analitzades

i CV el coeficient de variacié.

__]100—x|-vn _ [100-100,9|V7
texp = o - 098 = 2,30 (7)

Com que el valor calculat (2,30) és menor que el valor tabulat tiub (a=0,05; g1 - 7-1- 6) = 2,45, no existeix

diferéncia significativa entre la recuperacié mitja i 100%, per tant, I'exactitud és correcta.

6.5.2. Exactitud de les impureses
Per tal d’avaluar I'exactitud s’han analitzat 7 mostres a una concentracié nominal de clortetraciclina
de 20 ppm. A la Taula 14 es recullen els resultats obtinguts en I'analisi de I’exactitud per a les impureses

del principi actiu.
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Taula 14. Resultats de I'exactitud del méetode per a la determinacio de les impureses.

Concentracio teorica  Concentracio experimental Unitats d’area ..
L Recuperacio (%)
(ppm) (ppm) Clortetraciclina
20,3 20,2 806,0 99,6
20,1 20,2 805,8 100,6
20,3 20,4 812,8 100,4
20,2 20,3 809,0 100,3
20,3 20,4 815,3 100,7
20,1 19,9 795,2 99,3
20,1 19,7 785,7 98,1
Mitja 99,9
CV (%) 0,94

Per comprovar si existeix uns diferéncia significativa entre la recuperacié mitja i 100%, cal aplicar un
test t fent Us de I'expressid (7) com s’ha especificat en I'apartat 6.5.1.
_ 1100 —x|-vn _ [100 —99,9|-V7 _

to = =0,29
exp Ccv 0,94

Com que el valor calculat (0,29) és menor que el valor tabulat twb (« = 0,05; g1 = 6) = 2,45, no existeix

diferencia significativa entre la recuperacié mitja i 100%, per tant, I'exactitud és correcta.

6.6. LiMITS DE DETECCIO | QUANTIFICACIO

El limit de deteccié (LOD) és la minima quantitat d’analit en la mostra que es pot detectar i,
habitualment s’expressa com a 3 vegades la relacié senyal/soroll d’'un blanc. El limit de quantificacid
(LOQ) és la minima quantitat d’analit present a la mostra que es pot quantificar, i s’expressa com a 10
vegades la relacio senyal/soroll. Per determinar-los cal analitzar el placebo (blanc) i mirar I'alcada del
soroll al temps de retencié de la clortetraciclina. A partir d’aquest valor es realitzen calculs teorics per

estimar el limit de quantificacié i de deteccid.

A partir del cromatograma del placebo es va mirar quina al¢ada de soroll hi havia al temps de retencio
de la clortetraciclina i es va obtenir un valor de 0.1693 mAu, a partir de la qual es van realitzar els

seglients calculs:

Calcul teoric del LOD: 0,1693 - 3 = 0,5079 mAu

Calcul teoric del LOQ: 0,1693 - 10 = 1,693 mAu

Aguests valors obtinguts de forma teorica s’han de comprovar de forma experimental, per aquest

motiu s’analitzen mostres a diferents concentracions: 0,25 ppm, 0,50 ppm i 1 ppm de clortetraciclina.
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Una vegada obtinguts els cromatogrames es va comparar el soroll de fons al temps de retencié de la
clortetraciclina entre el cromatograma del placebo i el de les mostres. Amb el cromatograma del
placebo es va mirar I'alcada del soroll que hi havia al temps de retencié de la clortetraciclina i es va
comparar amb |'alcada de I'area del pic obtinguda en els diferents cromatogrames de les mostres a

diferents concentracions de I'estandard de clortetraciclina.

Experimentalment en el cromatograma de la mostra de 1 ppm I'alcada del pic de la clortetraciclina

tenia un valor de 1,34945 mAu, per tant, es va realitzar el recalcul experimental:

Calcul experimental del LOD:

0,5079 mA 1 ppm = 0,37
UM 134945 mAu > PP
Calcul experimental del LOQ:
1,693 mA lepm o«
DI 34945 mAu <7 PP

Tot i obtenir un LOD de 0,37 ppm, experimentalment es va veure que a concentracions inferiors a 0,5
ppm no s’observava el pic de la clortetraciclina, per tant, vam fixar el limit de deteccid a un nivell de
concentracié més alt. Experimentalment vam obtenir que el limit de deteccié es situava a 0,75 ppm i

complia amb la relacié senyal/soroll estipulada.

Tot i obtenir un LOQ de 1,25 ppm, experimentalment es va veure que aquesta concentracié no complia
amb la relacid senyal/soroll, per tant, vam fixar el limit de quantificacié a un nivell de concentracié més
alt. Experimentalment vam obtenir que el limit de quantificacié es situava a 1,5 ppm i que complia amb

la relacid senyal/soroll estipulada.

7. CONCLUSIONS

e En aquest treball s’ha validat un metode analitic per la determinacié del principi actiu
clortetraciclina i les seves impureses en el medicament Clortetraciclina 20 mg/mL en suspensid
per a polvoritzacio cutania. Per la validacio s’ha seguit la guia AEFI i la monografia descrita a la
Farmacopea Europea utilitzant la tecnica LC.

e La técnica de cromatografia de liquids ha demostrat ser una técnica adequada per a I'analisi

del medicament complint els requeriments estipulats per I’AEFI.
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Per a la validacié del metode s’han avaluat diferents parametres tals com la selectivitat, la
linealitat, la repetibilitat del métode, la repetibilitat del sistema instrumental, la precisié
intermédia, I'exactitud, la robustesa i els limits de deteccid i quantificacié.

De l'estudi de l'estabilitat de la mostra s’ha arribat a la conclusié de qué la preparacié

d’aquesta s’ha de fer immediatament abans de ser injectada al LC, ja que la clortetraciclina es

degrada.

Pel que fa a la linealitat de la clortetraciclina, s’ha determinat que el rang de concentracions

establert proporciona una recta de regressio lineal, per tant, I'area del pic de la clortetraciclina

més el de la tetraciclina és directament proporcional a la seva concentracié.

Per a la linealitat de les impureses, el rang establert proporciona una recta de regressié lineal

i, de tal manera que, I'area del pic de la clortetraciclina és directament proporcional a la seva

concertacio.

S’ha demostrat que el meétode és precis mitjancant I’estudi de repetibilitats:

o L'estudide larepetibilitat del sistema instrumental de la clortetraciclina no mostra resultats
semblants entre 6 mesures. Com que aquest analisi s’ha realitzat a concentracions
elevades, i la mostra és inestable a aquestes, la variabilitat en els resultats pot ser deguda
a la inestabilitat de la mostra. Per tant, és probable que la degradacié de clortetraciclina
expliqui el resultat i el sistema instrumental no presenti cap problema. Perd aixo no és
conclusiu amb els resultats obtinguts fins ara i, s’hauria de comprovar amb un analisi
estadistic de I'estabilitat.

o Peralarepetibilitat del sistema instrumental de les impureses s’ha determinat que aquest
no influeix en I'obtencid dels resultats, per tant, és adequat per a I’analisi.

o Peralarepetibilitat del metode, tant en I'estudi de la clortetraciclina com de les impureses,
s’ha demostrat que no hi ha variabilitat en els resultats per a mostres independents. Aixi
doncs es conclou que el metode compleix amb els requeriments que estipula la guia AEFI.

o Pel que fa a la precisid intermedia de I'estudi de la clortetraciclina i les impureses s’ha
determinat que no hi ha variabilitat en els resultats obtinguts quan I'analisi es duu a terme
per diferents analistes en diferents dies, per tant, es considera que el metode pot ser
realitzat per qualsevol analista i no hi haura diferéncies en els resultats.

L’exactitud s’ha considerat correcta, ja que la mitjana de les recuperacions dona un valor de

100,9% era semblant a 100%.

El limit de deteccié del métode és 0,75 ppm i el limit de quantificacio és de 1,5 ppm. Aquests

valors sdn adequats ja que permeten detectar i quantificar el principi actiu clortetraciclina i les

seves impureses en el medicament.
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CONCLUSIONS

e In this work, an analytical method to determine the active ingredient and impurities in the
drug Chlortetracycline 20 mg / mL in suspension for skin spraying has been validated according
to the AEFI and the monograph described in the European Pharmacopoeia procedures using
LC.

e Liquid chromatography technique has proven to be an appropriate technique for the analysis
of the drug in compliance with the requirements stipulated by the AEFI.

e For the validation of the method, different parameters such as selectivity, linearity,
repeatability of the method, repeatability of the instrumental system, intermediate precision,
accuracy, robustness and the limits of detection and quantification have been assessed.

e Inthe study of the stability of the sample, it was concluded that the preparation of the sample
should be done immediately before being injected, as chlortetracycline is degraded to other
impurities.

e Regarding the linearity of chlortetracycline, it has been determined that the established range
of concentrations provides a linear regression line and, therefore, the peak area of
chlortetracycline plus tetracycline is directly proportional to its concentration.

e For the linearity of impurities, the established range provides a linear regression line and,
therefore, the chlortetracycline peak area is directly proportional to its concentration.

e The method has been shown to be accurate by studying repeatability:

o Forthe repeatability for the instrumental system of chlortetracycline does not show similar
results between 6 measures. However, these experiments were performed at high
concentrations of chlortetracycline and, as the sample is unstable at these concentrations,
the variability in the results may be due to the instability of the sample. Therefore, it is likely
that chlortetracycline degradation explains the result and the instrumental system does not
present any problems. But this is not conclusive with the results obtained so far and should
be verified with a statistical analysis of stability.

o For the repeatability of the instrumental system of impurities we concluded that the
instrument does not influence the obtaining of the results, therefore it is suitable for
analysis.

o In regard of the repeatability of the method in both the study of chlortetracycline and in
impurities, it has been shown that there is no variability in the results for independent
samples. It is therefore concluded that the method complies with the requirements

stipulated in the AEFI guide.
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o The study of the intermediate accuracy of the chlortetracycline and impurities showed that
there is no variability in the results obtained by different analysts in different days for
similar samples, therefore, the method can be performed by any analyst and there will be
no differences in the results.

e The accuracy was considered correct, as the average of the recoveries (100,9%) was similar to

100%.

e The detection limit of the method was 0,75 ppm and the quantification limit was 1,5 ppm.

These values are appropriate because they allow the detection and quantification of the active

ingredient chlortetracycline and its impurities in the drug.

8. FUTURS ESTUDIS

Degut a la durada limitada de I'estancia per realitzar el TFG, no s’han pogut estudiar tots els
parametres. Per a la clortetraciclina i per a les impureses hem estudiat tots els parametres necessaris

a excepcio de la robustesa. | encara no hem estudiat cap dels parametres per la tetraciclina.

En I'avaluacié de la robustesa caldra analitzar una mostra a concentracié nominal tot fent petits canvis
en el metode proposat per veure com afecten. Alguns d’aquests canvis sén el tipus de columna, la

temperatura del forn, el volum d’injeccié entre d’altres.

Per tal de comprovar que el sistema instrumental no influeix en la variabilitat dels resultats, s’"haura de
fer un analisi estadistic de I'estabilitat per comprovar que tota la reduccié en la resposta és deguda a

la degradacio de la clortetraciclina.

Una vegada avaluats tots els parametres es determinara si aquest metode és valid per a I'analisi de la

Clortetraciclina 20 mg/mL en suspensié per a polvoritzacié cutania.
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Annex

10.ANNEXOS

Natalia Haro Angles

10.1. ANNEX|. CROMATOGRAMA DEL ESTANDARD DE CLORTETRACICLINA
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Annex

10.2. ANNEX Il. CROMATOGRAMA DEL DISSOLVENT DE LA PREPARATIVA DE MOSTRES

Natalia Haro Angles
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Annex Natalia Haro Angles

10.3. ANNEX Ill. CROMATOGRAMA DEL PLACEBO DE LA PREPARATIVA DE LES MOSTRES
DAD1 A, Sig=280 4 Ref=490,80 (I+D 2021\N___IO-NATALIAINEOCLOR024 2021-05-25 09-17-01\005-P1-A5-PLACEBO.D)
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10.4. ANNEX VI. CROMATOGRAMA DE LA CLORTETRACICLINA DE LA PREPARATIVA DE LES MOSTRES
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Annex

10.5. ANNEX V. CROMATOGRAMA DE LA TETRACICLINA DE LA PREPARATIVA DE LES MOSTRES

Natalia Haro Angles

DAD1 A, Sig=280 4 Ref=490,80 (I+D 2021\N... TALIAINEOCLOR024 2021-05-25 09-17-01\003-P1-A3-TETRACICLINA.D)
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Annex

10.6. ANNEX VI. CROMATOGRAMA DEL SYSTEM SUITABILITY DE LA PREPARATIVA DE LES MOSTRES

Natalia Haro Angles
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Annex Natalia Haro Angles

10.7. ANNEX VII. CROMATOGRAMA DEL PRODUCTE FARMACEUTIC DE LA PREPARATIVA DE LES MOSTRES
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