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RESUMEN

Objetivo: proponer un procedimiento analitico selectivo para la cuantificacion de
glibenclamida en muestras de Ilimpieza de equipos farmacéuticos mediante
cromatografia liquida de alta resolucion.

Métodos: la fase movil consisti6 en una mezcla equivalente de volumenes de
acetonitrilo y solucién amortiguadora KH,PO, de concentracién 0,037 mol/L a pH 5,25
y flujo 1,5 mL/min, en una columna Nucleosil 100 C8. La glibenclamida se inyecté con
progesterona como estandar interno y empleando detector UV a una A= 230 nm.
Resultados: el método result6 lineal en el intervalo de concentraciones de 0,4-150
ug/mL, teniendo como limites de deteccion y cuantificacion 10 y 40 ng/mL
respectivamente y siendo especifico al analito en presencia del placebo, sus productos
de degradacién y a otros ingredientes farmacéuticamente activos. Se consideraron
potenciales de interferencias para el método propuesto: captopril, clortalidona,
dexametasona, digoxina, 8-cloroteofilina, difenhidramina HCI, fenobarbital,
haloperidol, hidroclorotiazida, acido fumaéarico, ketotifeno, metoclopramida HCI,
piridoxina HCI, piroxicam, prednisona y nifedipino. Se identificaron: ibuprofeno,
indometacina, trifluoperazina HCI, tioridazina HCI e imipramina HCI, como
interferentes del procedimiento en concentraciones cercanas a 10 pg/mL.
Conclusiones: el método desarrollado es sensible, rapido y especialmente selectivo
para la evaluacion de residuales del principio activo glibenclamida en equipos de
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produccion de tabletas, empleando un muestreo por hisopado, y pudiera utilizarse
potencialmente cuando exista sospecha de contaminaciéon cruzada de glibenclamida
con otros farmacos de los aqui descritos.

Palabras clave: glibencamida, gliburida, CLAR, cromatografia liquida de alta
resolucion, validacion, validacion de limpieza, trazas, limite de deteccion, limite de
cuantificacion.

ABSTRACT

Objective: to submit a selective analytical method for quantization of glibenclamide
in cleaning samples of pharmaceutical equipment using high performance liquid
chromatography.

Methods: the mobile phase consisted of an equal mixing of acetonitrile/phosphate
buffer KH,PO,4; with 0.037 mol/L concentration pH 5.25 and flow of 1.5 mL/min, in a
Nucleosil 100 C8 column. Glibenclamide was injected with progesterone as internal
standard and using an UV detector= 230 nm.

Results: the method was linear in the 0.4-150 ug/mL concentration interval having a
detection and quantization limits of 10 and 40 ng/mL respectively. It was specific to
analyte when placebo is present, to degradation products and to other active
ingredients. Possible interferences with the proposed method was considered for
captopril, chlortalidone, dexametasone, diphenhydramin HCI, digoxine, 8-
chlortheophylline, diphenhydramina HCI, phenobarbital, haloperidol, hydrochlorothia
zide, fumaric acid, ketotifen, metoclopramide HCI, piridoxine HCI, piroxicam,
prednisone and nifedipine, On the other hand, ibuprofen, indometacin, trifluoperazine
HCI, thioridazine HCI and imipramine were identified as interferences in the procedure
at concentration figures close to 10 pg/mL.

Conclusions: the present method is sensitive, quick and selective for the evaluation
of residues of active pharmaceutical principle glibenclamide in tablet production
equipment after a swap sampling and it could be potentially used in case of cross-
contamination of glibenclamide and other drugs already described.

Key words: glibenclamide, glyburide, high performance liquid chromatography,
validation, cleaning validation, traces, detection limit, quantization limit.

INTRODUCCION

El cumplimiento de las Buenas Practicas de Fabricacion en la Industria Farmacéutica
es un paso vital para asegurar la calidad de cualquier medicamento, mas aun en las
facilidades multiproducto donde hay que minimizar la contaminacién cruzada entre
aquellos que se elaboran en un mismo proceso 0 equipo. Tomando en cuenta esta
situacion se establecen procedimientos de limpieza, cuya verificacion se realiza
mediante el analisis quimico.

El mayor problema en esta industria es la presencia de multiples impurezas que
aparecen durante el muestreo, las que se relacionan con residuos de otros
ingredientes farmacéuticamente activos (IFA) cuya elaboraciéon se realiza en los
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mismos equipos® o excipientes acompafantes, lo que imposibilita la aplicaciéon directa
de métodos existentes por la carencia de especificidad y por el tiempo de duracién del
analisis, ya que el equipo en evaluacién queda en cuarentena mientras se realiza el
procedimiento.

Los métodos usualmente empleados en validaciones de limpieza, como es el caso, se
clasifican en dos grupos: los especificos y los que no lo son. En el primer grupo se
ubican la cromatografia tanto liquida (CLAR) como gaseosa, espectrometria de
absorcién atémica y la electroforesis capilar; la CLAR es la mas empleada por su
versatilidad, sensibilidad , selectividad y amplio uso en el analisis de sulfonilureas
como glibenclamida (Glib).>* En el segundo grupo se encuentran el anélisis de
carbono organico total, medidas de pH, conductimetria y determinacién de soélidos
totales entre otros.®’

Para determinar el criterio de limpieza existen normativas que establecen factores de
seguridad a partir de la dosis, forma farmacéutica, toxicidad y via de administracion.
Otros criterios se basan en que estos valores de residuos en ningin caso deben
sobrepasar el 0,1 % de la dosis diaria minima o no mas de 10 mg/kg de cualquier
residuo en otro medicamento que se fabrique posteriormente al analizado, y de esta
manera, establecer asi los casos mas criticos que definiran el limite de limpieza.®™**

El objetivo de este trabajo es proponer un método por CLAR para la evaluacién de
trazas de Glib en muestras de limpieza.

METODOS

Reactivos: fosfato de potasio monobasico (KH,PO,4, p.a. 99,5 %); hidroxido de sodio
0,1 mol/L; acido clorhidrico 0,1 mol/L; acetonitrilo (chromasolv, 99,8 %); metanol
(chromasolv, 99,8 %); todos de la firma Riedel-de Haén; sulfanilamida (p.a., 99,0 %,
Fluka) y agua bidestilada (Bidestilador GFL-2104).

Equipos: cromatégrafo KNAUER conformado por una bomba K-1001, desgasificador y
organizador de solvente K1500 de la serie WellChrom, detector UV-Visible Smartline
2500 e inyector REODYNE 7725i, balanza analitica Sartorius, precision 10° g,
espectrofotémetro Jasco V-530 y pHmetro Radiometer PHM-82.

Materias primas: Glib, materia prima (Effechem, Italia), placebos correspondientes a
las tabletas de glibenclamida elaborados segun técnica del fabricante; clortalidona,
materia prima (IFF SPA, Italia).

Materiales de referencia: Glib, dexametasona, difenhidramina HCI, ibuprofeno,
propranolol HCI, dimenhidrinato, fenobarbital, haloperidol, hidroclorotiazida,
imipramina HCI, indometacina, ketotifeno fumarato, metoclopramida HCI, piridoxina
HCI, piroxicam, prednisona, tioridazina HCI, trifluoperazina HCI, nifedipino,
ketoconazol, prednisolona, todos estandares de referencia certificados (CIDEM,
Subdireccion de Control Técnico encargada del Suministro Nacional de Patrones a la
Industria Farmacéutica Cubana) y digoxina (USP).

Métodos computacionales y softwares: programa de computo ULC (Univariate Linear
Calibration, departamento de quimica analitica de la universidad de tarragona); Excel,
Statgraphics Plus version 5.1 y Eurochrom 2000.

31
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Farmacia. 2012; 46(1):29-39

Establecimiento del limite de limpieza

Los criterios mas recientes plantean que los limites deben ser calculados segun la
minima dosis diaria del producto activo a limpiar® (producto A) en la méaxima dosis del
producto siguiente (producto B) (ecuacién 1), empleando un factor de seguridad de
0,001 (medicamentos orales). El valor obtenido de limite en el producto siguiente
(LPS) se compara con 10 mg/kg, escogiendo el menor de ambos.

LPS= 0,001 x min. dosis activa diaria de A / max. dosis diaria de B (1)

El limite por area de superficie (LAS) se define cuando se expresa el LPS en términos
del nivel de contaminaciéon del PA por area de superficie del equipo (LAS), expresado
en microgramo por centimetro cuadrado (ug/cm?) y depende del LPS escogido (valor
menor entre LPS y 10 mg/kg), del tamafio del lote del producto B (TL) y del &area total
del equipamiento en contacto con ambos productos A y B (AT), expresado en
centimetro cuadrado (cm?) (ecuacién 2).

LAS= LPS = TL / AT *1000 (2)

Para las facilidades multiproducto, debe calcularse el LAS del producto a limpiar con
cada producto que se elabore y escoger el menor valor de los obtenidos.

En el caso del muestreo, es necesario conocer el area muestreada (AM), donde en
general se escogen 25 cm? en cada punto, y el volumen en que se desorbe la muestra
tomada por hisopado (VD); de esta forma, el limite analitico (LA), se calcula segun la
ecuacion 3:

LA= LAS x AM / VD (3)

Es necesario aclarar que durante el desarrollo del método no se realizé hisopado, solo
se tomod en cuenta para determinar la concentracion final de la muestra de referencia
durante los estudios considerando un VD de 5 mL.

Seleccion de la fase movil

Para la evaluacién de las fases moéviles se calculé el parametro de solubilidad (6m,
ecuacion 4), asumiendo que para el agua su valor es aproximadamente cero en fase
invertida, representada por la solucion amortiguadora, siendo la del MeOH vy el del
ACN 2,6 y 3,2 respectivamente:*?

dm=2 ¢i X 5 (4)

donde :

¢;: la fraccion volumétrica del solvente en la FM

8. parametro de solubilidad de cada componente en la FM.

Considerando que las mezclas binarias cumplen que:
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SACN/KH2PO4 0,037 mol/L= PacN X Bacn + Qgufrer X Sgutrer (5)

OMeOH/KH2PO4 0,037 mol/L= PMeoH X OmeoH + Qautfer X Ogufter (6)

Siendo & (buffer) igual a cero se tiene que:
6ACN/ KH2PO4 0,037 mol/L— QPACN X 8ACN (7) y

8MeOH/ KH2P0O4 0,037 mol/L— PMeOH X SMeOH (8)

A partir de las expresiones 7 y 8 se prepararon cuatro FMs a pH 5,25 y 3,25 cada una
con las siguientes composiciones solvente organico/KH2P0O4 0,037 mol/L (V/V):

a) ACN 50 %, gacn= 0,5; 6=1,6
b) MeOH 50 %, ¢ueon= 0,5; 6=1,3
¢) MeOH 62 %, @yeon= 0,62; 6=1,6

d) ACN 41 %, oacn= 0,41 %; 6=1,6

Se ajustan cada una a los pH 5,25 y 3,25; se inyectan 500 uL de disolucion de Glib
(1,50 pg/mL) en la columna Nucleosil C8 a 1 mL/min; se disuelven con MeOH/agua
70/30 o ACN/agua 60/40 y se detectan a 225 nm y a 230 nm respectivamente en
correspondencia con el componente organico de la FM a 25 + 2 °C, en régimen
isocratico. Ambas lambdas fueron determinadas previamente a partir de un espectro
de absorciéon entre 200 y 350 nm en cada FM. Se emple6 como estandar interno
progesterona (Prog) a una concentracion de 1,80 pug/mL.

Especificidad los productos de degradacién y placebo: se prepardé una solucion
con los productos de degradacibn de  Glib: metil-N-4-[2-(5-cloro-2-
metoxibenzamido)etil]bencenosulfonilcarbamato (carbamato) y 5-cloro-2-metoxi-n-
[2-(4-sulfamoifenil)etil]benzamida (bencenosulfonamida) en las concentraciones de
0,30 pg/mL para ambos productos; 0,75 pg/mL para Glib; 1,80 pg/mL para Prog;
28,0 mg del placebo y 30 mL de FM. Después de agitar durante 1 h fue determinado
el grado de interferencia de estos con respecto a Glib y Prog.

Parametros de validacion

Linealidad: la curva de -calibracion fue construida a partir de soluciones de
concentracioéon 0,40; 0,80; 1,20; 2,00; 4,00 y 10,00 y 20,00 pg/mL por triplicado cada
una con Prog en una concentracion de 1,80 ug/mL empleando un lazo de 500 pL, con
vistas a aumentar la sensibilidad del método y cumplir con los criterios acordes a la
literatura.’®'* Para el analisis de los resultados se graficé la relacién de areas de
Glib/Prog vs. concentracidon, calculando los coeficientes de regresion (r),
determinacion (r?), pendiente, intercepto y significacion de estos.

Limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC): se determinaron a partir de tres
soluciones de concentracion 10, 40 y 100 ng/mL, cercanas al LC del método analitico,
calculando la relacién sefial/ruido del analito con respecto a la linea base.
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Precision: se evalué a través de la repetibilidad y la precision intermedia. Para la
primera fueron considerados tres niveles de concentracion 0,75; 1,50 y 15,0 pg/mL
por sextuplicado que representaron el 50, 100 y 1 000 % con respecto al valor
maximo permisible para el LA a una concentracién de 1,50 ug/mL, determinando la
influencia de este factor mediante la prueba de Cochran y el coeficiente de variacion
(CV) para cada uno. Para la segunda fue tomada en cuenta una sola concentracion
correspondiente al LA por cuatro analistas en 3 d distintos.

Exactitud: se analiz6 por el método de los placebos cargados trabajando con
soluciones de concentraciéon 0,75; 1,12; 1,50; 1,88; y 2,25 ug/mL de Glib que
corresponden con 50, 75, 100, 125 y 150 % de la concentracion estimada como LA,
previa adicion de 28,0 mg de placebo.

RESULTADOS

En este estudio a partir del calculo de LPS y LA se determiné que la Glib, en su forma
terminada tableta 5 mg, fabricada mediante proceso completo, mostré el nivel de
contaminacion permisible mas bajo entre los calculados (tabla 1); por tanto, fue el
IFA que fijé el método de limpieza y los niveles a alcanzar, cuantificado segin CLAR,
asumiendo un muestreo por hisopado. El LA se estimé en 1,50 ug/mL equivalente a
un LAS de 7,5 ug para un area de muestreo de 25 cm?, el cual permitié establecer los
criterios de aplicabilidad del método.

El desempefio de la FM y pH de trabajo fue determinado a partir de los parametros
cromatograficos t,, N y T; las condiciones mas idéneas resultaron las relacionadas con
la FM ACN/KH2PO4 0,037 mol/L, 50/50 (V/V) a pH 5,25 midiendo a 230 nm (tabla 2),
tomando en consideracion el equilibrio que manifiesta la Glib en disolucién durante la
cromatografia (Fig. 1). Durante la optimizaciéon de los flujos se realizaron variaciones
de este en 0,25 unidades entre 1 y 2 mL, tomando como valor de trabajo 1,50
mL/min por mostrar valores de presion relativamente bajos (8-10 atm) y menores t,
con respecto al flujo inicial de 1 mL/min, sin perder resolucién con respecto al resto
de los analitos.

Especificidad

El cromatograma obtenido con productos de degradacion de la Glib, segun USP 30, no
mostré ninguna interferencia. Los t, obtenidos fueron: bencenosulfonamida (2,95),
carbamato (3,49), Glib (5,82), Prog (8,09) y una sefal procedente del algodén del
hisopo que precedi6 a todos ellos (Fig. 2). Los excipientes acompafantes, que
conformaron el placebo, no mostraron sefial analitica en el tiempo de la corrida.
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Tabla 1. Calculo de LPS, LAS v LA de los productos analizados

Drosis/tab, Dnsi? cantidad F‘eslu:- Tarnafio Lirmite Lirmite Limite
Producta (rna) rnas,diat (tab./diz) promedio'tab, del late [LPS) [Las (L)
(rng) (rng) [ka) (pgig) | (pgfan? | Cpafrl)
| Acida félico | 1 | 1 | 1 | 105 [ 105 | =22 | o9 | 4.4
| Acido félico | 5 [ 1= | 3 | 105 [ 100 [ 153 [ 42 | 214
| Alopurinel T [ eon | 6 | 205 [ 10z | 41 [ 11 | =5
[ Clarprornacina [ 2= [ 1=a | 6 | 120 [ za0 | &2 | 44 | 224
| clortalidona = [ 150 | g | 110 [ 110 | 7. | =22 | 114
| Dexametasona | 0,75 | 15 | zo | 100 [ 110 [ 25 | o7 | a7
| Diazeparn T [ &o | 6 | 200 | 105 [ a2 | 1.2 | 5.8
| Diferhidramina = [ 400 [ 1e | 110 | 1045 | 2.2 | o= | 2.9
| Digitoxina | 0.1 [ 1,5 | 15 | 100 [ 110 [ 233 | 1 | 4,9
| Digosxina | 0,25 | 1,5 | | 110 | 110 | 7. | =zz | 114
| Dirnenhidrinato | so [ 400 | | 120 | 185 | =52 | ze | 1z
| Dinit Isosorbida | 10 [ 240 | 24 | 230 [ 1242 | o9 [ 11 | =54
| Dipirona [ 2o [ 240 | 0,8 | 430 [ 105 | 145 | 41 | 20,3
| Ferobarbital | 100 | =00 | 3 | 120 | 108 | 93 | 27 | 133
| Haloperidal | 1.5 | 1s [ 1o | 200 [ 1z0 [ 25 [ o= [ 4
| Hidrodlorotizzida | 25 [ zoo | g | 107 [ 110 [ s | 1,7 | a5
| Irnipramine | =25 [ =00 [ 1z | 210 | 1974 | =z [ 1 | 5,2
| Indormnetacina T [ 200 | g | 100 | 1z0 | ez | oz [ 10
| ketotifeno | 1 | 4 | 4 | 190 | 114 | e | oz [ 10
[ Meclizine T [ 100 | 4 | 200 | 1z0 | ez | oz [ 10
| Medazeparn | 1o [ 4o | 4 | 180 TS [ e2 | 1,7 | e,z
[ Metoclopramida | 10 T | 3 | 100 [ 110 | 187 [ 49 | 244
[ Mifediping [ 1o [ 120 [ 12 | 325 [ 1138 | 1.3 | o4 [ 1.3
| Mitrofurantoina [ 100 [ 400 | 4 | 190 | 1045 | e | 1= R
| Piridoxina T [ 400 | 4o | 107 | 107 | 12 | o= | 1.7
| Piroxicarn T | 4o | 4 | 110 [ 110 [ 114 | 33 | 1es
| Palivit | - [ - | g | 130 | 2z | =z | =z | 1@
[ Pra s | 5 [ 1m | 2 | 120 [ 120 | zo08 | &m | 33z
| pRG 10 | 1o | 1m | 1 | 140 | as | zez | es | 332
| Prednisona | 5 [ 4o | 2 | 105 | 105 | & | 1,7 | =,z
[ Tioridazina [ 25 [ soo [ 24 | 190 [ 1045 | 11 | oz [ 1.5
| Trifluoperazina | 1 [ 4o | g | 100 [ 100 | ez [ 17 | a3
[ Trihexifenidila | 2 [ 15 | 7.5 | 100 [ 20 | &7 | 13 [ =9
* Juiz terapéutica para la atencidén primmaria de zalud en Cuba, 1994,
Tabla 2. Resultado del estudio de composicidn de la fase mavil a diferentes pH
o Lo [ [ [ [
300 1,6 | 50450 | 9,083 | 2815 | 1,49
K
aCNbufior 1,3 | 41/59 | 228 | 2155 | 1,32
c oe 1,8 | 50450 | 7,13 | 248 | 1,89
1, | 4150 | 192 | 2060 | 1,31
320 1,3 | 50450 L 441 | 1312 | 1,21
K
Metanolfbuffer 1,8 | 62/38 | 9,08 | 1890 | 1,21
c oc 1,3 | 50,50 | 30,9 | 1960 | 1,14
o 1e | 62/38 | B8,35 | 1810 | 1,23
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HGIlib HGlib
'
FE -H| [+ +H |H FM
_ Y
Glib : Glib~

Fig. 1. Equilibrio dinamico entre las formas ionizada/no ionizada
de la glibenclamida a pH 5,25 vy las fases estacionaria v mdwil,

Al 8,000

100
5,821
a0
Impureza algoddn
2, 952 3 436
]

T|err|r:u:| (i)

Fig. 2. Cromatograma de los productos de degradacidn de la
glibenclamida v la impureza proveniente del algoddn del hisopo,

Los IFA identificados como posibles interferencias fueron cromatografiados
determinando su grado de afectacidn en la cuantificacion de Glib (tabla 3).

La especificidad a otros posibles contaminantes fue realizada sobre disoluciones
independientes de concentracion 10 pg/mL en FM de los IFA captopril, clortalidona,
dexametasona, difenhidramina HCI, digoxina, 8-cloroteofilina, difenhidramina HCI,
fenobarbital, haloperidol, hidroclorotiazida, ketotifeno fumarato, metoclopramida HCI,
piridoxina HCI, piroxicam, prednisona, nifedipino, ibuprofeno, indometacina,
trifluoperazina HCI, tioridazina HCl e imipramina HCI inyectadas bajo las mismas
condiciones cromatograficas.
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Tabla 3. Determinacion del grado de interferencia de otros ingredientes
farmacedticamente activos elaborados en la misma linea de produccian

Interfiere
Mo, Froducto ty -
Si Mo
1 Captopril 2,2z =
2 Clortalidona 2,72 ¥
3 Dexametasona 2,81 b
4 Difenhidramina clorhidrato 3,51 B
g Digoxina 2,54 ]
& Dirmenhidrinato (8-cloroteofilina) 1,60 b
7 Dimenhidrinato (Difenhidramina} 3,55 =
2 Fenobarhital 2,00 "
9 Haloperidol 4,47 b
10 Hidroclorotiazida 2,00 ]
11 Ibuprofeno 4, 45 ¥
12 Imipramina clorhidrato 5,19 Wik ok
13 Indometacina 4,00 0
14 Acido fumarico (ketatifena) 1,17 =
15 Ketotifeno base 3,12 ¥
15 Metoclopramida clorhidrato 3,37 "
17 Piridoxina clarhidrato 1,05 K
12 Piroxicam 2,28 ]
19 Prednisona 2,10 "
20 Tioridazina clorhidrato 6,65 w b
21 Trifluoperazina clarhidrato 0,98 0
22 Mifedipino 4,52 =

* Muy ligeramente (< 5 %); ** medianamente (10 al 20 %); *** fuertemente (= 50 %),

Los estudios de linealidad mostraron resultados favorables de r= 0,9999; r’= 0,9999
y los p-valores asociados al intercepto y a la pendiente tuvieron valores de 0,21 y
0,00. Durante el estudio del LD y LCD se inyectaron las soluciones correspondientes a
los niveles de concentracion de 10, 40 y 100 ng/mL que produjeron CV de 5,80; 3,90
y 5,66 %; mientras que la relacion sefal/ruido de las dos primeras tuvo valores de
51y 12,5.

En la repetibilidad se obtuvieron CV de 1,40; 0,87 y 0,64 % para las concentraciones
de 0,75; 1,50 y 15 ug/mL respectivamente. La prueba de Cochran mostré un p-valor
de 0,51.

El andlisis entre dias, durante la precision intermedia, mostré6 un p-valor para la
prueba de Cochran de 0,23; mientras que entre analistas su valor fue de 0,50. El CV
total obtenido para el ensayo tuvo un resultado de 1,97 %.

En la exactitud no se observaron desviaciones del recobrado con respecto a los
valores tedricos, con resultados experimentales entre 98,8-101,4 %, mientras que la
prueba de Cochran tuvo un p-valor de 0,37.
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La estabilidad de la solucién estandar de Glib 1,50 ug/mL se mantuvo por 72 h a
temperatura ambiente sin que aparecieran productos de degradacion manteniéndose
la relaciéon de areas Glib/Prog con un CV de 1,21 % entre los intervalos de muestreos.

DISCUSION

La FM escogida proporciona menores t, en comparacién con las otras, parametro
critico, por cuanto la espera del resultado analitico demora la producciéon
incrementando los costos.

Los valores de T son inferiores a 2,0, lo cual indica una elevada simetria del pico y
ademas mayor N lo que implica un equilibrio de interaccién del analito mucho mas
rapido.

La Glib, con un pKa de 5,22, como otras sulfonamidas, se manifiesta como un acido
débil que se representa segun:

HGlib <> H" + Glib"

A pH 3,20 el equilibrio se desplaza hacia la forma no ionizada (HGIlib) logrando la
supresioén idnica, lo que implica que a menor pH aumente el t, al incrementarse el
grado de afinidad con la fase estacionaria apolar. Al emplear un pH de 5,25, cercano
al pKa del analito, se establece un equilibrio’ donde coexisten ambas especies:
ionizada y no ionizada, que en su equilibrio dinamico, favorecen un menor t,; tomando
en cuenta que no hay deformacion ni desdoblamiento del pico, se estableci6o 5,25
como pH de trabajo.

La presencia de impurezas limita la aplicacion de muchos otros métodos por CLAR; la
elevada especificidad de este procedimiento permite una amplia aplicacion en las
condiciones descritas con pocas interferencias las que fueron identificadas como:
ibuprofeno, indometacina, trifluoperazina HCI, tioridazina HCl e imipramina HCI con
diferentes grados de afectacion sobre la cuantificacion de Glib, por lo que el sistema
mostré una alta selectividad, con la proporcién de componentes de la FM y el pH
critica para un 6ptimo resultado.

Los estudios de linealidad, precision y exactitud cumplieron con los parametros y
criterios estadisticos establecidos,”™ por lo que el método resultdé validado
completamente para su ejecucion, y quedaron fijados el LD y LC en 10 y 40 ng/mL
respectivamente, al sobrepasar la relacion sefal/ruido en 3 y 10 unidades
respectivamente, lo que permite alcanzar en el caso de que sea necesario niveles muy
bajos en la cuantificacion con suficiente exactitud como muestran los CV
determinados a estas concentraciones, situacion altamente favorable por los bajos
niveles de medicion a los que se enfrenta el procedimiento.
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