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Resumen

El Dermofural es un ungiento tépico cuyo ingrediente farmacéutico activo es la furvina
(2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano), el cual exhibe accion antibacteriana y antifingica,
el mismo se encuentra acompafiado de una impureza conocida como monobromado (2-bromo-
5-(2-nitrovinil)-furano), cuyo contenido se incluye dentro de las especificaciones de calidad del
medicamento. Este trabajo pretende validar una técnica por cromatografia liquida de alta
eficacia, fase inversa, para cuantificar esta impureza en el Dermofural. El estudio de validacién
se desarroll6 segun lo establecido por el Centro para el Control Estatal de la Calidad de los
Medicamentos. Se evaluaron los parametros: adecuacion del sistema, especificidad, linealidad,
precisién, veracidad, intervalo, limites de deteccién y cuantificacion. EI método analitico
estudiado resulté ser especifico, lineal, preciso y exacto, con limites de deteccion y
cuantificacion de 0,1 mg/L y 0,09 mg/L, respectivamente, por tanto se puede utilizar en el
control de la calidad del Dermofural y para sus estudios de estabilidad.

Palabras clave: dermofural, furvina, validacion.

Abstract

Dermofural is a topical ointment based on the active pharmaceutical ingredient furvina
(2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinyl) furan), which exhibit antibacterial and antifungal action.
This product contains a known monobrominated impurity (2-bromo-5-(2-nitrovinyl) furan)
which has to be determined among the quality specifications for the end product. This paper
describes the validation of a Reverse Phase High Performance Liquid Chromatography method
to quantify this impurity in Dermofural samples. The validation study was carried out as
established by the “Centro para el Control Estatal de la Calidad de los Medicamentos”. System
suitability, specificity, linearity, precision, accuracy, range and detection and quantification
limits were evaluated. The analytical method demonstrated to be specific, linear, accurate and
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precise, with limits of detection and quantification of 0,1 mg/L and 0,09 mg/L, respectively,
therefore it can be used in quality control and stability studies of Dermofural.

Keywords: dermofural, furvina, validation.

Introduccion

El Dermofural es un unguento topico incluido en el cuadro basico de medicamentos de
Cuba desde el afio 2007; su ingrediente farmacéutico activo es la furvina, también
conocido como G-1 (2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano), el cual se produce en el
Centro de Bioactivos Quimicos de la Universidad Central de Las Villas y exhibe accion
antibacteriana y antifungica. Debido al proceso de obtencién por sintesis quimica, la
Furvina se encuentra acompafiada de una impureza conocida como monobromado, MBr
(2-bromo-5-(2-nitrovinil)-furano), es decir, es una impureza de origen sintético y por
tanto, puede presentarse también en el producto terminado Dermofural, por lo que se
incluye dentro de las especificaciones de calidad del medicamento el contenido de la

misma, con un limite menor o igual al 1 %.

El objetivo de este trabajo es validar una técnica por cromatografia liquida de alta
eficacia, CLAE (HPLC por sus siglas en inglés), fase inversa, para determinar el

contenido de esta impureza en el Dermofural.

El estudio de validacion se desarroll6 siguiendo las pautas establecidas por el Centro
para el Control Estatal de la Calidad de los Medicamentos (CECMED) en su
Regulacion No. 41 del afio 2007 [1]; se estudiaron los siguientes parametros:
adecuacion del sistema, especificidad, linealidad, precision (repetibilidad instrumental,
repetibilidad del método y precision intermedia a tres niveles de concentracion),
exactitud o veracidad a tres niveles de concentracion, intervalo, limite de deteccion y

limite de cuantificacion a través de la relacion sefial ruido [2].

Materiales y métodos
Equipos, materiales y reactivos

El equipamiento utilizado para desarrollar la técnica, asi como la cristaleria empleada
estaban debidamente calibrados y/o validados, por la Oficina Territorial de
Normalizacion (OTN) e instituciones correspondientes. Los reactivos utilizados también

poseian la calidad requerida.
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Equipos

e Cromatdgrafo liquido de alta eficacia con detector de longitud de onda variable,
HPLC Agilent 1100 series

e Balanza analitica DENVER Instrumens

e Baifio ultrasbnico SONOREX RK52
Materiales

e Matraces de 10 mL y de 50 mL

e Micropipeta de 20 pL-200 pL

e Pipeta graduada de 5 mL

e Microjeringuilla de 100 pL

e Filtros Ministart RC 4 de 0,45 um
e Embudo de cristal pequefio

e Beacker de 75 mL
Reactivos

e Acetonitrilo HPLC, gradient grade, Panreac

e Excipiente (petrolato liquido pesado: petrolato sélido blanco, 1:4), Quimefa
e Monobromado material de referencia (lote 12 MBr-2, 99,64 % de pureza)

e (-1 material de referencia (lote 12-3-2, 99,87 % de pureza)

e Dermofural, LOTE 13001

Meétodo empleado

Este método para la cuantificacion de monobromado en lotes de Dermofural se basa en
la separacion por HPLC del G-1 de su impureza, utilizando para ello una columna
RP-18, mediante detector UV-VIS de longitud de onda variable. Se empleé el método

del patron externo. Para los calculos y el anélisis estadisticos se utilizaron los programas
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Statgraphics Plus for Windows 4.1, Professional Version, 1999 y Microsoft® Office
Excel 2010.

Parimetros operacionales del HPLC

e Fase movil: acetonitrilo HPLC
e Flujo de la fase mavil: 0,7 mL/min
e Longitud de onda: 360 nm

e Columna Daisogel C-18 de 250 mm de longitud x 4,6 mm de didmetro
Preparacion de Ia disolucion de muestra de referencia

Se peso con exactitud alrededor de 0,01 g de MBr, material de referencia, en un matraz
de 50 mL con ayuda de un embudo de cristal; se disolvié el sélido y se enraso en
acetonitrilo (200 mg/L). De esta disolucion se tomd una alicuota de 75 pL y se enrasé

con acetonitrilo en un matraz de 10 mL (1,5 mg/L).
Preparacion de Ia disolucion de ensayo

Se pesé con exactitud en un beaker, alrededor de 1 g de Dermofural, se afiadieron 4 mL
de acetonitrilo y se coloco en bafio ultrasénico por espacio de 15 min, luego se trasvaso
el sobrenadante a un matraz de 10 mL; se afiadieron nuevamente 4 mL de acetonitrilo y
se repitié el procedimiento. Finalmente se enrasd con acetonitrilo (150 mg/L de G-1y
1,5 mg/L de MBr, teéricamente, de acuerdo con el limite de la especificacién, menor o
igual a 1,00 %).

Cilculos

Se empleo la formula dada por la ecuacion (1) para calcular del porcentaje del MBr:

%MBr:M.%pp (1)
Ap-Mm
donde
% MBr: porcentaje del contenido de monobromado en el Dermofural
Am: area de la sefial de la muestra

Ap: area de la seial del material de referencia de MBr

Mm: masa de la muestra
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Mp: masa del material de referencia de MBr

% Pp: porcentaje de pureza del material de referencia de MBr
Parametros de validacion [3-6]

a) Pruebas de adecuacion del sistema:

e Repetibilidad de los tiempos de retencion (< 1 %): Se prepard una disolucion de
MBr de 1,5 mg/L, y se hicieron 6 inyecciones. Se calcul6 la media, la desviacion

estandar y el coeficiente de variacion (CV).

e Eficacia de la columna o nimero de platos tedricos (> 5 000): Se prepar0 una
disolucién de MBr de 1,5 mg/L; se hicieron 6 inyecciones. Se calcul6 el nimero

de platos tedricos a través de la formula expresada mediante la ecuacion (2):

2

Te )

N=554 x |
%

donde

N: nimero de platos tedricos

Tr: tiempo de retencion del pico en min (dato brindado por el software utilizado)
W,: anchura del pico a media altura en min (dato brindado por el software utilizado)

¢ Resolucion entre el pico de G-1y el de MBr (> 1,5): Se prepar6 una disolucién de
MBry G-1 de 1,5 mg/L de cada analito; se hicieron 5 inyecciones. Se calcul6 la
resolucion entre los picos correspondientes a ambos analitos a través de la
férmula expresada en la ecuacion (3):

Rs — 2[(TR )B B (TR )A] (3)
W, +W,

donde

Rs: resolucion de la columna cromatografica
(Tr)a: tiempo de retencion del pico A, en min
(Tr)s: tiempo de retencidn del pico B, en min

W a: anchura del pico A en su base, en min. Wa = 1,698 WA}/

2

Ws: anchura del pico B en su base, en min. Wg = 1,698 WB}/

2
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e Simetria del pico de monobromado (entre 0,8 y 1,5): Se prepard una disolucién de
MBr de 1,5 mg/L, se hicieron 3 inyecciones. El dato del factor de simetria es

brindado por el software utilizado.
b) Especificidad
Se registraron los siguientes cromatogramas en las condiciones especificadas
e Fase movil
e Disolucidn del excipiente
e Disolucidn de material de referencia MBr 1,5 mg/L recién preparada
e Disolucion de material de referencia G-1 1,5 mg/L recién preparada

e Disolucion de G-1 material de referencia y disolucion de MBr material de

referencia, en proporcién 1:1
e Disolucion de la muestra de ensayo

e Disolucion de la muestra de ensayo enriquecida con MBr al 1 % segun nivel de

especificacion (1,5 mg/L)

e Disolucion de la muestra de ensayo, después de 2 h expuesta a la luz del

laboratorio

En todos los casos se observo si existia algun pico adicional no suficientemente resuelto

del pico correspondiente al MBr.
c) Linealidad

Se realizd una curva de calibracién en el intervalo de concentraciones comprendido
entre 0,7 mg/L y 2,3 mg/L, con valores intermedios de 1,1 mg/L, 1,5 mg/L y 1,9 mg/L.

El anélisis se realizo por triplicado.

Se determind la ecuacion de la recta, el coeficiente de correlacion (> 0,990), el
coeficiente de determinacion (> 0,98) y el CV de los factores de respuesta (< 5 %). Se

evalué la varianza de la pendiente de la linea de regresion, desviacion estandar,
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desviacion estandar relativa, limites de confianza de la pendiente y grado de

significacion; ademas, se verifico la proporcionalidad.
d) Precision

Repetibilidad instrumental: Se pesé con exactitud aproximadamente 1 g de excipiente,
se le afadio 1,5 mg/L de MBr, se homogeneiz6 y se procedidé segun la muestra de
ensayo. Se hicieron 6 inyecciones de manera consecutiva. Se calculé la media de la

respuesta (Xn), la desviacion estandar (S) y el coeficiente de variacion (CV < 1 %).

Repetibilidad del método: Se peso6 con exactitud aproximadamente 1 g de excipiente, se
le afladio 1,5 mg/L de MBr, se homogeneizd y se procedié segln la muestra de ensayo.
Se hicieron 6 réplicas. Se calcul6 la media de las respuestas (Xn), la desviacion estandar

(S) y el coeficiente de variacion (CV <2 %).

e Precision intermedia: Se peso con exactitud aproximadamente 1 g de excipiente,
se le afladié MBr, se homogeneiz0 y se procedid segin la muestra de ensayo. Se
utilizaron tres concentraciones diferentes de MBr (inferior, media y superior del
intervalo especificado), por duplicado en tres dias diferentes. Se calculé la media
de las respuestas (Xn,), la desviacion estandar (S) y el coeficiente de variacion
(CV <2 %) para cada grupo de analisis. EI CV de la precisién intermedia debe
ser inferior al doble del CV de la repetibilidad del método.

e Se realizd un andlisis de varianza multifactorial para analizar la influencia de los
factores concentracion y dia en la variabilidad de los resultados, para ello se
utilizé un estimador que es el InR? (donde R son los residuales), con un nivel de

confianza de 95 %.
e) Exactitud (veracidad)

Se pesO con exactitud aproximadamente 1 g de excipiente, se le afiadio MBr, se
homogeneiz6 y se procedié segin la muestra de ensayo. Se utilizaron tres
concentraciones diferentes de MBr (inferior, media y superior del intervalo
especificado). El analisis se realizé por triplicado. Se realizé una prueba t-student para
determinar si el valor medio hallado y el valor considerado verdadero no difieren
significativamente para un a = 0,05. También se calculd el porcentaje de recobrado y
con ello se obtuvo un andlisis de varianza unifactorial para analizar la influencia de la

concentracion.
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f) Intervalo

Se realizaron tres réplicas de excipiente con 0,7 mg/L, 1,5 mg/L y 2,3 mg/L de MBr,
siguiendo el mismo disefio del estudio de la exactitud y se comprob6 en ellas los
criterios de exactitud, precision y linealidad, como se ha descrito en cada acépite.

g) Limite de deteccién y cuantificacion

Los limites de deteccidn y de cuantificacion, respectivamente, se determinaron mediante
el disefio de relacion sefial-ruido, para lo cual se procedié al analisis repetido del
excipiente. Una vez obtenido el cromatograma, se delimit6 dentro de la linea base un
periodo de tiempo veinte veces la anchura en la base del pico de MBr. Para el célculo se

procedio segun la ecuacion (4):

Y, +K-S, (4)

DL/QL=
Q b

donde
DL = limite de deteccion
QL = limite de cuantificacion

K = constante > 3 (K = 3 para limite de deteccion, y K = 10 para limite de

cuantificacion).
Sbl = desviacion estandar de la respuesta de los n blancos
b = pendiente de la recta de calibracién

Ybl = media de la respuesta de los n blancos

Resultados y discusion

Pruebas de adecuacion del sistema

La repetibilidad de los tiempos de retencion presenta un coeficiente de variacion
de 0,31 %, menor que el 1 %. ElI nimero de platos tedricos de la columna utilizada
es de 14 527, mucho mayor que 5 000. El factor de resolucién entre el pico de G-1y
MBr es 6,6, mucho mayor que 1,5. La simetria del pico de MBr es de 1,05, se encuentra
en el intervalo entre 0,8 y 1,5; por tanto, el sistema cromatografico a emplear es

adecuado para su utilizacion en este método de ensayo.
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Especificidad

A continuacion se exponen los cromatogramas registrados durante el estudio de la

especificidad (figuras 1-8).
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Figura 1. Cromatograma de la fase mdvil (acetonitrilo)
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Figura 2. Cromatograma del excipiente del Dermofural
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Figura 3. Cromatograma de una disolucién de material
de referencia MBr 1,5 mg/L recién preparada
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Figura 4. Cromatograma de una disolucion de material
de referencia G-1 1,5 mg/L recién preparada
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Figura 5. Cromatograma de una disolucién de G-1 material
de referencia y disoluciéon de MBr material
de referencia, en proporcién 1:1
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Figura 6. Cromatograma de una disolucion
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Figura 7. Cromatograma de una disoluciéon de muestra
de ensayo (Dermofural) enriquecida con MBr al 1 %
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de ensayo (Dermofural), después de 2 h expuesta
a la luz del laboratorio
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En todos los casos se observa que no hay ningln pico cromatografico adicional no
suficientemente resuelto del pico correspondiente al MBr, por lo que se concluye que el

método en las condiciones estudiadas es especifico.
Linealidad

Los valores experimentales que corresponden a la curva de calibracion, asi como los
parametros para evaluar la calidad de la regresion se muestran en la tabla 1 y en la
figura 9.

TABLA 1. VALORES EXPERIMENTALES
OBTENIDOS PARA LA CURVA
DE CALIBRACION DE MBR

Conc. (mg/L) | Area; | Area, Area 3
0,7 115,00 | 114,75 114,85
11 178,95 | 178,50 178,20
15 246,85 | 249,25 245,65
19 305,13 | 304,65 307,30
2,3 373,10 | 375,10 372,75
Curva de calibracion
400 A
y = 161,18x + 2,2375
350 R = 0,9994
300 -
5“ 250 -
E‘;’ 200 1 e Areas
s 150 4
= 100 - Lineal (Areas)
50 4
0 T T T T ]
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Concentracién (mg/L).

Figura 9. Curva de calibracion y ecuacion de
la recta del MBr por HPLC
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Del andlisis de la regresion y la linealidad se obtiene que:

e El coeficiente de correlaciéon es de 0,999 7 con un coeficiente de determinacion
igual a 0,999 4, por lo que existe una correlacion positiva entre la concentracion

y el area determinada superior al 99,9 %.

e El CV¢= 0,96 %, por tanto, se cumple que CV;< 5 %, lo que significa que existe
linealidad en los datos obtenidos.

e La pendiente (b) es de 161,18 y la varianza de la pendiente (Sy?) es de 1,199 7, por

lo que el método posee una buena sensibilidad.

e La desviacién estandar de la pendiente (Sp) es de 1,1 y la desviacion estandar

relativa (Sp rel. %) es igual a 0,68 %.

e Los limites de confianza para typ = 2,16, con n-2 grados de libertad y o = 0,05 se
encuentran entre 158,81 y 163,55.

e Para determinar el grado de significacion, la tep, = 147,16, de esta manera se
acepta Hi: b # 0, por lo que existe regresion, la probabilidad de que b # 0 es

superior al 95 %.
Del andlisis de la proporcionalidad se obtiene que:

¢ Los limites de confianza de a para tqp = 2,16 (n-2; a = 0,05), se encuentran entre
-156 y 6,03, por tanto, incluyen al 0 y cumplen la condicion de

proporcionalidad.

e Para determinar el grado de significacion, la te, = 1,27, de esta manera se acepta
Ho, la recta pasa por el eje de coordenadas y se puede obviar el valor de a en la

ecuacion de regresion.

Los parametros calculados para evaluar la calidad de la regresién cumplen con los
criterios de aceptacion correspondientes, lo que indica que la técnica es lineal en el

intervalo de concentraciones estudiado.
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Precision
La variabilidad de la respuesta, expresada como coeficiente de variacion, es menor
del 1 %, con una adecuada correspondencia entre las respuestas obtenidas para las

inyecciones repetidas (tabla 2).

TABLA 2. RESULTADOS DE LA
REPETIBILIDAD INSTRUMENTAL

Inyecciones | Areas Parametros estadisticos
1 252,8
2 254,0
3 254,3 Xm = 253,97
) S=1,04
2544 CV =0,41%
5 252,8
6 255,5

Dicho resultado demostré que con este procedimiento es posible minimizar los errores
potenciales asociados a la inyeccion manual de las muestras, y con ello conseguir la
precision instrumental requerida. En consecuencia, para todas las determinaciones
realizadas en este trabajo, se sigue el procedimiento de inyectar cada muestra por
duplicado y utilizar para los calculos el valor medio de la respuesta para ambas

inyecciones.

El valor del coeficiente de variacién es menor que 2 %, lo cual evidencia que el método

de ensayo es repetible (tabla 3).
TABLA 3. RESULTADOS DE LA REPETIBILIDAD

DEL METODO

Réplicas Areas Parametros estadisticos
1 251,2
2 249,1
3 Xm =250,30

2494 S = 230
4 246,8 CV % =0,92 %
S 252,8
6 252,5

En todos los casos, tanto en los diferentes dias, como a las diferentes concentraciones,
se obtienen valores de coeficiente de variacion menores de 2 % y el CV total de la
precision intermedia es para cada concentracion inferior al doble del CV de la
repetibilidad del método (tabla 4).
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TABLA 4. RESULTADOS DE LA PRECISION INTERMEDIA

Conc. (mg/L) |0,7 15 2,3
; 113,6 246,8 373,3
. Areas
Dia 1l 116,4 246,9 372,9
, Xn=115,00 | X, = 246,85 Xm=373,10
E;g;"s‘ifg‘;z S=1.98 S =007 $=0,28
Cv=172% |CV=0,03% CV =0,08%
. 115,7 249,4 372,4
Areas
113,8 249,1 377,8
Dia 2
Parametros Xm=114,75 [ X, = 249,25 Xm=375,1
estadisticos 5=134 5=0.21 5=328
Cv=117% |CV =0,09% CVv=102%
Dia 3 . 113,7 2447 377,1
Areas
116 246,6 368,4
, Xm=114,85 [X,, = 245,65 Xm=372,75
E;%T;fg‘;ss S =163 S=134 S=6,15
CVv=142% |[CV=055% CV=165%
Xm=114,87 | X, =247,25 Xm = 373,65
Total por concentracién S=1,30 S=1,75 S=3,43
CVv=113% |CV=0,71% CV=092%

Los resultados del analisis de varianza multifactorial para examinar la influencia

de los factores concentracion y dia en la variabilidad de los resultados se presentan en

la tabla 5.

TABLA 5. PRECISION INTERMEDIA. RESULTADO DEL ANALISIS
DE VARIANZA DEL LNR?

Fuente de variacion Suma de G!’ados de Cuadr_ado Razoén | Significacién
cuadrados | libertad medio F de F
Efectos principales
A: Dia 36,464 5 2 18,232 3 3,41 0,079 1
B: Conc 19,970 2 2 9,985 1 1,87 0,209 9
Interacciones
AB 29,907 7 4 7,476 92 1,40 0,309 8
Errores o residuales 48,154 9 9 5,350 54
Suma total de errores | 134,497 17

Como los valores de p son mayores que 0,05, no existe influencia de los factores dia y

concentracion en la variabilidad de la respuesta (area) en el método de ensayo.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos para la repetibilidad y precision intermedia

se concluye que este méetodo de ensayo es preciso en las condiciones estudiadas.
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Exactitud

En los tres niveles de concentracion se obtuvieron porcentajes de recuperacion entre
98 % y 102 % (criterio aceptado para métodos cromatogréficos) y en los tres casos
la texp €5 menor que la ty, para n-1 grados de libertad y p = 0,05, lo cual significa que los
valores obtenidos a las tres concentraciones no son estadisticamente diferentes de los
valores teoricos (tabla 6).

TABLA 6. RESULTADOS DE LA EXACTITUD
A TRES NIVELES DE CONCENTRACION

Concentraciones 0,7 mg/L 1,5mg/L (2,3 mg/L
115,5 246,0 375,9
Areas gptenidas 116,4 2475 374,7
115,7 245,0 374,0
0,703 1,512 2,318
Conc. caicutada (MY/L) 0,708 1,522 2,311
0,704 1,506 2,307
Conc. media calcutada (MY/L) 10,704 98 151340 (2,31188
S 0,002 93 0,00781 0,005 96
CV % 0,415 90 0,51585 0,257 87
thab 4,303
texp 2,94 [2,97 [3,45
100,39 100,82 100,80
% recuperacion 101,18 101,44 100,47
100,56 100,41 100,28

Los resultados del andlisis de varianza realizado se muestran en la tabla 7 y en la

figura 10.
TABLA 7. EXACTITUD. ANALISIS DE VARIANZA

Fuente de Suma de Grados de | Cuadrado Razon F | Significacio

variacion cuadrados libertad medio ndeF
Entre grupos 0,209 156 2 0,104 578 0,61 0,572 0

Dentro de grupos 1,022 07 6 0,170 344
Suma total de 1,231 22 8
errores
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Means and 95.0 Percent LSD Intervals
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Figura 10. Exactitud. Ploteo de las concentraciones
contra los porcentajes de recuperacion

Como el valor de p es mayor que 0,05, no existe influencia del factor concentracion en

los valores de porcentajes de recuperacion.

Todos los ensayos y andlisis estadisticos realizados indican que el método de ensayo

tiene la exactitud requerida.
Intervalo

Se escogio el intervalo de 0,7 mg/L a 2,3 mg/L, ya que para determinaciones de
impurezas se debe incluir el 120 % de la especificacion (1 % en el caso del MBr en el
Dermofural). Se realizaron tres réplicas de excipiente con 0,7 mg/L, 1,5 mg/L y 2,3
mg/L de MBr y se comprobaron los criterios de exactitud, precisiéon y linealidad como
se ha descrito en cada acapite correspondiente. En la figura 11 y en la tabla 8 se
muestran la curva de calibracion y el analisis estadistico realizado para precision y

exactitud, respectivamente.

Curva de calibracion
400 -
v = 161,74x + 2,6462
350 1 R? = 0,9997
300 -
= 250 -
Em’ 200 1 —_—— Areas
§ 150 -
i 100 - —— Lineal (Areas)
50 -
0 T T T T 9
1] 0,5 1 1,5 2 2,5
Concentracion (mg/L).

Figura 11. Curva de calibracion para el intervalo
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TABLA 8. INTERVALO.,ANALISIS ESTADISTICO PARA
PRECISION Y EXACTITUD

Conc. (mg/L) 0,7 15 2,3
115,0 245,65 375,1
Areas 114,75 249,25 372,75
115,85 246,85 373,1
0,695 1,502 2,303
Conc. caicutaca (MQ/L) 0,693 1,525 2,288
0,700 1,510 2,290
COoNC. media calculada 0,695 89 1,512 33 2,293 83
S 0,003 57 0,011 33 0,007 84
CV % 0,512 31 0,749 39 0,341 74
tian 4,303
texp 2,00 1,88 1,36
99,24 100,16 100,12
% recuperacion 99,02 101,65 99,49
99,10 100,66 99,58

Como se observa, existe un coeficiente de determinacion igual a 0,999, lo cual indica
que se establece una correlacion positiva entre la concentracion y el area determinada
superior al 99,9 %. Para las tres concentraciones, los CV son menores de 1 %,
indicativo de la precision de los resultados. Los porcentajes de recuperacion se
encuentran cercanos al 100 % y en los tres casos la tex, €5 menor que la ty, para n-1
grados de libertad y p = 0,05, lo cual significa que los valores obtenidos a las tres
concentraciones no son estadisticamente diferentes de los valores tedricos. Por lo que se
cumple en cada uno de los niveles seleccionados con los criterios de linealidad,

precision y exactitud.
Determinacion del limite de deteccion y cuantificacion

Los limites de deteccion y de cuantificacion para la determinacion de MBr por HPLC se
determinaron mediante andlisis repetidos del excipiente, y son expresados por las

ecuaciones (5) y (6), respectivamente:

. . X +3S

Limite de deteccién: 0,01 mg/L LD = ; (5)
: e X +10S

Limite de cuantificacion: 0,04 mg/L LC = +b (6)
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Por lo que se puede cuantificar la impureza MBr en el Dermofural cuando se encuentre

por encima de un 0,03 %.

Conclusiones

El método de ensayo para la determinacién del contenido de monobromado en el
Dermofural por cromatografia liquida de alta eficacia, fase inversa, utilizado para el
control de la calidad del Dermofural y para su estudio de estabilidad, resulto ser
especifico, lineal en el intervalo de concentraciones de 0,7 mg/L a 2,3 mg/L, preciso y

exacto, con un limite de deteccion de 0,1 mg/L y de cuantificacion de 0,09 mg/L.
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