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1. RESUMEN

La presente investigacién se realizé con el fin de validar el
método espectrofotométrico modificado para cuantificar epinefrina
en productos inyectables, descrito en la farmacopea Briténica
1,980. La modificacidén que se hizo fue el utilizar un patrén para
determinar la concentracién de epinefrina recuperada y agregar en
el tratamiento de muestra 1 ml de solucién citrato-sul fato ferroso
en lugar de realizar una curva de calibracién y agregar €.1 ml de
solucién citrato sulfato ferroso respectivamente que es lo que

recomienda dicha farmacopea.

Para obtener los resultados, se prepard una solucién madre de
epinefrina disuelta en buffer de fosfato y una solucién concentrada
de excipientes de una férmula piloto para preparar un producto gue
contiené epinefrina. De las dos soluciones anteriores se midieron
alicuotas para diluir y asi obtener muestras de producto terminado
can concentraciones entre 40 y 130% con respecto a la cantidad de

epinefrina a cuantificar en el analisis del producto terminado.

El an&lisis de las muestras se realizé por triplicado,
aplicandose el coeficiente de variacidén y el porcentaje de
epinefrina recuperada para el parametro de precisidén y exactitud
respectivamente. Para el pardmetro de selectividad se calculé la
diferencia entre dos muestras que contienen la misma cantidad de
epinefrina con la Gnica diferencia que una contiene excipientes y
la otra no. La linearidad se obtuvo por un andlisis de regresién

lineal.
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E!l método presenté precisién y linearidad, sin embargo, no
tuvo selectividad, ya que los excipientes del producto terminado y
el buffer de fosfato wutilizado para disolver el patrén
interfirieron en la lectura de absorbancia, por lo gque se obtuvo un
porcentaje de epinefrina recuperada fuera del limite de 95% a 105%,
aun después de corregir las lecturas de absorbancias de las
muestras. Debido a lo anterior, se prepard un patrén con todos los
excipientes de la férmula piloto y una solucién madre de epinefrina
disuelta en agua ‘acidificada, ya que la presencia del A&cido
clorhidrico no interfirié en la lectura de absorbancia, sin
embargo, se obtuvé variacidén en el porcentaje de epinefrina
recuperada. Al no obtener resultados validos para el parametro de
exactitud se utilizé en el tratamiento de muestra 0.1 ml de
solucién citratoc sulfato ferroso que es lo indicado por la
farmacopea Britanica y se obtuvo el porcentaje de epinefrina

recuperada con una exactitud dentro del limite de 95% a 105%.

Luego de validar todos los parédmetros se aplicd un tratamiento
de anaAlisis a dos productos inyectables que contienen epinefrina
fabricados en Guatemala, Sin embargo, por no poseer el método
selectividad y ser necesario utilizar un patrdén con todos los
excipientes de la férmula piloto, las lecturas de absorbancias no
son confiables, ya que se desconoce la férmula cualitativa y

cuantitativa del producto.




2. INTRODUCCION

La validacién de un método analitico es el proceso por el cual
se establece, por estudios de laboratorio que los parémetros

requeridos por un método analitico se cumplen.

La wvalidacién se aplica siempre que se determine la
sensibilidad, precisidén y validez de un método analitico, por
ejemplo, cuando se modifica un método analitico de una farmacopea,
como es el caso de ésta investigacidén, que tiene como objetivo
validar el método analitico espectrofotométrico para cuantificacioén
de epinefrina en inyectables, el cual se describe en la farmacopea
britanica y la modificacidén consiste en utilizar un patrén para
determinar la concentracién de epinefrina recuperada por medio del
producto que existe entre la concentracién de epinefrina del patrén
y la relacién entre la absorbancia de la muestra y absorbancia del
patrén, en lugar de realizar una curva de calibracién, asi mismo,
el utilizar durante el tratamiento de la muestra 1 ml de solucién
de citrato sulfato ferroso en lugar de 9.1 ml gque es lo que
recomienda la farmacopea Britanica. El objetivo principal es
comprobar que con la modificacién mencionada, proporciona
resultados analiticos confiables y a la vez se aporta un método
alternativo para cuantificacién de epinefrina. La literatura actual
recomienda que se realice dicha cuantificacién por medio de
cromatografia liquida de alta precisién, equipo que es de poco
acceso para los investigadores interesados en el tema. Para lograr
la validacién, diversa literatura recomienda para éste tipo de
cuantificacién de epinefrina, que se evalten los parametros de

precisidén, exactitud, linearidad, rango y selectividad que posea el




metodo.

Luego de validar el método analitico se aplicé en dos marcas
de productos inyectables gque se cémercializan en Guatemala para
determinar que la epinefrina se encuentra entre el rango de 80% y
115% respecto a lo que indica la etiqueta, intervalo aceptado por

la USP XXI11.




3. ANTECEDENTES

VALIDACION DE PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

La eficacia y seguridad de un medicamento puede sélamente

ser asegurado por control

analitico de su calidad.

(1)

El propésito de la validacién analitica es asegurar que

el

resul tados reproducibles y confiables.

procedimiento en consideracién es capaz de proporcionar

(1)

La validacién de un método analitico es el proceso por el

cual se establece, por

parametros requeridos por un método analitico se cumpien.

parametros
para todos

forma general todos

considerarse siempre y cuando
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Estos pardmetros son:
- Exactitud.

- Precisién.

- Bias (error sistematicol.
- Robustez.

~ Linearidad y rango.

- Especificidad, Selectividad e
- Limites de detecciédn.

— Limites de cuantificacidn.

- Simplicidad.

estudios

los métodos analiticos,

los aspectos de

de laboratorio que los

Los

listados a continuacién pueden no ser aplicables

pero permiten conocer en
la validacién que deben

sean aplicables al método

Interferencia.




- Duracién del método.

- Costo del andlisis.

3.1.1.

3.1.3.

EXACTITUD:

Es la proximidad de los resul tados obtenidos por
el procedimiento al valor real. La exactitud es la
medida de fidelidad del método analitico. La exactitudv
puede ser determinada por aplicacidn del procedimiento
a muestras preparadas cuantitativamente del analito a
analizar. Los analitos agregados cuantitativamente se
encuentran usualmente entre un rango de validacidn de
190% arriba y abajo del valor real esperado por el

método analitico. (1-3)
PRECISION:

Es el grado de concordancia entre los resultados
obtenidos, <cuando el procedimiento es aplicado
repetidamente a varias muestras homogéneas de igual
concentracién. Precisién es una medida del grado de
reproducibilidad de un método analitico bajo

circunstancias normales de operacién. (1-3)
BIAS (ERROR SISTEMATICO):

Es un indicativo de la tendencia de un método a
medir otras cosas que no son lo que se desea medir.

()




3.1.4.

3.1.5.

3.1.6'

ROBUSTEZ 0 RUDEZA DEL METODO:

Es el grado de reproducibilidad de los resul tados
obtenidos por el anilisis de la misma muestra, bajo
una variedad de condiciones diferentes, por ejemplo:
diferentes analistas, laboratorios, instrumentos,
diferentes clases de reactivos, variaciones de

temperatura, etc, (1-3)

LINEARIDAD Y RANGO:

La linearidad es la habilidad del método para
obtener resultados, ya sea en forma directa o
indirectamente proporcional a la concentracién del

analito dentro de un rango determinado.(1-3)

El rango es el intervalo entre el limite inferior

y superior en el que el analito ha sido determinado

con una precisidn, exactitud y linearidad aceptable,

(1-31.

SELECTIVIDAD Y ESPECIFICIDAD:

Es la capacidad para medir exacta vy
especificamente al analito en la presencia de otros

componentes en la muestra, {1-3)

La especificidad se refiere a asegurar que la
sefial de la medicidén proviene de la sustancia de

interés y no de una interferencia del excipiente o de




3.1.8.

3.1.9.

una impureza. (1,3}

LIMITES DE DETECCION:

Serefierea laminima concentracién gue puede
ser detectada en la muestra bajo un estado de
condiciones experimentales, peroc no necesariamente se
puede determinar cuantitativamente, El limite de
deteccidén es de importancia debido gque a veces es
necesario realizar pruebas de pureza o ensayos de
dosificacidén conteniendo bajos niveles de una droga.

(1-3)

LIMITES DE CUANTIFICACION:

Se refiere a la concentracién minima del analito
que puede ser determinada por el método con una
precisidén y exactitud aceptables. Se observa que el
limite de cuantificacién es en la mayoria de los casos

de 2 a 3 veces mayor que el limite de deteccién. (1-3)

SIMPLICIDAD:

Es cuando el andlisis puede ser realizado en un
nidmero minimo de pasos y necesita sélamente reactivos
y equipos sencillos. Debido a que entre mas pasos
posea un método de analisis hay mayor probabilidad de

cometer errores. (1)




3.1.106. DURACION DEL METODO:

Es €]l tiempo que lleva un anadlisis completo.
Entre mas pasos necesita un método para realizarse mas
tiempo ocupard. Para una industria la duracién del
método es muy importante para la evaluacion de

horas—-hombre. (1)

3.1.11. COSTO DEL ANALISIS:

La simplicidad del método, el numero de pasos

- involucrados, la disponibilidad y costo de los
reactivos, el equipo requerido y la experiencia del
analista son los factores que contribuyen al costo del

analisis. (1)

3.2. PARAMETROS NECESARIOS A EVALUAR DEPENDIENTES DE LA CATEGORIA

DEL METODO ANALITICO.

Estas categorias son las siguientes:

3.2.1. CATEGORIA 1I:

Comprende lcos métodos analiticos  para
cuantificacioén, principalmente componentes de drogas 6
principios activos en productos farmacéuticos
términados. Los parametros a evaluar son: precisién,
exactitud, selectividad, rango, linearidad y robustez.

(2)




3.3.

3.2.2.

3.2.3.

METODO
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CATEGORIA I1:

Comprende métodos anal {ticos para determinacién
de impurezas en drogas ¢ degradacidén de compuestos en
productos farmaceéuticos terminados. Esta categoria
incluye ensayos cuantitatives y test de limites;
evaluadndose para los primeros los pardmetros de
precisioén, exactitud, limite de cuantificacién,
selectividad, rango, linearidad, robustez; y para el
segundo limite de deteccién, selectividad y robustez y
dependiendo de la naturaleza del test se puede

determinar el rango y la exactitud. (2)

CATEGORIA 111z

Comprende métodos analiticos para determinar
otras caracteristicas del producto final, por ejemplo:
disolucién, liberacién del principio activo, etc. Los
parametros a evaliuar son: precisidéon y robustez y
dependiendo de la naturaleza del método analitico se

pueden considerar otros parémetros. (1,2)

PARA CUANTIFICAR EPINEFRINA EN INYECTABLES QUE

CONTIENEN LIDOCAINA Y EPINEFRINA SEGUN FARMACOPEA BRITANICA:

A un volumen equivalente de 9.2 g de lidocaina clorhidrato

agregar 20 mg de bisulfito sédico, @.1 ml de solucién citrato

sulfato ferroso y 1 ml de buffer de glicina. Mezclar y reposar

por 190

minutos, extraer con 10 m! de éter, medir absorbancia

de fase acuosa a 540 nm. Calcular el contenido de epinefrina

por medio de una curva de calibracidén. (4)
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4., JUSTIFICACION

En la actualidad, el método indicado por la farmacopea USP
XX11 para realizar la cuantificacién de epinefrina séla o en
asociacién, se efectila mediante cromatografia liquida de alta
precisién, sin embargo, el costo de un cromatégrafo de éste tipo,
asi{ como los accesorios son elevados, al compararlo con el método
espectrofotométrico, el cual es mas sencillo de manejar y a la vez
puede estar al alcance de cualquier analista o empresa farmacéutica
interesada en el tema. Por tal razén, la validacion del metodo
espectrofotométrico contribuird a la obtencién de informacién
cientifica sobre la cuantificacién de la epinefrina en productos
farmacéuticos estériles 6 ayudard a las industrias farmaceuticas
gque fabrican productos a base de esta sustancia, de tal manera, que
contard con métodos alternativos, lo que evita pérdida de tiempo,

dinero y de ésta manera garantizar un método de analisis.

La epinefrina coadyuva al efecto anestésico en productos quse
contienen lidocaina, por lo que se requieren métodos validos Utiles
para el control de calidad indispensable para aprobacién de lotes,

estudios de estabilidad y otros.




5. OBJETIVOS

Validar el método analitico @espectrofotométrico para
cuantificacién de epinefrina en cuanto a: precisién,
exactitud, selectividad, linearidad y rango.

Cuantificar los niveles de epinefrina en dos marcas de
productos inyectables que se comercializan en Guatemala para
determinar su contenido respecto a 1o que indica la etiqueta

y el intervalo aceptado por la USP XXII.

Proporcionar meétodos alternativos, sencillos de aplicar y
validos para la cuantificacién de epinefrina en productos

inyectables, para evaluar su calidad.




6. HIPOTESIS

6.1 El método analitico espectrofotométrico para cuantificacién de
epinefrina en inyectables es preciso, exacto, selectivo y
aporta resultados analiticos confiables cuando se analizan

productos a base de ésta sustancia.

6.2 El contenido de epinefrina en dos marcas inyectables
analizadas, estd en el rango de 90% y 115% respecto a lo

indicado en la etiqueta de los productos analizados.




7.

MATERIALES Y METODOS

Método analitico espectrofotométrico para cuantificacién

7.2.2.4. Muestras de dos productos

Aracely de

Lépez Molina. Autor.

Ledén A. Asesora.

EQUIPO:

- Espectrofotémetro ultraviocleta.
REACTIVOS:

Metabisul fito de sodio.

— Soluciédén de citrato-sul fato ferroso.
- Solucién buffer de glicina.

- Buffer de fosfatos.

Eter.

Epinefrina base.

7.1. UNIVERSO DE TRABAJO
. de epinefrina en inyectables.
. 7.2. MEDIOS
7.2.1. RECURSOS HUMANOS:
Br. Jorge Rolando
Licda.
7.2.2. RECURSCS MATERIALES:
7.2.2.1.
7.2.2.2. R
7.2.2.3.

Cristaleria de laboratorio.

inyectables

contien epinefrina.

que




7.2.3.

15

RECURSOS INSTITUCIONALES:

7.2.3.1. Departamento de Anadlisis Quimicos, de
UNIPHARM.

7.2.3.2. Biblioteca de la Universidad de San Carlos de
Guatemala.

7.2.3.3. Biblioteca de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia, de la Universidad de San
Carlos de Guatemala.

7.2.3.4. Biblioteca de la Universidad del Valle de
Guatemala.

7.2.3.5. Biblioteca del INCAP.

7.2.3.8. Biblioteca del ICAITI.

7.2.3.7. Biblioteca del INTECAP.

7.2.3.8. Biblioteca de UNIPHARM.

7.3. PROCEDIMIENTO:

7.3.1.

METODO ESPECTROFOTOMETRICO MODIFICADO (4)

La modificacién realizada fue utilizar un patrén
de epinefrina disuelto en buffer de fosfatc para
determinar la concentracién de epinefrina recuperada
por medio del producto que existe entre la
concentracién de epinefrina del patrén y la relacién
entre la absorbancia de la muestra y absorbancia del
patrén, en lugar de realizar una curva de calibracién,
que es lo que recomienda la farmacopea Britanica. Asi
mismo, el utilizar durante el tratamiento de muestra 1

m! de solucidén de citrato sulfato ferroso en lugar de

e . T
ihi{}h,ﬁxu "

s . .
L S e .
P SN LI,




16

2.1 ml que lo que indica la farmacopea Britanica.

7.3.1.1

7.3.1.2.

PREPARACION DEL PATRON (4)

Pesar exactamente 5@ mg de epinefrina y
transferir a un balén aforado de 16¢ wml.
Agregar 59 m! de buffer de fosfatos y colocar
en ultrasonido hasta disolucién completa.
Aforar con el mismo solvente y mezclar. De la
solucidén anterior medir 2 ml ytrasferir a un
balén aforado de 100 ml,aforar con el mismo
solvente y mezclar (concentracién final 10

ug/ml).
TRATAMIENTO DE LA MUESTRA Y PATRON

Medir 10 ml de muestra o patrén y
transferirlos a una ampolla de decantacidn de
125 ml. Tratar la muestra o patrén de la
siguiente manera: agregar a la ampolla 20 mg
de pirosulfito de sodio, 1 ml de la solucién
de citrato-sul fato ferrosoc y 1 ml de buffer
de glicina. Mezclar por 1 minuto y dejar

reposar por 10 minutos.

Extraer 3 veces con 10 ml de éter,
durando 1 minuto cada extraccién y medir la
absorbancia de la capa acuosa de la soluciédn

a 549 nm., Utilizar agua como blanco.




7.3.2.

7.3.3.
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Calcular el contenido de epinefrina en

la muestra por la férmula siguiente:

ug/ml = Cp X Am/Ap
Donde:
Am = Absorbancia de la muestra.
Ap = Absorbancia del patrén.
Cp = Concentracidén del patrén en ug/ml.

PARAMETROS A VALIDAR:

Precisién.
Exactitud.
Selectividad.

Linearidad y Rango.

DISERO EXPERIMENTAL:

A 3 1330 R S N
Ga EnNsayl nedesariv para va:1igar un paramecro

segun la literatura se debe realizar por duplicado, sin

embargo, en ésta validacién se realizdé cada ensayo tres

veces.

PRECISION:

Utilizar 9 muestras homogéneas que contienen
40%, bBO%, 60%, 70%, 80%, S0%, 100%, 1106%, 120% y
13¢% de epinefrina con respecto a la cantidad a-

determinarse en el producto inyectable al realizarle
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el ensayo analitico de cuantificacion.

EXACTITUD:

Se determiné por aplicacidn del método de
cuantificacién a muestras que se les ha agregado una
cantidad dev epinefrina conocida, las cuales
corresponden a las mismas asignadas en el parametro

de precisién.
LINEARIDAD Y RANGO:

La linearidad se determind mediante 1la
cuantificacidén de epinefrina a la serie de muestras
gue contienen las concentraciones de epinefrina
establecidas en el parametro de precisién dentro del

rango de 40% y 130% de epinefrina.

El rango es validado por verificacién de la
precisidén, exactitud y linearidad que posea el
método de cuantificacién, tanto en los extremos como

dentro del rango.
SELECTIVIDAD:

Se determind por comparacién de resul tados

obtenidos al realizar la cuantificacién de




epinefrina de dos grupos de muestras. Los resultados

del primer grupo de muestras corresponderian a las
que contienen epinefrina con sus respectivos
excipientes y que fueron determinados en los
parametros de precisién, exactitud, linearidad y
rango. Luego, los resultados del segundos grupo son
los obtenidos del anidlisis de las muestras gque

contendran uUnicamente epinefrina (patrén).

7.3.4. DISENO ESTADISTICO: (2)

Para el anadlisis estadistico de resultados, se
procedié a calcular la media de 1los 3 ensayos
realizados para cada concentracién de epinefrina, y
éste dato es el gque se utilizé para realizar los
calculos estadisticos, excepto para el caso de la

linearidad, ya que es mejor utilizar los tres datos.

— PRECISION:

Se determind por medio de una desviacién

estandar relativa (coeficiente de variacién).
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- EXACTITUD:

Se determind a partirde los resultados, como

porcentaje de epinefrina recuperada.

— LINEARIDAD:

A los resul tados se les aplicéd unanalisis de
regresion lineal por el método de minimos cuadrados
versus la concentracién de epinefrina. Esto se
puede ver graficamente, ploteando los resultados de
absorbancia como una funcidén de la concentracién de

la epinefrina.

- SELECTIVIDAD:

Se determind por el error sistematico que
presentaron los resultados, por medio de la
diferencia entre los resultados de los dos grupos de

muestras ensayadas.

7.3.5. ANALISIS DE MARCAS PREPARADAS A BASE DE EPINEFRINA

( INYECTABLES) :

- Se identificaron los dos productos inyectables
comercializados en Guatemala como grupo "A" y grupo

"B".




De cada grupo se analizaron minimo 2 muestras.

Las muestras para cada producto inyectable

correspondieron a un mismo lote.

Se prepararon las muestras a leer en el

espectrofotdémetro.

Se calculdé la cantidad de epinefrina en cada

muestra.

Se determind si se encuentra el resultado en el
rango de 90% y 115% con respecto a lo indicado en la

etiqueta, intervalo aceptado por la USP XXI1I.
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8. RESULTADOS

8.1. PRECISION

La tabla 1 muestra las concentraciones tedricas de
epinefrina analizadas, las tres lecturas de absorbancia para
cada concentracién, su desviacion estandar y el coeficiente

de varianza que no debe ser mayor a 3%.

TABLA 1

£ ug/ml

ABSORBANCIA

DESV ESTN

COEFIC. VARIAN.

©.0558

@.0555

©.0561

2.00025

0.0670

0.0622

0.0648

2.00186

0.0715

0.0712

0.0731

0.02083

©.0758

0.0761

@.0758

0.200014

©0.0840

©.0883

@.@835

0.00215

@.0960

©.2900

©.0919

0.00250
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€] ug/ml ABSORBANCIA DESV ESTN COEFIC. VARIAN.

0.1021

10.42 ©.1039 9.00127 1.23
0.1052

0.1123

11.05 0.1174 9.00210 1.83
0.1143

0.1172

12.05 0.1181 0.00065 .55 i
0.1188

@.1262

13.05 0.1219 ?.00285 2.32
@.1193

EXACTITUD

La tabla 2 muestra la concentracién teébrica de
epinefrina, la media de las tres lecturas de absorbancia para
cada concentracidén que se encuentra en la tabla de resultados
del paridmetro de precisién, la concentracién expsrimental
calculada con la férmula gue se encuentra después del cuadro
y su respectiva exactitud gque debe estar dentro del limite de
95% a 105% de epinefrina recuperada en las muestras

analizadas.
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TABLA 2

ug/ml de Epin. Media de las ug/ml de Epin. Limite
Teorico absorbancias Experimental 95—105¥ l
4.02 0.0558 7.12 177.11% I
5.02 0.0647 8.26 164.54% l
6.03 0.0719 9.17 152.22% I
7.03 0.06759 9.69 137.83% I

8.03 ©.0853 10.89 135.61%

9.04 0.0926 11.82 130.77%

10.42 0.1037 13.24 127 .065%

11.05 0.1147 14.64 132.52%

' 12.05 { 2.118¢ 15.06 125.02%

I 13.05 0.1225 15.64 119.84%
l 16.66 Patrén @.e855  } = ——==—= | ————- l

FORMULA PARA CALCULAR EPINEFRINA RECUPERADA:

ug/ml epinefrina recuperada = [Ilp ug/ml * Am / Ap

= 10.66 * Am / ©.0835

donde:

{lp = concentracién de patrén = 10.66 ug/ml (Epinefrina base)
Am = absorbancia de la muestra

Ap = absorbancia de patrén = 00,0835

8.2.1. ANALISIS DE SUSTANCIAS NO PLANIFICADAS:
La tabla 3 muestra la absorbancia que poseen
los dos tipos de epinefrina analizadas disueltas en

buffer de fosfato, el buffer de fosfatos donde se
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disolvidé el patrén y los excipientes de la férmula

pilota, gue contiene buffer de fosfato.

TABLA 3
SUSTANCIA ANALIZADA ABSORBANCIA MEDIA
Buffer de Fosfatos ©.01%89
(Solvente de Patrén) 0.0211 2.09209
@.0218
-
2.0259
Excipientes 0.0265 0.0273
9.0286
Epinefrina Base ©.8822
(Patrén) disuelto en 2.90834 0.0835
Buffer de Fosfato ©.0850
Epinefrina Clorhidrato @.0697
(Patron) disuelto en ©.¢752 @.06728
Buffer de Fosfato ©.8739

CORRECCION DE RESULTADOS DE EPINEFRINA RECUPERADA
PARA CALCULAR EXACTITUD, SE CONSIDERA ABSORBANCIA DE
EXCIPIENTES Y BUFFER DE FOSFATO:

La tabla 4 muestra el porcentaje de
epinefrina recuperada, de los mismos resultados de
absorbancia de la tabla 2, con la diferencia de haber
aplicado ! factor de correccién para el patrén y la
muestra (restar absorbancia de buffer de fosfato y

excipientes respectivamente), descritos en tabla 3.




Se aplicé la férmula que se encuentra después de

siguiente tabla.
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la

TABLA 4
ug/ml Epin. Media de ug/ml Epin. Limite
Teérico absorb. Experiment 85-195%
4.02 2.0558 4.85 120.65%
| 5.082 0.0647 6.37 126.89% H
6.03 @.0719 7.59 125.87% “
7.03 ©.0759 8.28 117.78%#
8.03 ©.0853 9.88 123.04%
9.04 0.2926 11.12 123.01%
10.42 ©.1037 13.01 124 ,86%
11.05 ©.1147 14.88 134.66%
12.05 2.11806 15.45 128.22%
13.05 ©.1225 16 .57 124.21%

FORMULA PARA CALCULAR EPINEFRINA RECUPERADA:

ug/mi epinefrina recuperada

= {lp ug/ml %

/ (Ap - Ab)

(Am — Ae)

= 10.66 ¥ (Am - ©0.0273) / (9.9835 - 0.0209)

donde:
[lp = concentracién de patrén = 10.66 ug/ml
Am = absorbancia de la muestra
Ae = absorbancia de excipientes @.86273
Ap = absorbancia de patrén = ¢.,0835

Ab = absorbancia de buffer de fosfatos = 0.0209
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SEGUNDO ANALISIS DE MUESTRAS PARA VALIDAR PARAMETRO

DE EXACTITUD, SE CONSIDERAN LOS SOLVENTES:

8.2.3.1. SOLVENTE DE SOLUCION MADRE:

Debido a que la férmula piloto

utilizada para esta investigacion

incluye

buffer de fosfato, el patrén se preparéd

mediante disolucién de epinefrina
buffer de fosfato, sin embargo,
buffer de fosfato no se prepararon en
misma relacién de NaHPO, y NaHPO,.
saber que el buffer interfiere
lectura de absorbancia del patrén

3), entonces la alicuota medida

solucién madre de epinefrina

en

ambos

la

Al

la

(Tabla

la

se

preparé con buffer de fosfato y que fue

agregada a las muestras analizadas,

contiene una cantidad de buffer gue afecta

en la exactitud del metodo.

La tabla 5 muestra los resultados

de absorbancia del agua destilada y agua

destilada acidificada con

clorhidrico 2 N.

acido
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TABLA 5
SUSTANCIA ABSORBANCIA | MEDIA |
Agua destilada @.0227 @.0228 H
9.0230
Agua destilada y 0.0231 0.0230
acidificada ©.0229

acidificada,

PORCENTAJE DE EPINEFRINA RECUPERADA:

Se utiliza patrén con excipientes de

madre de epinefrina

la tabla 5):

disuelta

la formula piloto en estudio y soclucién
en agua

{se consideran los resultados

TABLA 6
ug/mi epinef. ABSURB. EPINEF RECUPER
Téorico LIMITE 95—-185%
4,34 @.0521 127.61 %
5.43 @.0582 113.94 %
6.52 @.06685 113.32 %
7.61 ©.0773 107.98 %
8.69 ©.0831 101.66 %
8.78 ©.092¢ 100.00 %
11.95 ©.1138 101.32 %
13.@5 2.119 97.25 %
14.13 @.1247 93.82 % "
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8.2.4, TERCER ANALISIS DE MUESTRAS PARA VALIDAR PARAMETRO DE
EXACTITUD, SE CONSIDERA REACTIVO DE ESTABILIZACION Y
COLOR:

La tabla 7 muestra los resultados cuando se
traté la muestra con ©0.1 ml de solucidén citrato
sul fato ferroso recomendado por la farmacopea
Britadnica y no con 1 ml que es wuna de las
modificaciones del método y que fue realizado en los
dos andlisis de muestras anteriores en el parametro

de exactitud.

TABLA 7
ﬁuglml epinefrina ABSORBANCIA EP INEF . RECUP
teérico LIMITE 85-195%
4,22 2.0178 163.87 %
6.33 0.0247 96.10 %
12.84 Patrén 2.2428 160 %
"‘ 14.76 0.0606 101.12 % |
SELECTIVIDAD

La tabla 8 muestra la diferencia que existe entre dos
muestras de las cuales una contiene epinefrina y buffer de
fosfatos (patrén) y la otra contiene epinefrina y sus
excipientes (producto terminado), se utiliza 1 ml de solucidn
citrato-sul fato ferroso gque corresponde a una de las

modificaciones del método. Ambas tienen la misma

S e

(FREREOAD UF 14 LWeRSine 4F SAH ARIAS OF G404 o
] Bivtigtecag Centron

R e
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concentracién de epinefrina.

TABLA 8

EPINEFRINA + BUFFER DE FOSFATOS £.2835 Absorb.

EPINEFRINA + EXCIPIENTES ©.1046 Absorb.

DIFERENCIA DE ABSORBANCIAS 9.0211

La tabla 9 muestra la diferencia entre patron vy

muestra preparada con agua acidificada con acido clorhidrico

y patrén y muestra preparada con buffer de fosfato. Ambos

patrones y muestras tienen 1Ia misma concentracidén de
epinefrina y son tratadas con @.1 ml de solucidén citrato

sul fato ferroso recomendado por la farmacopea Britanica.

TABLA 9
ANALISIS ABSORBANCIA CON ABSORBANCIA CON AGUA
REALIZADO BUFFER DE FOSFATO ACIDIFICADA CON HCI
PATRON ©.0832 ©.0908
MUESTRA 2.8824 ’ ©.06383
DIFERENCIA 0.2008 ©.0515

LINEARIDAD

A continuacidén se presentan los valores de la
pendiente (m), el valor constante del intercepto con el eje

"y" (A}, el coeficiente de correlacién (r) y el coeficiente




31

de determinacién (r?), al wutilizar 1 ml de solucién de

citrato sulfato ferroso que corresponde a una modificacioén

del método.

m = 0.00766 Y = mX + A

A = 0.02485

r = 0.89223 Y = 0.00766X + 0.02485
r’= ©0.985

LINEARIDAD CON 1 ML DE SOLUCION CITRATO
SULFATO FERROSO POR TRIPLICADO

Absorbancia

0.1
0.1 . ’

0.08

0.08 -

0.04 ; ! ; ; ;
3 4 6 6 7 8 9 10 11 12 13

[l ug/ml de epinefrina

| Andlisio de muestras
— Linea recta *  Primer anéliofe

Segundo anélioio © Tercer angligis
ﬂ:'_ .




32

A continuacién se presentan los valores de la pendiente (m),
el valor constante del! intercepto con el eje "y" (A}, el
coeficiente de correlacidén (r) y el coeficiente de determinacién
{r'), al utilizar .1 ml de solucién de citrato sul fato ferroso que

recomienda la farmacopea Britanica.

m= 0.00411 Y = mX + A

A= - 0.0004

r = 2.8992 Y = 0.00411X - 0.0004
r’= 0.998 |

LINEARIDAD CON 0.1 ML DE SOLUCION
CITRATO SULFATO FERROSO

ABSORBANCIA

0.0600 .
0.0500 /
0.0400 /
0.0300 /
0.0200 /
0.0100 ! : ' L 1

4 6 8 10 12 14

[l UG/ML DE EPINEFRINA

! *  ANALISIS DE MUESTRAS  — LINEA RECTA I
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ANALISIS DE DOS MARCAS PREPARADAS A BASE DE EPINEFRINA EN
INYECTABLES:

En la tabla 1¢ se observa la absorbancia de las dos
marcas con su respectivo porcentaje de recuperacién que debe

de encontrarse entre 80% y 115% segun la USP XXII:

TABLA 10
MARCA ABSORBANCIA EPINEFRINA RECUPERADA
LIMITE 9@-115%
A ©.06382 75.21 %
I B 9.0500 246 .26%
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S. DPISCUSION DE RESULTADOS

El método espectrofotométrico para cuantificar epinefrina
en inyectables es reproducible, ya que los resultados de la tabla
1 presentaron un coeficiente de variacidén menor a 3%, sin embargo
la muestra gque contiene 5.82 ug/m! superd el limite en un 0.03%
pero por ser un porcentaje pequefio y ademds ser sdélo un resultado

de 10 que se obtuvieron, el método es preciso.

El porcentaje de epinefrina recuperada calculada a partir
de la media de los tres resultados de absorbancia para cada
concentracién de epinefrina presentada en el parametro de precisidn
{tabla 1), no tuvieron exactitud por sobrepasar el limite de 85 a
195% de epinefrina recuperada, por lo tanto se realizdé un analisis
de los excipientes de la férmula piloto y del buffer de fosfato
utilizado para preparar la solucidén madre de epinefrina y el
patron, los cuales presentaron una absorbancia de 0.0273 y ©0.0208
respectivamente. Con los datos anteriores se procedidé a la
correccién de los resultados de absorbancia de las muestiras y el
patrén, sin embargo, nuevamente la epinefrina recuperada no se
encontrd en el limite de 95 a 195% de epinefrina recuperada. Debido
a que la interferencia del buffer de fosfato y los excipientes no
fue controlada y haber preparado las muestras analizadas a partir
de alicuotas de una solucidén madre de epinefrina disuselta en buffer
de fosfato en una relacién de Na HPO, y NaH,PO diferente al buffer

de fosfato contenido en los excipientes de la férmula piloto en
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estudio, existe wuna cantidad de buffer en las muestiras que
interfieren en la exactitud del método, por tal razdén, se procedid
a analizar dos muestra de agua, una contenia agua destilada y la
otra agua destilada acidificada con &cido clorhidrico, las cuales
no presentaron diferencia en sus absorbancias (tabla 5). Al saber
que el acido <clorhidrico no interfiere en la lectura de
absorbancia, se hizo un segundo analisis de muestras preparadas con
alicuotas de solucidén madre de epinefrina disuelta con agua
acidificada, eliminandose de ésta forma la interferencia del buffer
de fosfato contenido en la alicuota medida de la solucién madre y
transferida a balones aforados para obtener las muestras de
epinefrina a diferente concentracién, ya que la alicuota no fue la
misma para todas las muestras lo que implica variacién en la
concentracién del buffer en cada muestra analizada. Luego, el
patrén se prepard con agua acidificada y se agregdé los excipientes
de la foérmula piloto en cantidades constantes y equivalentes al
contenido de excipientes del producto terminado, de ésta forma se
elimind la interferencia de los excipientes, después se aplicd su
concentracién y absorbancia en la férmula respectiva para calcular
epinefrina recuperada y se obtuvo resultados fuera de lo requerido
{tabla 6). Debido a la variacién que se obtuvo en el porcentaje de
epinefrina recuperada, se hizo un tercer anadlisis de muestras, pero
se evalud la interferencia de la solucién citrato sul fato ferroso,
de tal forma que no se agregd 1 ml gue corresponde a una de las
modificaciones del método, sino gque se agregd 0.1 ml de solucidn de

citrato sulfato ferroso que es lo indicado por la farmacopea
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Britanica, con lo cual se obtuvo exactitud en los resultados dentro

del limite de S0% a 105% (tabla 7).

El método demostrdé |inearidad dentro el rango establecido,
tanto para las muestras que se les agregé 1 ml y ©.1 ml de solucién
de citrato sulfato ferroso, de tal forma, que la absorbancia de
epinefrina en solucién inyectable es directamente proporcional a su
concentracién y contenido de excipientes, ya que los resultados
poseen un coeficiente de correlacién (r) igual a ©.9922 y ©.8992
por lo que su coeficiente de determinacién (r') es igual a ©.985 y
0.998 lo que implica que el 98.5% y el 99.8% respectivamente, se

ajusta Y para X en el modelo lineal.

Por la necesidad de utilizar un patrén que contenga los
excipientes del producto a analizar y éste ser preparado con agua
acidificada y no con buffer como lo indica la modificacién del
método, se concluye que e! método no es seleclivo, lo cual se
comprueba con la diferencia de absorbancia entre el patrén
preparado con buffer de fosfato y una muestra con excipientes que
contiene la misma concentracién de epinefrina que el patrén, cuyo
valor es ©.0211, todo lo anterior cuando se utiliza en el
tratamiento de muestra 1 ml de solucién de citrato sul fato ferroso.
De igual forma no exite selectividad si se utiliza ©@.1 mi de
solucién de citrato sulfato ferroso y agua acidificada para
preparar el patrén y la muestra, ya que existe una diferencia de

absorbancia de @.0515 (tabla 9). Los resultados de patrén y
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muestra preparados con buffer de fosfato y utilizar 0.1 ml de
solucién de citrato sulfato ferroso en el tratamiento de las
mismas, da un resultado falso positivo, ya que la diferencia de
absorbancia es de ©.0008 (tabla 9) pero, al determinar el
porcentaje de recuperacién de epinefrina con el patrén que contiene
epinefrina y un volimen de excipientes equivalente al que contiene
el producto terminado, no se encuentra dentro del limite de 95% a

105%.

Por el analisis de resultados para el parametro de
exactitud y selectividad, la lectura de absorbancia obtenida en las
dos marcas preparadas a base de epinefrina en inyectables no son
confiables, ya que es necesario conocer la férmula cualitativa y
cuantitativa de cada producto para poder hacer el patrén con un
volimen de excipientes equivalentes al que contiene el producto
terminado y asi{ aplicar el método. Ademas, en el mercado existe
epinefrina clorhidrato y epinefrina base, las cuales fueron
analizadas y se obtuvieron lecturas de absorbancia distintas para
cada una (tabla 3), lo que implica otro factor no controlable en
los productos preparados a base de epinefrina por desconocer su

fé6rmula cualitativa.
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1@. CONCLUSIONES

El método analitico espectrofotométrico modificado para
cuantificar epinefrina en inyectables es preciso y lineal

{rango de 40 a 130% de epinefrina).

El método analitico espectrofotométrico modificado para

cuantificar epinefrina en inyectables no es selectivo.

La exactitud del método espectrofotométrico modificado esta
dentro del limite de 85 a 105%, cuando se utiliza un patrén
gue contiene los excipientes del producto a analizar y 9.1
ml de solucién de citrato sul fato ferroso en el tratamiento

de la muestra.

El patrén y la solucién madre de epinefrina debe de
preparase con agua acidificada (pH = 2.4 - 2,6) para lograr

exactitud en el método.

Para cuantificar epinefrina en los dos productos
inyectables analizados que se comercializan en Guatemala es
necesario conocer la férmula cualitativa y cuantitativa de

los mismos.

El método modificado (anexo 4) cumple con los parametros de

precision, linearidad y exactitud.
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11. RECOMENDACION

La solucién madre de epinefrina, a partir de la cual se
miden alicuotas para preparar las muestras a analizar, debe
prepararse hasta el momento gue se necesite, debido a que
la epinefrina es demasiado sensible a la oxidacién por la
luz, lo que da lugar a obtener resultados no confiables por
la absorbancié gue presenta la solucién coloreada producto

de la oxidacién de la epinefrina.

Las absorbancias obtenidas con este método son bajas, por
lo que es necesario gue el espectrofotémetro proporcione
resul tados con cuatro cifras decimales, para que éstos sean
confiables, por tal razén, deben efectuarse estudios
similares para determinar si se modifica la concentracién
del reactivo gque produce la intensidad de coloracidén de la

muestra a leer en el espectrofotémetro.

Debido a que el método no presentd selectividad, se
recomienda hacer determinaciones de absorbancia para cada
ingrediente de la férmula piloto en estudio, para conocer
especificamente cudles se incluirdn en el patrdén y asi

disminuir el tiempo de preparacién y costo del mismo.

Para poder aplicar el método de cuantificacién de
epinefrina a productos inyectables, debe conocerce 1la

férmula cualitativa y cuantitativa del producto.
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ANEXO 1

INFORMACION GENERAL DE REACTIVOS

BITARTRATO DE EPINEFRINA: (5)

SINONIMOS: Bitartrato de adrenalina.
Tartrato dcido de epinefrina.
Tartrato adcido de adrenalina.
Tartrato de epinefrina.
Tartrato de adrenalina.
Tartrato de hidrégeno (R)-(beta,3,4-

trihidroxifenstil imetilamonio.

FORMULA MOLECULAR: C H NO,

13 19

DESCRIPCION: Polvo cristalino, blanco a grisaceo, sin olor,
funde alrededor de los 150 ©C con descomposicidén. Se oscurece

lentamente al exponerse al aire y la luz.

SOLUBILIDAD:Soluble en 3 partes de agua, en 520 partes de etanol

al 96%, practicamente insoluble en cloroformo y éter.

pH: 3.0 a 4.9 (en solucién al 5% peso/volumen).

ALMACENAMIENTO: Debe guardarse en un frasco hermético, o bien,
en un tubo sellado al vacié o con un gas inerte y protegido de

la luzﬂ
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~ PREPARACIONES: Adrenalina inyeccion.,
- Adrenalina soluciodn.
Bupivacaina y adrenalina inyeccion.

Lidocaina y adrenalina inyeccién.

—- ACCIDN Y USO: Simpaticomimetico.

METABISULFITO DE SODIO (5)

— SINONIMOS: Pirosulfito disédico.

Sal disédica del &cido disul furoso.

- FORMAULA MOLECULAR: Na,S.0,

- PESO MOLECULAR: 190.1

— DESCRIPCION: Cristales blancos o polvo cristalino de blanco a
amarillento que huele a anhidrido sul furoso; por exposicién al

aire y a la humedad se oxida con lentitud a sul fato,

~ SOLUBILIDAD: Un gramo en 2 m! de agua; ligeramente soluble en

alcohol y libremente soluble en glicerina.

- US0S: Como agente reductor en productos farmacéuticos que se

oxidan con facilidad, como <clorhidrato de adrenalina y
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clorhidrato de fenilefrina para inyeccién, con el fin de

retardar la oxidacién.

GLICINA (5)

— SINONIMOS: Glicocola

Acido aminoacético

- FORMULA MOLECULAR: NH,CH,COOH

- PESO MOLECULAR: 75.07

— DESCRIPCION: Polvo cristalino, blanco, inodoro, con sabor dulce,

las soluciones son &cidas frente al tornasol: pKa = 9.78.

- SOLUBILIDAD: i gramo en 4 ml de agua, 1254 ml de alcohol, muy

poco soluble en éter.

SULFATO FERROSO HEPTAHIDRATADO (5)

- SINONIMOS: Sul fato de hierro (I1) heptahidratado.
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- FORMULA MOLECULAR: FeSO,.7H,0

- PESO FORMULA: 278.0

— DESCRIPCION: Cristales o granulos verde azulado palido. Es
inodoro, con sabor salino estiptico y efloresce en el aire seco
tomando color blanco. En aire humedo se oxida facilmente
formando sul fato férrico badsico de color amarillo parduzco. La J
solucidén (1:10) es acida frente al tornasol; pH alrededor ds

3.7,

— SOLUBILIDAD: 1 g en 1.5 ml de agua y 0.5 ml de agua hirviente;

insoluble en alcohol.

CITRATO TRISODICO (5)

SINONIMOS: Citrato de sodio.

FORMULA MOLECULAR: C,H,Na,®,

PESO FORMULA: 258.07

DESCRIPCION: Cristales incoloros o polvo blanco cristalino; con
sabor refrescante, salino; estable al aire; la solucién acuosa es
levemente alcalina frente al tornasol pero no debe enrojecer la

fenol fataleina.
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SOLUBILIDAD:1 g en 1.5 ml de agua a 250C y en ©.6 ml de agua

hirviente; insoluble en alcohol.

USOS: El citrato de sodio es un agente quelante. Se puede
utilizar para evitar el oscurecimiento de soluciones que

contienen taninos y a las que se agrega hierro.

BICARBONATO DE SODIO (5)

SINONIMOS: Carbonato monosédico.

Carbonato acido de sodio.

FORMULA MOLECULAR: NaHCO,

PESO FORMULA: 84.01

DESCRIPCION: Polvo blanco, cristalino incoloro y con un sabor
salino, levemente alcalino; las soluciones recientemente
preparadas con agua fria y sin agitacioén son alcalinas frente al
tornasol; la alcalinidad aumenta por reposo, calentamiento o
agitacién de 1la solucidén; estable al aire seco, pero se

descompone lentamente en presencia de humedad.

SOLUBILIDAD: 1 gramo en 12 ml de agua; en agua caliente pasa a

carbonato; insoluble en alcohol.
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ETER (5)

SINONIMOS: Eter dietilico.

Eter etilico.

FORMULA MOLECULAR: CH, 0O

PESC MOLECULAR: 74.12

DESCRIPCION: Liquido mévil, incoloro, transparente, de olor
caracteristico y sabor dulzén quemante. Es muy volatil e
inflamable; su vapor, al mezclarse con aire y entrar en
ignicién, puede estallar violentamente. Se oxida con lentitud
por accién del aire, la humedad y la luz, con formacidén de
perédxidos. Su densidad es de 0.713 a 8.718 a2 280(C,
correspondiente a un contenido de éter del 96 a 98%; a menor
densidad, mayor es el contenido absolulo de éter, la densidad

del éter absoluto es ©.7097 a 25¢C. Hierve a 359 C.

SOLUBILIDAD: Se disuelve en unas 12 veces su volumen de agua a
250C con una ligera contraccién de volumen; es miscible con

alcohol, ©benceno, <cloroformo, hexano y acegites fijos vy

volatiles.




ACIDO CLORHIDRICO (5)

FORMULA MOLECULAR: HCI

PESO FORMULA: 36.46

DESCRIPCION: Liquido incoloro fumante que tiene un olor

pungente; los vapores y el olor desparecen al diluirlo con 2

volumenes de agua; muy A4acido al tornasol aungque esté muy

diluido; densidad m&s o menos 1.18.

SOLUBILIDAD: Miscible con agua y alcohol.

USOS: oficialmente se le clasifica como recurso farmacéutico que

se usa como agente acidificante.
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ANEXO 2

PREPARACION DE SOLUCIONES Y ESTANDAR

SOLUCION DE CITRATO-SULFATO FERROSO (4)

Disolver 2.2 g de pirosulfito de sodio (Disulfito de sodio) en
40 ml! de agua, agregar 0.1 ml! de &cido clorhidrico 2 N, ©.15 g de
sul fato ferroso (é 0.55 g de sul fato ferroso heptahidratado) y 2 g
de citrato trisdédico (citrato de sodio). Esta solucidn debe ser

recientemente preparada.

SOLUCION BUFFER DE GLICINA (4)
(Buffer de Acido aminoacético, 6 solucién buffer de aminoacetato).
Mezclar 42 g de bicarbonato de sodio y 50 g de bicarbonato de
potasio con 1890 ml de agua. (Solucién A)
Mezclar 37.5 g de glicina y 7.5 ml de hidréxido de amonio 13.5M
en 180 ml de agua. Mezclar ésta solucidén con la solucidén A y

diluir. con agua a 500 ml. Agitar hasta que la solucidén esté

completa.

BUFFER DE FOSFATOS pH 5.2 = 2 (4)
Pesar ©.16 g de disodio hidrogenofosfato dihidratado y 5.8 g de-
sodio dihidrogenofosfato monohidratado. Trasvasarlos a un balén

aforado de 500 ml, disolver con agua y llevarlo a volumen.




FORMULARIO PARA CALCULOS ESTADISTICOS (6)

1. MEDIA ARITMETICA

e
=<

< |
]
[

2. COEFICIENTE DE VARIACION

CV = (desviacién estandar / media)

3. DESVIACION ESTANDAR

. =

ty, =y’

O
m
1
]
[

(100)
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ANEXO 4

METODO ESPECTROFDTOHETRICO MODIFICADO PARA CUANTIFICAR EPINEFRINA
EN INYECTABLES QUE CUMPLE CON LOS PARAMETROS DE PRECISION,

LINEARIDAD Y EXACTITUD.

PREPARACION DEL PATRON:

Pesar exactamente 5@ mg de epinefrina y transferir a un balén
aforado de 100 ml. Agregar 80 ml de agua acidificada con &cido
clorhidrico (pH= 2.4 -2.6). Colocar en ultrasonido hasta disolucién
completa. Aforar con agua acidificada y mezclar (Solucién A).

De la solucidén A medir 5 ml y transferir a balén aforado de 58
ml y aforar con agua acidificada y mezclar (Solucién B).

De la solucién B medir 10 ml y transferir a balén aforado de
50 ml, al cual previamente se agregdé un volimen de excipientes que
es equivalente al que tiene el producto terminado después que se

afore con agua destilada. (Ver férmula piloto en anexo 5).

TRATAMIENTO DE MUESTRA Y PATRON:

Medir una alicuota de 12 ml de muestra y 10 ml de patrén y
transferir cada alicuota a su respectiva ampolla de decantacién de
250 ml. Tratar la muestra y patrén de la siguiente manera: agregar
a la ampolla .02 g de bisulfito de sodio, 0.1 ml de la soclucién de
citrato-sul fato ferroso y 1 ml de buffer de'glicina. Mezclar por un

1 minuto y dejar reposar por 19 minutos.
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Extraer 3 veces con porciones de 10 m! de eter, durando 1
minuto cada extraccién. Medir la absorbancia de la capa acuosa de
la solucidén a 540 nm. Utilizar agua como blanco.

Calcular el contenido de epinefrina en la muestra por la

férmula siguiente:

ug/ml = Cp X Am/Ap

DONDE:
Am = Absorbancia de la muestra.
Ap = Absorbancia del patrén.

Cp Concentracién del patrén en ug/ml.




ANEXO §

TEST DE VALIDACION DEL ESPECTROFOTOMETRO MARCA BECKMAN

DU SERIES 609 UTILIZADO FPARA VALIDAR EL METODO
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Laboratorio Unipharm S.A. Date: 03/23/96
Departamento de Quimicos Time: 10:09
. Performance Validation
RunTests StopTests Print Quit
-
Warning: Unblock the Beam Instrument number: 4320066
Specification numbers are given in parentheses.
Absorbance Noise test at 500nm Wavelength Tests
(<=0.0002 A) Accuracy (+/-0.2nm)
First reading = 0.000031A Nominal Actual Difference
656.1 656.10 0.00
S1 = 0.000015
S2 = 0.000013 Repeatability (+/-0.1 nm)
s3 = 0.,000018 Nominal Actual Difference
S4 = 0.000013 656.10 656.10 0.00
S5 = 0.000010
S6 = 0.000018
S7 = 0.000011 Resolution Test (<(=1.8 nm)
S8 = 0.000015 Resolution: 1.5448nm
S9 = 0.000015
S10 = 0.000009 Baseline Flatness Test (<=0.001 A&)
RMS Flatness: 0.0002
Average SD = 0.000014
Stability Test (<0.003 A)
Wavelength = 340nm
Period Delta Abs Last Abs Syx
15 minutes -0.001078 -0.000849 1.1415E-04
15 minutes -0.000423 -0.001028 1.2110E-04
15 minutes -0.000478 -0.001697 9.8589E-05
15 minutes -0.000262 -0.001919 8.3050E-05
60 minutes -0.002132 -0.001919 1.7132E-04
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