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4. RESUMEN

El objetivo de esta invesligacion fue validar metodologias de cuantificacion de acido valpréico en
suero empleando cromalogralia liquida de alta resolucion 6 cromatografia gaseosa con detector
selectivb de masas. Validar un método implica implementar el mismo y luego seguir un
ordenamiento estricto de repeticiones determinando especificidad, linealidad, precision, exactitud,
limite de cuantificacion que estadisticamente garanticen que los resultados obtenidos son de

completa confianza.

Ihiciafmente se establecieron las condiciones experimentales de analisis (Anexo No.1). Para
cromatografia liquida se delerminé el tipo y tamafio de columna, las proporciones de ios
componenles de la fase movil y las condiciones del equipo. Se llevo acabo el procedimiento
analitico (14) a parlir de la preparacion de derivados de esteres de fenacilo de los acidos valproico,
como anaiito y caproico como  estandar interno con a-bromoacetofenona. Se empled detector
ultravioleta a longilud de onda de 246 nm. Se frabajo con columna LiChrospher 100 RP 18 (5um),
125 x 4 mm d.i. y como fase movil metanol/agua (80/20).  Se obtuvo buena resolucion y separacion
de los acidos entre si y del frente del solvenle. La concentracion mas adecuada de acido caproico

(estandar interno) en relacion a la respuesta del acido valpréico, resulto ser 8 mg%.

La especificidad del método se establecid analizando un bfanco de muestra, (suero sin acido
valprdico ni acido caproico) donde no ‘se observaron substancias interferentes que tuvieran el

mismo tiempo de retencion de fos compuestos en estudio.

Se hicleron  ensayos preliminares con tres concentraciones de acido valpréico en solucidn
acuosa (5, 10 y 15 mg%), comprobando la linealidad en este rango. &l inconveniente de este

mélodo es el tiempo prolongado para su realizacion en casos de necesidad de respuesta rapida.

Razdn por la que en esle estudio no se conlinuo con la validacion.




En forma similar, con el método por cromatografia de gases con detector selectivo de masas,
se determinaron las condiciones experimentales de ahélisis y las condiciones del equipo (Anexo
No.2). Se us6 cloroformo como solvente de exiraccion, para Ia identificacion se empleo
metanol como solvente de inyeccion.  Entre varios compuestos se seleccion6 acido capréico como

estandar inferno, habiéndose encontrado 25 mg% como la mejor concentracion.

Al comprabarse que este método requiere menor tiempo de desarrollo, se continué con 1a
validacion, Se hicieron curvas de calfibracion de estandares de acide valprgico en medio acuoso,

(0.5-19.5mg%)y en muestras séricas con fas mismas concentraciones.

La especificidad se establecié con el analisis de un suero sin acido valproico ni caproico. Nose
encontrd ninguna sustancia que con e mismo tiempo de retencion en refacion a los acidos

valpréico y caproico, actuara como inlerferente.

Para la validacion del metodo se usaron los parametros establecidos por ta USP XXIV: exactitud,
predision, limite de deteccion, limite de cuantificacion, linealidad y rango, a partir de muestras sericas

alas que se les adicionaron diferentes concentraciones de acido valprdico.

Se encontro el limite de deteccion cuantificable en 2 mg% Y la linealidad en unrango de 2 -

14.5 mg% con un coeficiente de correlacion de 0.9993. La exactitud y 1a precision se determinaron

“caledlando ef porcentaje de recuperacion y el coeficiente de variacion de los resultados

correspondientes a las concentraciones séricas ensayadas, obteniéndose un rango de 96.10% a

107.65% con un coeficiente de variacion de 0.44 a 2.14, dentro del rango lineal.

En conclusion, con fa metodologia analilica por cromatografia gaseosa con detector selectivo de
masas, se puede cuantificar acido valpréico en muestras séricas dentro de un rango de 2 - 14.5
mg% cumpliendo con lodos los parametros de validacion ségl]n la Farmacopea de los Estados
Unidos (USP XXIV).




5. INTRODUCCION

La epilepsia es un trastorno frecuente, afecta a muchas personas. Se han identificado mas
de 40 formas diferentes de epilepsia. Las convulsiones provocadas por este mal, suelen producir
alteracion transitoria del conocimiento, dejando al individuo en riesgo de lesién corporal y a menudo
obstaculizando su vida normal.  No se cuenta con profilaxia completamente eficaz, ni con métodos
de curacion. Para el paciente, cumplir con el régimen prescrito es una necesidad de primer orden.

Se trata de una terapia a largo plazo con medicamentos que producen efectos adversos. {11)

El 4cido valproico en niveles séricos de 5 a 10 mg%, es de utiidad en la reduccion de la

frecuencia de las crisis {onico-cldnicas y particularmente de las crisis de ausencia 0 pequeiio mal.

A dosis usuales los efectos adversos mas comunes del acido valpréico son nausea, vomito y
otras molestias gastrointestinales como dolor abdominal y agruras, la sedacion es poco frecuente. ‘
Otros efectos adversos reversibles que se desarrollan en un pequefio numero de individuos,
incluyen aumento de peso, mayor apetito y caida del cabello. La toxicidad idiosincratica se limita en
gran parte a la hepatoxicidad, el riesgo es mayor para los pacientes menores de dos afos y para

aquellos que toman mltiples farmacos. (5,16)

Con el desarrollo de lecnologias analiticas modernas, se presenta la oportunidad de poder
implementar métodos con los que se obfienen ventajas como menor volumen de muestra, menor
fimite de deteccidn, mejor reproducibilidad, mayor nivel de sensibilidad, disminucion en el tiempo de
analisis, eliminacion de interferencias, que determinan un mejor resuliado. De esta manera se
puede satisfacer la demanda cada vez mayor de la medida de niveles sericos de 4cido valproico en

el tratamiento de la épilepsia.

En el presente frabajo se implementd un método por cromatografia liquida de aita resolucion &s
decir se estudiaron las condiciones para cuantificar acido valproico por esta via, pero se encontro

como obstaculo el tiempo prolongado del analisis. Ante esta situacion se estudio un metodo para

acido valproico por cromatografia de gases con detector selectivo de masas, el que si permitio el




analisis en un tiempo corto suficientemente adecuado para dar resultados en forma réapida, lo cual

fue determinante para proceder a su validacién.

La implemenlacion y validacion de un método analitico, es el proceso que establece si el -
mismo, cumple con el desempeiio y las caracleristicas de los parametros aplicables a muestras
bioldgicas como precisidn, exactitud, limite de deteccion, limite de cuantificacion, linealidad
recomendados por la USP XXIV {21). Es la forma de asegurar que el método en estudio produce

resultados confiables.
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. 6. ANTECEDENTES

) El analisis cuantitativo del acido valproico en muestras séricas ha sido ampliamente
estudiado, encontrandose diversos ‘procedimientos que emplean cromatografia de gases con
detector de ionizacion de llama, cromatografia liquida da alta resolucion, inmunoensayo enzimatico,

y cromatografia gaseosa-con deteclor selective de masas. {2)

Baselt R. En 1980 estudio un método para la cuantificacién de acido valpréico en muestras
séricas por cromatografia de gases, ulilizo como estandar interno  acido capréico en acido

clorhidrico y como solvente de exiraccidn cloroformo.  Trabajé con una columna SP-1000 al 10 %

en chromosorb W 100/120 mesh con un diametro interno de 1.5 m x 2mm, a un flujo de nitrégeno de
50 mifmin.  La sensibilidad encontrada fue de 5 mgil, ia linealidad entre 10 y 200 mg/L, el

coeficiente variacion de 2 a 5%. La recuperacion no fue establecida. (3).

Goudie, J. H.  Empled  como estandar interno acido cliciohexanocarboxilico en acido
clorhidrico y posterior  extraccion con acetato de elilo, inyectando la fase organica en el
cromatografo de gases. Utilizd una columna SP-1000 al 3% en Gas Chrom Q 80-100 mesh a una

temperatura de 175°C con un flujo de nitrégeno de 30 mU/min. {13).

Manfredi, C. y Zinterhofer, L., ensayaron un método para cuantificacion de acido valproico
y etosuximida usando acido ciclohexanocarboxilico y a,o-dietiimetiisuccinamida como estandares
infernos respectivamente.  Los autores trataron la muestra acidificada con  carbon activado y para |
la extraccion final de los compuestos mezcla de  diclorometanofisopropancl/éterfacetato de etilo.
Para evitar la pérdida de acido valproico durante la evaporacion, adicionaron acetato de etilo. Usaron
cromatografo de gases, provisto de  una  columna SP-1000 al 10 % en Supelcoport 80/100, 91
cm X 2 mm de diametro interno. Bl flujo de nitrdgeno de 30mL/min a 190° C, isotérmico, puerto
de inyeccion a 200°C y temperatura del detector de 300°C. Con este método se alcanzo una <
sensibilidad de aproximadamente 1 mg/L.  El porcentaje de recuperacion fue de 89% para el acido !

valpréico y el coeficiente de variacion de 2.7% (18).
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Davison, J.P propuso el analisis simultaneo de acido valpréico, trimetadiona y
etosuximida, se cuantificaron por cromatografia de gases empleando columna de 10% OV-17 y

a,a-dimetil-B-melil-succinamida como estandar interno. (7)

Debido a la alta volatilidad .del acido valproico, Gast, B. Y Thoma, J ensayaron un método
corto y con adecuada sensibiidad, empleando  columna de extraccion solida “ Clin-Elute™
(Anatytichem International), en combinacién con un agente metilador "Meth prep. I'"(Applied Science
Lab.). Obtuvieron 100% de recuperacidn vy la linealidad encontrada fue entre 40 a 180

microgramos por mililitro. (11)

Otro metodo por cromatografia.de gases,' rapido, simple y reprodudble para el analisis de
acido valproico en suero fué descrito por Pelrozaiin, A K.y Ponzo, J. L. Similar a ofras técnicas,
usaron como estandar interno  acido ciclohexanocarboxilico y cloroformo como sclvente de
extraccion. La separacion se llevo a cabo isotérmicamente a 170°C, con detector de ionizacién de
lama empteando columna SP-1000 al 10 % en Supelcoport 80/100 mesh y con flujo de nitrogeno
de 30 mUmin.  El rango de recuperacion fué de 91 al 98 %, el coeficiente de variacion fue por

debajo del 2% y el coeficiente de carrelacion del 0.9996 (20)

Fuflinfaw, R. O. y Marty, J. Utilizaron como estandar interno alcohot bencilico atribuyéndole -
. como ventajas buena extraccién, solubilidad en agua y acidos y mucha estabilidad.
Recomendaron realizar extraccion acida con cloroformo e inyeccion directa de la fase organica en el
cromatdgrafo de gases, utiizande detector de ionizacion de lama a 2000 C, temperatura de la

columna a 145° C, con flujo de nitrégeno de 50 mL/min . (9)

Otro procedimiento rapido por medio de cromatografia gaseosa para fa determinacion de'
concentraciones séricas de acido valproico fué désarroliado por- Frederick , D. L. y colaboradores.
Trabajaron con suero acidificado con acido sulflirico extraide con cloroformo, usaron como
eslandar interno, acido cdiclohexanocarboxilico e inyectaron la fase organica directamente.
Utilizaron columna de vidrio de 6 pies' de largo empacada con GP 2%, SP-2510 DA, en Supelosport

100/120 mesh a tempera:tura de 180° C con flujo de nitrégeno de 40 mi/min. El tiempo de retencion
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del acido valproico y el estandar interno fue de 0.72 minutos'y 0.95 minutos respectivamente. El

porcentaje de recuperacion fue del 100%. (8)

Kwong, T. y colaboradores describieron un procedimiento simitar  al citado en el parafo
anterior, emplearon como estandar interno a,a-dimetil-B—succinamida, acidificacion con acido
dorhidrico y extraccion con el mismo solvente. Las condiciones cromatogréaficas utilizadas
incluyeron inayeccion a 130°C y  flujo de nitrogeno de 25 mUmin. El tiempo de retencion
resultante fué de 1.13 minutos para el acido valproico, linealidad entre 10 pg/mb y 500 pg/ml con

una precision del 5.0% para 50mg/L y 2.9% para 150 mg/L. (17}

Seglin ofros autores el analisis del acido valpréico por cromatografia de gases, con
derivatizacion formando metil, butil o fenacil ésteres del &cido, constituye un procedimiento muy
largo.  Por esta razon, desarrollaron un método rapido, simple y reproducible  sin derivatizar,
usando acido caproico como estandar interno y éter etilico para la extraccion de! suero acidificado
con acido sulfdrico 18N..  Obtuvieron tiempo normal de 5.6 minutos para el acido valpréico.  El

coeficiente de correlacion fue de 0.998 con una finealidad de 0.0 a 250.0 mgiL, el coeficiente de

variacion fue menor del 3% (22)

Gupta, R. N. y colaboradoreé en 1979, desarraoliaron una metodologia formando ésteres de
fenacilo del acido valpréiéo por derivatizacion con «-Bromoacetofenona, comprobando que tanto el
acido valpréico como el estandar interno usado no se volatilizaron durante la evaporadién.  La
separacion y cuantificacion del acido valpréico fue llevada @ cabo por cromatografia gaseosa

obteniendo linealidad entre 10mg/Ly 400 mg/L. (14)

Gupta, R. N. y colaboradores en otro trabajo en 1979, aprovechando que los derivados de
ésteres de fenacilo mejoran su absorbancia en Ia region ultra violeta, -desarrollaron una
metodologia por cromatografia liquida de alta resolucion usando detector ultra violeta.  El rango de

linealidad fue de 10 a'200 mg/L y &l limite de cuantificacion fue de 2 mgil.. (15)
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. Bannister, S. J. y cotaboradores describieron en'sayo_s para cuantificar etosuximida y
valproato en sue‘ro' empleando |a tecnica de cromatogréfia I'iquida a alta resolucion.  La volatilidad
de estos dos compueslos y la baja absofbancia fotometrica del valproato en el rango ultra vicieta
dificultaron su analisis, sugirieron controlar la evaporacion usando un modulo de evaporacion °
Technicon’, para proporcionar una recuperacion precisa y deteccion é una longitud de onda de
240nm. La linealidad encontrada va de 0 a 300 mg/L con un coeficiente de variacion del 5%.(1)

Gary, M. S. y colaboradores analizaron el valproato de sodio empleando una técnica de

ionizacion-quimica/espectro de masas sin derivatizacion, el estandar interno usado fue valproato
marcado [¥C;|. Este procedimiento permitié el analisis simultaneo del valproato de sodio con otros
anliconvulsivantes, Ideterminando 40 muestras por hora.  Obtuvieron un coeficiente de corretacion
de 0.999 (10)




7. JUSTIFICACIONES

No todos los tipos de epilepsia se controlan con un solo farmaco, cuando se utiliza la terapia
mullifarmaco se incrementa e riesgo de  efectos adversos por las interferencias entre los
medicamentos y se corre el riesgo que afecten la accidn terapéutica deseada. Una forma de
conocer si se estd en estas situaciones, es fa medicion de los niveles séricos de los

anficonvulsivantes utilizados.

Si a pesar de la dosificacion correcta y del cumplimiento det paciente en cuanto a la
administracion del acido valproico, la respuesta terapéutica no es satisfactoria, la cuantificacion del
principio activo en el suero del paciente puede definir si el medicamento esta o no presente en la

cantidad suficiente para efectuar su accion.

También es importante contar en el Centro de Informacion y Asesoria Toxicologica, con un

métado validado, de alta sensibilidad, rapidez y confiabilidad que pueda y establecer la diferencia

- entre los niveles séricos terapéuticos y toxicos del acido valproico.




8. OBJETIVOS

8.1 GENERAL

8.1.1 Validar metodologias de cuantificacion de acido valpréico en suero empleando
cromatografia liquida de alta resolucion 6 cromatrografia de gases con detector selectivo de

masas.
8.2 ESPECIFICOS

821 implementar el analisis de &cido valpréico empleando cromatografia liquida de alta
resolucion y cromatografia de gases con detector selectivo de masas.
8.2.2 Validar el método paré la determinacion de acido valprdico en muestras sericas,
que resulte con el menor tiempo de gjecucion.
8.2.3 -Permitir que et Centro de Informacnon y Asesoria Toxicologica de la Facultad de ;
" Ciencias Quimicas y Farmacia, cumpla con el analisis de acido valproico en

suero, que es frecuentemente solicitado por los servicios de neurologia.
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9. HIPOTESIS

9.1 Empleando cromatografia liquida de alta resolucion ¢ cromalografia de gases con detector
selectivo de masas, se puede determinar con precision, exactitud y rapidez , la concentracion de -

acido valproico en muestras sericas.




10. MATERIALES Y METODOS

10.1. UNIVERSO DE TRABAJO
El universo de éste trabajo para analisis de acido valproico lo constituyen:
> Metodos de analisis e.mplean.do cromatografia liquida de alta resolucion
> Métodos'de analisis por cromatografia de gases con detector selectivo de masas
para cuantificar acido valprdico.

» Muestras sericas contaminadas con acido valpréico a diferentes concentraciones.

10.2. MEDIOS
Recursos Humaﬁos
Autor ~Mario René Pinzén Meza
Asesores ; Licda. Fabiola Prado de Micheo
Licda. Maria Antonia Pardo de Chavez

Instalaciones _
Departamenfo de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de [a
Universidad de San Carlos de Guatemala, ubicado en 3%. Calle 6-47 Zona 1 de [a ciudad de

Guatemala.

10.3 RECURSOS MATERIALES

Equipo

e Cromatografo Liquido de alta resolucion Hewlelt Packard serie 1050 provisto de un
detector UV de longitud de onda variable y un integrador Heweit Packard setie lf, HP
3396, -

‘e Columna Lichrocart 125 x 4 mm RP-18 (5pum) Merck.

» Jeringa para cromatografia de 50 WL.

o Sislema de filfracion de muestras.

» Sistema de filtracion de solventes.

* Sistema de desgasificacion de solventes.

¢ Membrana millipore 0.45 ym x 13 mm para muestras.
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o Membrana milipore 0.45 ym x 47 mm para solventes.

o Fase movil: metanolfagua desionizada y destilada en vidrio. (80:20)

e Cromatografo de gases Hewlett Packard Modelo 5890 Serie I! con detector selectivo de
masas (MSD) Modelo 5371A.

» Columna HP.5 (Crosslinked 5% PH ME Siloxane), espesor del recubrimienta: 0.33um,
longitud: 25 m de largo y diametro intérno: 0,22 mm.

o Computadora HP, con CPU HP Brio, Hewlett Packard.

o Impresora Epson Stylus C40UX

¢ Balanza analitica.

e Agitador eléctrico (Vortex).

¢ Refrigerador,

e Centrifuga SERO-FUGE |l

Reactivos

e Solucion concenirada de Acldo valpréico ( sal de magnesio) 100 mg% en agua.
‘o Soluciones de trabajo acuosas y séricas: 0.5a 19.5 mg% de &cido valproico.

o Soluciones de trabajo acuosas. 5,10y 15mg% de cido velpraico .

o . Solucion concentrada de estandar interno de” acido capréico: 100 mg % en &cido
clorhidrico 3 M. '

¢ Solucién concentrada da estandar interno de  Acido caproico: 8 mg % en acido
dlorhidrico 3 M. |

s Solucién de trabajo de estandar interno; 25 mg% eh 4cido clorhidrico 3 M

o Cloraformo grade HPLC.

¢ Metanol grado HPLC.

o Agua desionizada y destilada en vidrier
o Acido Clorhidric 3 M.

o Gas Helio 99.99 %
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Cristaleria

o Balones volumétricos de 10y 50 mL.

¢ Pipeta volumétrica de S5 mL

o Beakers de 50 mL.

e Embudos.

¢ Pipetas Pasteur.

.- Tubos de vidrio con tapadera de fosca de 100x13m.

s Jeringa para cromatografia de gases de 10 uL.

o Micropipetas de volumen variado. |

o Tubos de 100 x 13 mm con tapon con empaque de teflon.
¢ Cradilas para tubos

¢ Succionador de hule

10.4 METODOLOGIA

Reactivos

A) Solucién concentrada de Acido Valpréico en agua ( 100mg%).
Pesar 0.05385¢ de valproato de magnesio de pureza (98%), disolver con
agua desionizada y destilada en vidrio, transferir a un balon volumeétrico de S0 mL y

aforar,

B) Soluciones de trabajo de acido vaiproico en agua.
05,123,456, 8 10,14, 145,15,17, 19y 19.5mg %
Medir en balones volumétricos de 10 mlL, alicuotas de [a solucion
concentrada de acido valproico (100 mg%) de 0.05, 0.1, 0.2, 0.3,0.4,05, 06,08,
1.0, 14,145, 15, 1.7, 1.9, 1.95mL, aforar con agua desionizada y destilada en

vidio. |
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.C) Suero contaminado con acido valpréico (100mg %).

Pesar 0.02693 g de valproato de magnesio (pureza 98%] transferirlo a un balon

volumétrico de 25 mL, disolver y aforar con suero fitre del acido.

D) Muestras séricas contaminadas con acido valpréico
©05,1.2,4,5,6.8,10,12, 14, 145, 15,17,y 19mg %
Partiendo de!l suero contaminado con &cido valproico (100mg%), transferir
alicuotas de 0.05, 0.1,0.2,0.4,05,06,08,1.0, 1.2, 1.4, 1.45, 1-.5, 1.7,19mL a
balones volumetricos de 10 mL y aforar con suero libre del acido.

E) So’!ucioﬁes de trabajo para cromatografia liquida de alta resolucion. 5, 10, 15
ma%

Medir en balones volumétricos de 10 mL, alicuotas de 0.5, 1.0y 1.5mL de

la solucién concentrada de dacido valpréico (100 mg%) y aforar con agua

desionizada y destilada en vidrio.

F) Solucién concentrada de Acido Capréico: 100mg% _
Medir 54 ylL de acido caproico (densidad: 0.9265) en un baldn volumétrico

de 50 mL y aforar con acido clorhidrico 3M.

G) Solucién de trabajo de Acido Capréico: 25 mg%. .
En un baldén volumétrico de 100 mL medir 25 mL de la solucion

“concentrada” y aforar con acido clorhidrico 3M.

H} Solucién de trabajo de Acido Capréico: 8 mg%.
En un balon volumétrico de 100 mL medir 8 mL de la solucion “concentrada” y
aforar con HCI 3M.

/) Acido Clorhidrico 3 M.
Medir 50 ml de 4cido clorhidrico concentrado ( densidad 1.19) y aforar en balon

volumeétrico de 200 mi con agua desionizada y destilada en vidrio.




PROCEDIMIENTOS :

Por cromatografia liquida de alta resolucién:

Transferir 0.25 mL de las soluciones de trabajo a diferentes tubos de rosca de 16 x
100 mm con tapdn con empadue de teflon.
Agregar 0.25 mL de a solucion de trabajo de &cido capréico (estandar interno) a

cada uno y mezclar en agitador eléctrico.

. Adicionar 2 mL. de pentano y agitar por 2 minutos en agitador eléctrico a velocidad

media.

Centrifugar por 5 minutos a 2500 rpm .

Descartar el sobrenadante.

Agregar a cada tubo, 20 L de tritilamina y 20 uL de d-bromoacetofenona
Colocarlos tubes en un blogue eléctrico miltiple a 50-55 9C por una hora; ¥ lievar
& sequedad bajo corrlente de nitrdgeno a la misma temperatura.

R@constitulr of rasiduo con 50 LL de metanol y mezclar en vortex, a velocidad

madia.
inyectar 20 UL en el Crométégrafo Liquido a una longitud de onda de 246 nm con
un flujo de la fase mévil (metanol:agua 4/1) de 0.6 mL/minuto.

Por cromatografia de gases con detector selectivo de masas:

Transferir 0.4 mL de suero y soluciones de trabajo a difefantes tubos de rosca de
100 x 13 mim con tapan con empadue de teflon.

Agragar 0.4 mL de fa solucion de trabajo de 4cido caproico (estandar Interno) a
¢ada uno y mezelar en agitador eléctrico.

Adicionar a cada uno 0.6 mL de cloroformo ¥ agitar por 30 segundos an vortex, a

- velogidad madia.

Centrifugar por 5 minutos a 2500 fp.

Descarlar ol sobrenadante.

Transferi ia fase de doroformo a un 1ubo de rosca de 100 x 13 mm con tapon de
teflon.

U.Dn !P .
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10.5 Andlisis Estadistico:
Exactitud :
Porcentaje de recuperacion, se calcula de la siguiente mianera:

% = cantidad enconfrada X 100
cantidad original

Se calculé la desviacion estandar y el coeficiente de variacion en base al porcentaje
de recuperacion. '
Se establecio la relacion lineal entre la concentracidn detectada y la concentracidn

estandar u original (linealidady).

Precision :
Se establecid con los resultados obtenidos analizando 5 muestras de cada
concentracion.  Se determind el promedio, la desviacion estandar, el coeficiente de

variacion.

Especificidad :
Se determind con el analisis de muestras de suero sin acido valproico ni 4cido

' capréico y en analisis de una solucidn acuosa sin los acidos valpréico ni vaproico .

Limite de deteccion :
Se obtuvo del andlisis de cinco réplicas de cada concentracion (0.5, 1,2, 4, 5,6, §;
10, 12, 14, 14.5, 15, 17, 19 mg% ). Se determind el promedio y la desviacion estandar

de cada grupo de réplicas de cada concentracion.

Limite de cuantificacion :
Se procedid de la misma manera que para el limite de deteccion.  En esta prueba se

encontré ia concentracion del principio activo que es posible detectar y cuantificar.




Linealidad :

Se realizé midiendo la concentracion de acido valproéico a distintas concentraciones :
3 debajo del rango normal de acido valproico en suero, 4 adentro y 3 ariba del mismo.
Esta prueba se realizd en quintuplicado y con el andlisis matematico de regresion

lineal (metodo de minimos cuadrados).




11. RESULTADOS

Para Ia implementacién de! método cuantitativo de acido valpréico por cromategrafia liquida de ,-
alta resolucion se usaron dos columnas, Lichrospher 100 RP 18 (5pm), 125 x 4 mm d.i. y MOS
Hypersit (5um) 100 x 25 mm di. Como fase movil se uliizo metanol/agua en las siguientes
proporciones,  75/25;.70/30 y 80:20. Se selecciond la primera columna y {a proporcion  de
metanol/agua 80/20. Ambas condiciones dieron como resultado una mejor resalucion y separacion
de los acidos valproico y caproico (estandar interno) entre si, como del frente del solvente. Se
obtuvieron tiempos de retencion aproximados de - 12 y 8 minutos respectivamente. (Cromatograma

No. 1),

Con el propasito de eslablecer el mejor método de extraccion del acido valpréico, se hicieron
ensayos empleando pentano de acuerdo al mélodo originaf (14), hexano y cloroformo, prefiriendo el
primero por su alta volatiidad que facilito la evaporacion después de la formacion de los derivados

de ésteres de fenacilo.

De las sustancias probadas como estandar interno, fenacetina, aicohol bencilico y acido
capréico, se selecciono el lercero por que debido a su estructura quimica analoga, mostré un
tiempo de retencién adecuado con relacion al del acido ualbrc’uico; Después de varios ensayos se
determind 8 mg% como concentracion adecuada para el estandar interno.

Habiéndose establecido las condiciones de trabajo y la columna mas conveniente (Anexo No. 1),
se demostro la especdificidad por medio del analisis de blanco de muestra, (suero sin acido valpréico
ni acido caproico) comprobandose que ningun compuésto interfirid  coh los tiempos de retencion de

los acidos valpréico y capréico (Cromatograma f).

Se hicieron ensayos de acido valproico en solucion acuosa, a concentraciones de 510y 15
mg% (Cromatograma No. Il). En el cuadro No. 1 se presentan las relaciones de altura de acido
valpréicoracido capréico de las concentraciones ensayadas, expresadas en rﬁg% y en grafica-Na 1,
la curva de calibracién correspondienie, obteniéndose un coeficiente de correlacion de 0.9998, con

lo que se consiguid la implementacion del metodo.




23

Para la implementacion y validacion del método por cromatografia de gases con detector
selectivo de masas, se establecieron las condiciones apropiadas para oblener una buena resolucion

de! acido valpréico y def estandar interno (acido capréico), previa su identificacion (Anexo No.2).

Se ensayaron diferentes solventes para extraccion (pentano, hexano y cloroformo), con los dos
primeros  se observe mucha variacion en las alturas de los picos en inyecciones repetidas de 1a

misma concentracion, prefiriéndose el cloroformo, como mas adecuado y consistente.

Para la seleccion del estandar interno, se utilizaron fenacetina, alcohol bencilico y el acido
capréico, por 1as razones expuestas en el método por cromatografia de alta resclucion, tambien se
eligié el 4cido capréico. En el espectro No. 1 se encuentran identificados los dos compuestos con
urr fiempo de retencion de 5.61 para el acido caprdico y de 6.82 para el acido valpréico.

La especificidad se comprobo analizando muestras acuosas sin suero y muestras de suero,
ambas sin acido valpréico ni &cido caprdico. No se observo ningun compuesto interferente con el
mmisrrio liempo de retencion de los acidos valproico y caprdico. ( Espectro No.1)

requiere menor tiempo que por cromatografia liquida de alta resolucion, se establecieron las
condiciones de frabajo {Anexo No. 2) y se procedié a su validacion.

Tomande en cuenta Ios niveles terapéuticos del acido valpréico (5-10mg%), se establecieron
puntos de referencia por debaijo (0.5, 1, 2, 4 mgP%) dentro (5, 6, 8, 10mg%) y arriba (12, 14, 14.5, 15,

.19 1vig%) de los mismos, trabajandose los estandares preparados en agua y 1as muestras seficas

—
|

Qx

las concentraciones indicadas en guintuplicado. (Cuadro No. 2y 3). La concentracion establecida

Mo mas adectiada de acido caproico (estandar interne) fue de 25 mg %.

(w2
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Los espectros No. |i, Ill y IV corresponden a las concentraciones de algunos puntos de la
curva de calibracidn del acido valpréico en muestras acuosas y 10s correspondientes con muestras
sericas se encuentran en los espectros  No. V, VI y Vil.

La linealidad se establecid en el rango de 2 a 14.5 mg% como se puede observar en el cuadre
No. 6, donde se presentan los resultados obtenidos para la curva de calibracidn preparada con
solucionas acuosas. El mismo cuadro muestra el promedio de las relaciones de las éreas del &cido
valpréico/acido capréico de las cinco defterminaciones efectuadas para cada concentracion,
expresando los resultados en mg %. En la grafica No. 4, se muestra la curva de calibracion
correspondiente de donde se obtuvo el cosficiente de correlacion con un valor de 0.8894,

Los resultados de las muestras séricas con las concentraciones de acido valproico estudiadas,
se presentan en los cuadros No 3 y 7. Los resultados de las muestras en medio acuoso, se
presentan en los cuadros No. 2y 6. Con estos valores se determing la linealidad en el rango de 2
mg% a 14.5% con un coaficients de correlacidn de 0.9993. (Cuadro No. 7 y Gréfica No. 5),

La exactiud se delermind por el porcentale de fecuperacicn de las concentraciones de las
mueslras séricas calculadas a partir de la curva de los estandares en agua. En el cuadro No. 4 se
puade observar una variacion de 96.1% a 107.6% con una desviacion estandar de 0.44a 2.21y un '
cosficients de varlacion de 0.45 = 2.16, en el rango lineal (2 mg % a 14.5mg %).

La pracision se determind de acuerdo a la concordancia de los valores de las cinco replicas de
las muestras séricas entre sl. Expresada en términos de desviacion eslandar o de coeficients de
variacion se obiuvieron valores de 0.0256a022yde 0448214 respecﬂvamenté, sismpre dentro
del rango lineal (2mg% a 14.5 mg%). (Cuadro No. §).-

En las conceniraciones da 0.5, 1, 15, 17 y 19 mg%, los porcentajes de recuperacion de las
¢incos réplicas astuvieron alejados de los valores reales, porlo que se consideraron inexactos y se
rechazaron. (Grafica No. 2y 3)




Elflimite de deteccion cuantificable se establecié en 2 mg% , ya que & ese nivel la predsion y

la exactitud todavia fueron aceptables.
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Para ia implementacion y validacion del método para acido valproico por cromatografia
gaseosa con detector selectivo de masas (16), se ensayaron tres solvenies de extraccion (pentano,'
hexano y dloroformo), se eligio el Ullimo pc')_r observar menos variacion en inyecciones
cromatogroficas sucesivas de una misma concentracion. Otros autores, usaron diferentes solventes
para la extraccion.  El dloroformo se emplea también  para la extraccion en el analisis de acido
valprdico por olros tipos de cromatografia gaseosa, (3,8,9,13,17,18). En todos los casos, es
igualmente importante el uso de pequefios volimenes, tanto de muesira como de solvente de
extraccion y la inyeccion directa del extracto sin someterlo a previa evaporacion, para evitar perdida

de acido valproico y estandar interno usado.

Asi como en cromatografia liquida, se uso acido capréico, como el estandar interno mas
adecuado para la delerminacion de acido valproico, justificando su uso por su estructura quimica
similar, tiempo de retencion y resolucion.  Ademas del acido caproico (3,22) algunos autores refieren
ventajas de otros compuestos usados como estandares internos, acido ciclohexanocarboxilico
(8,13,18,20) , alcohol bencilico (9), etc. En nuestro caso el acido caproico cumpli las espectativas

de un estandar interno.

La linealidad quedo establecida en ¢l rango de 2mg% a 145% con coeficiente de
correlacion de 0.9994 (Grafica No. 4). Se considera como coeficiente de correlacion ideal, un valor
de 1 (22), algunos aulores obtuvieron coeficientes de correlacion de 0.9996(19), 0.998(21) y
0.999(8). En la literatura se citan rangos lineales en concentraciones de: 1 a 20mg% (3), 1as0
mg%(16) y de 0 a 30 mg%(1). En las condiciones experimentales los niveles 05 1,15 17y

19mg%, se consideraron fuera def rango lineal.

El fimite de deteccion y cuantificacion se determino en 2 mg%, igual al valor obtenido por
- Gupta (14). Este limite se asegura la confianza de las mediciones en el rango terapeutico (5 a 10

mg%).
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La exaclitud y la precision quedaron demostradas tal y como se indica en los cuadros No. S
y N° 6, dentro del rango lineal (2mg% - 14.5mg%) calculadas por el porcentaje de recuperacion y
coeficiente de variacion respectivamente, en un rango de 96.1% a 107.6%; y de 0.44 2 2.14. Gasty
colaboradores (11) reportan una recuperacion del 100%, en un rango de 4 a 18mg%. Petrozolin y
colaboradores obtuvieron una variacion de 91 al 98% de recuperacion, con un coeficiente de
variacion por debajo del 2%, en un rango de 0 a 24 mg% (20); ofros autores citan valores por debajo
del 3% de coeficiente de variacion (22).

Por lo expuesto, se demostré plenamente que el metodo ensayado cumple con todos los

paramelros estadisticos establecidos por ia USP XXIV.
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13. CONCLUSICNES

El meétodo para cuantificacion de acido valpréico por cromatografia liquida de alta
resolucion, estudiado en este frabajo, es util si el tiempo de ejecucion para llegar a
oblener resultados no es determinante para rendir un informe, {(no es el caso para este

trabajo).

El método validado para la determinacion de acido valproico por cramatografia de gases
con detector seleclivo de masas es eficaz, rapido y confiable, permite resultados rapidos,

los que por su caracter de validacion son de completa confianza.

£l método validado para cuanfificar acido valpréico por cromatografia de gases con ’
detector selectivo de masas, cumple con los parametros de exaclitud, precision,
especificidad, limite de deleccion, limite de cuantificacion y linealidad establecidos por la

USP XXIV aplicables a muestras biologicas.

Se demuesfra que con el metodo validado se pueden anafizar muestras séricas en
concentraciones de 2 a 14.5 mg%, en el que se encuentran los niveles séricos aceptables

para obtener efectos terapéuﬁcos deseados de acido valpréico.
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14. RECOMENDACIONES

14.1 Utilizar el método por cromatografia de gases con detector selectivo de masas para

encontrar 10§ niveles sericos de acido vaiproico en pacientes que usan el farmaco solo 0

combinado y asegurar qué el tratarniento cumple su objetivo.

14.2 Divulgar el servicio de medicion de niveles sericos que ofrece el Centro de Informacion y

 Asesotia Toxicologica de la Facultad de CCQQ y Farmacia, para beneficio de los

pacientes bajo medicacion delicada.
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ANEXO No. 1

CONDICIONES DE TRABAJO PARA ANALISIS DE ACIDO VALPROICO POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

Cromalografo Liquido de Alla Resolucion Hewlett Packard serie 1050 provisto de un
detector UV de longitud de onda variable y un integrador Hewlett Packard serie I, HP
3396.

Columna Lichrospher 100 RP 18 (5um), 125 x 4 mm d.i.

Fase movil: Metanolfagua 80:20

Flujo: 0.6 ml/minuto

Atenuacion. 4

Velocidad de! papel: 0.3 c/minuto

Temperatura: 20°C

Longitud de Onda : 246 nm
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ANEXO No. 2

CONDICIONES DE TRABAJO PARA ANALISIS DE ACIDO VALPROICO
POR CROMATOGRAFIA DE GASES CON DETECTOR SELECTIVO DE MASAS

¢ - Cromatografo de gases Hewlett Packard Modelo 5890 Serie Il con detector seleclivo de

masas (MSD) Modelo 5971A.

+ Columna HP, CPU HP Bric, Hewlett Packard, Impresora Epson Stylus C40X

+ RAMPA:
Inyector B: 250 °C
Detetector B: 280¢C

Temperatura inicial: 70 °C

Tiempo final: Cero

Tiempo total de corrida: 8.50 minutos
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CUADROQO No. 1

VALORES OBTENIDOS PARA CURVA DE CALIBRAGION DE ACIDO VALPROICO EN
SOLUCION ACUOSA ,
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

No. Estandar en mg% Relacion altura &cido valproico /
acido capréico
f 5 0.9022
2 10 , 1.8611
3 15 2.8389
y=a+bx
y = 0.18773x

r=0.9998




CUADRO No. 2

VALORES OBTENIDOS PARA CURVA DE CALIBRACION DE ACIDO VALPROICO EN
SOLUCION ACUOSA POR CROMATOGRAFIA GASEOSA CON DETECTOR SELECTIVO DE

39

MASAS
Relacion area acido valproico / area acido caproico _
No. Estandar 1 2 3 4 5 X
en mge :

1 0.5 0.04199 | 0.0426 | 0.04208 | 0.04301 ! 0.04250 | 0.4244

2 1 0.08021 | 0.07952 | 0.08110 | 0.08034 | 0.08056 | 0.08035

3 2 0.1698 01720 | 01693 | 0.1705 01703 | 0.4704

4 3 02473 | 0.2444 0.2337 | 02450 | 02398 | 0.2421

5 4 0.3070 0.3364 0.3157 0.3149 0.3210 0.31¢0

6 5 0.3975 | 0.4086 04022 | 03940 | 03977 0.4000
7 6 0.4785 | 04725 | 04837 | 04764 0.4804 0.4783

8 8 06739 | 06609 | 06648 | 0.6594 0.6608 0.6640

9 10 0.8487 07957 | 07888 | 08223 | 07874 0.8086

10 14 1.1290 1.1299 1.1301 1.1295 1.1324 1.1301

1. 14.5 1.1591 1.1598 1.1589 1.160 1.1613 1.1598°

12 15 1.2441 1. 1.0561 1.2883 11882 1.2172 1.1988
13 17 1.3721 1.3214 1.3808 1.3393 1.3864 1.3600

14 19 15523 1.4968 1.5063 1.5540 1.5068 1.6232

15 19.5 1.6430 16648 | 15475 16915 | 16700 1.6434

y=a+bx
y =0.08109
r=9981

X = Promedio de la relacion area acido valproico / area de acido caproico




" CUADRO No. 3

VALORES OBTENIDOS PARA CURVA DE CALIBRACION DE ACIDO VALPROICO EN
MUESTRAS SERICAS POR CROMATOGRAFIA GASEOSA CON DETECTOR SELECTIVO DE
MASAS.
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Relacion altura area valproico / altura estandar
No. Estandar 1 2 -3 4. 5 X
en mg%
1 0.5 0.04151 | 0.04226 | 0.04018 | 0.03832 | 0.04047 | 0.04055
2 1 0.06977 | 0.06764 | 0.07015 | 0.06810 | 0.06845 | 0.06882
3 2 0.1614 0.1635 0.1626 0.1614 0.1658 0.1629
4 4 0.2728 0.2722 0.2761 0.2796 0.2853 0.2772
5 5 0.3464 0.3402 0.3461 0.3381 0.3445 0.3431
6 6 0.4178 0.4085 0.3992 0.4053 0.4089 0.4079
7 8 - 0.5557 0.5563 0.5523 0.5449 0.5478 06514
8 10 0.7035 | 0.7153 0.7025 0.7001 0.6952 0.7033
-9 12 0.8010 0.8144 0.8300 0.8053 0.8069 08115
10 14 0.9563 0.9630 0.9722 0.9529 0.9572 0.9603
11 14.5 0.9813 0.9885 0.9918 0.9851 09821 | 0.9858
12 15 0.9556 0.9584 0.9475 0.9090 0.8857 0.9312
13 17 1.0999 1.0620 1.0045 1.0427 0.993 1.0404
14 19 1.1360 11248 | 11425 1.1285 1.1163 1.1300
y=a+bx
y =0.06445
r=0.9922

X = Promedio de la relacion area acido valproico / area de acido capréico
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) - o CUADRO No. 4

TRATAMIENTO ESTADISTICO

‘ | CURVA DE CALIB_RA_CION DE ACIDO VALPROICO EN MUESTRAS SERICAS
\ o POR CROMATOGRAFIA GASEOSA CON DETECTOR SELECTIVO DE MASAS

} EXACTITUD
Porcentaje de recuperacion :  Concentracion encontrada x 100
‘ Concentracion original
No. Concentracion Concentracion | % de recuperacion Tratamignto
‘ tedrica mg% encontrada mg% ' estadistico
' 1 05 0.35 70 '
2 0.5 - 0.36 72 : X =67.6%
3 05 0.33 66 on-1=385
4 0.5 0.31 62 Cv=570
5 05 0.34 68
1. 1 077 77
o2 1 0.74 74 X =7580%
3 1 078 78 on-1=1.64
4 1 0.75 75 Cv=216
5 R 0.75 75
1 2 213 106.5
2 2 - 216 108.0 X=107/.6%
3 2 215 1075 dn-1=124
4 2 213 106.5 Cv=115
5 2 219 1095
1 4 3.78 94.50
2 4 377 94.25 X=96.1%
3 4 3.83 95.75 on-1=196
4 -4 3.88 97.00 Cv=204
5 4 3.96 99.00
1 5] 487 97.40
2 5 4.78 95.60 X=96.44%
3 5 4.87 97.40 on -1=1.09
4 5 475 95.00 CV=113
5 5 484 96.80
i 6 593 98.83
2 6 579 96.50 X=96.37%
3 6 5.80 96.67 on-1=1.69
4 6 5.65 9417 CV=175
5 B 574 . 9567
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CcV

Coeficiente de variacion

1 8 7.97 99.62
2 8 7.98 99.75 X = 98.82%
3 8 7.92 99.00 dn-1=093
4 8 7.81 97 .62 CV =094
5 8 785 88.12
1 10 10.16 1016
2 10 10.33 103.30 X =102.8%
3 10 10:14 101.40 on-1=221
4 10 10.11 101.10 Cv=215
5 10 10.64 106.40
1 12 11.61 96.75
2 12 11.80 98.33 X = 98.00%
3 12 12.03 100.25 dn-1=138
4 12 11.67 97.25 CV = 1.41
5 12 11.69 97.42
1 14 13.91 99.36
2 14 14.00 100.00 X =9974%
3 14 14.14 101.00 on-1.=080
4 14 13.85 98.93 Ccv =080
5 14 1392 99.43
1 145 14.28 08.48
2 14.5 14.38 - 9917 X =98.91%
3 145 -14.43 9952 - 8n-1=044
4 145 14.33 98.83 CV=045
5 145 14.29 98.55
1 15 14.11 94.07 '
2 15 14.15 94.33 X = 91.59%
3 15 13.98 93.20 dn-1=326
4 15 13.40 89.33 CV =356
5 15 13.05 87.00
1 17 16.29 95.82
2 17 15.71 92 41 X =90.50%
3 17 14.84 - 87.29 5n-1=387
4 17 15.42 90.71 Cv=428
5 17 1467 86.29"
1 19 -16.83 88.58
2 19 16.66 87.68 X.= 88.07%
3 19 16.92 89.05 5n-1=078
4 19 16.72 88.00 Cv=089
5 19 16.54 87.05 ‘
X Media
on -1 Desviacion estandar




CUADRO No. §

TRATAMIENTO ESTADISTICO

CURVA DE CALIBRACION DE ACIDO VALPROICO EN MUESTRAS SERICAS
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POR CROMATOGRAFiA GASEOSA CON DETECTOR SELECTIVO DE MASAS

PRECISION

No. Concentracion Concentracion Tratamiento
tedrica mg% encontradamg% |  estadistico
B 1 0.5 0.35 :
2 0.5 0.36 X=034
3 05 033 on -1=0.022
4 05 0.31 CV=647
5 05 0.34
1 B 077
2 1 0.74 X=076
3 1 0.78 on-1=0016
4 ( 0.75 Cv=210
5 1 0.75
1 2 213
2 2 216 X=215
3 2 215 on-1=0025
4 -2 213 CvV=1.16
-5 2 2.19
1 4 3.78
2 4 3.77 X =384
3 4 383 on-1=0078
4 4 388 Ccv=203
5 4 3.96 '
1 5 © 487
2 5 478 X =482
3 5 487 On -1 =0.054
4 5 475 Cv=112
5 5 4.84
1 6 5.93
2 6 579 X=578
3 6 5.80 on-1=010
4 6 565 Cv=173
5 6 574 : :




1 8 797

2 8 7.98 X =791
3 8 7.92 on-1=0074
4 8 7.81 CV=094
5 8 7.85 '
1 10 ' 1016 .

.2 10 . 10.33 X =10.28
3 10 ' 10.14 dn-1=022
4 10 10.11. “CV =214
5 10 10.64
1 12 . 11.61
2 12 11.80 X=1176
3 12 12.03 dn-1=017
4 12 11.67 CvV=1.45
5 12 11.69
1 14 13.91
2 14 14.00 X=13.96
3 14 1414 on-1=011
4 14 1385 Cv=079
5 14 13.92
1 145 14.28
2 145 14.38 X=1434
3 145 14.43 5n -1 =0.063
4 145 14.33 - CV=044
5 14.5 14.29
1 15 14.11
2z 15 1415 X=13.74
3 18 . 13.98 on-1=049
4 15 13.40 CVv =357
5 15 13.05
1 17 16.29
2 17 ' 15.71 , X=15.38
3 A7 14.84 on-1=066
4 17 15.42 Cv=429
5 17 14.67
1 19 16.83
2 19 16.66 X=16.06
3 19 1692 on-1=084
4 i9 16.72 CV=523
5 19 16.54

X Media

on -1 Desviacion estandar
CV Coeficiente de variacion




CUADRO No. 6
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CURVA DE CALIBRACION DE ESTANDARES DE ACIDO VALPROICO EN MEDIO

GASEOSA CON DETECTOR SELECTIVO DE

ACUQSO POR CROMATOGRAFIA

LINEALIDAD

MASAS.

Aplicacion de la Regresion Lineal a los resultados de los estandares.

Relacion area acido valpréico / area acido capraoico

No. Estandar 1 2 3 4 5
enmg% _
1 2 0.1698 0.1720 0.1693 0.1705 0.1703 0.1704
2 3 0.2473 0.2444 0.2337 0.2450 0.2399 0.2421
3 4 0.3070 0.3364 0.3157 0.3149 0.3210 0.3190
4 5 0.3975 0.4086 | 04022 0.3940 0.3977 0.4000
5 6 0.4785 04725 | 04837 | 04764 0.4804 0.4783
6 8 0.6739 0.6609 i 0.6648 0.6594 0.6608 0.6640
7 10 0.8487 0.7957 07888 | 08223 0.7874 0.8086
8 14 1.1290 1.1299 1.1301 11295 | - 1.1321 1.1301
9 14.5 1.1591 1.1599 1.1589 1.160 1.1613 1.1598
y=athx
y = 0.08065x

r=10.9994
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CUADRO No. 7

CURVA DE C'ALIBRACION' DE ESTANDARI’:"S DE ACIDO VALPROICO EN
MUESTRAS SERICAS POR CROMATOGRAFIA GASEOSA CON DETECTOR

SELECTIVO DE MASAS
LINEALIDAD
Aplicacion de la regresion lineal a los resultados de las muestras séricas.
. Relacion altura acido valpréico / altura estandar _
No. Estandar 1 2 3 4 5 X
enmg% |
1 2 0.1614 0.1635 0.1626 0.1614 0.1658 0.1629
2 4 0.2728 0.2722 0.2761 0.2796 0.2853 0.2772
3 5 0.3464 0.3402 0.3461 0.3381 0.3445 0.3431
4 6 0.4178 1 0.4085 0.3992 0.4053 0.4089 0.4079
5 8 0.5657 0.5563 .5523 0.5449 0.5478 0.5514
6 10 0.7035 07163 |- 07025 } 0.7001 0.6952 0.7033
7 12 0.8010 0.8144 0.8300 0.8053 0.8069 0.8115
8 14 0.9563 09630 | 09722 | 09529 0.9572 0.9603
9 14.5 0.9813 0.9885 0.9918 0.9851 0.9821 0.9858

y=a+ bx

y =0.01356 + 0.06727x
r=0.9993
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ESPECTRO DE MASAS 1
ESPECIFICIDAD POR

CROMATOGRAFIA GASEOQSA/ESPECTOMETRIA DE MASAS

Abundan

160000
150000
140000 |
130000
120000 -
110000
100000
90000 -
80000 -
70000 -
60000 1
50000 -
40000 1
30000
20000 |
10000 |
0!

Time--

TIC: BLRAV.D (Blanco de Reactivos)
TIC: 109.D (*) {Acido Capréico y Valpréico)

TIC: BLMAV.D ([) (Blanco de Muestra)

L W WS

5.25.45.65.86.06.26.46.66.87.07.27.47.67.88.08.28 4
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ESPECTRO DE MASAS No. i

Cutva estandar de acido valproico en muestras acuosas

2 mq % por Cromatografia gaseosa / espectrometria de masas

Abundance ]

TiIC:40D

1100000
1000600
200000
800000

700000
600000
500000
400000
300000
" 200000

100000

Area Percent Report

Data File - CAHPCHEM\I\DATAW05.D Vial: 2

AcgOn 19 Agos 2002 09:02 Operator: meca
Sample 2% Inst : GC/MS Ins

- Misc : Multipir: 1.00
: Sample Amount: 0.00
MS Integration Params: autointi.e

Method : C:\HPCHEM\I\METHODSWALPRO.M {Chemstation 1ntegrator)
Title  : feno
Signal :TIC

peak RT. first maxlast PK peak peak peak % of
# min scanscanscan TY height area % max. total
1 5608 13 51 78BV 1047200 80115279 100.00% 80.181%
2 6.824 146 162 187 BV 565569 17650340 22.03% 17.665%
3 7930 251 263 280PV 31654 2152630 2.6%% 2.154%
Sum of corrected areas;. 99918242
40D VALPROM  Tue Oct 01 10:24:55 2002

1. Acido Caproico
2. Acido Valpréico




- Time..»

ESPECTRO DE MASAS No. Il

Curva estandar de acido valproico en muestras acuosas

6 mq % por Cromatoqrafia gaseosa / espectrometria de masas

Abwmdance

TIC 139.0
13000010 E i

1200000 3 [
1100000 3 1 i
1008000 3 /

g0npan |

800000 ] /

700000 5

600000 3 / !

500000 ] ! i
)

400000

300000 : / | | /

w0000~ § / ' 7 :
100000 : /
s U S — et
e —

i I A S | i et o 2 R e B e e I B o v I |
570 540 560 560 600 B20 G40 BG0 GBD FOO 720 740 V66 780 600 B2D 840

6 RG

. Area Percent Report

Data File : CAHPCHEMINDATAV39.D . Vial: 1
Acqg On 120 Sep 2002 12:01 Operator: mca
Sample  :std 6% Inst ; GC/MS Ins

Misc Multiplr: 1.00

Sample Amount: 0.00
MS Integration Params; automntl.e

Method : C\HPCHEMMI\METHODS\V ALPRO.M (Chemstation Integrator)
Title :feno
Signat  : TIC
peak R.T. first max last PK peak  peak peak % of
# min scanscanscan TY height arca % max. total

1 5634 17 54 98BV 21311946 109343163 100.00% 70.531%
2 6.861 140 166 185PV 1150701 45684871 41.78% 29.469%

Sum of corrected areas: 155028033
139.D VALPRO.M =~ Tue Oct 01 14:20:47 2002
1. Acido Caproico
2. Acido Valproico
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ESPECTRO DE MASAS No. IV

Curva estandar de acido valpréico en muestras acuosas
14.5 mq % por Cromatografia gaseosa / espectrometria de masas

Abundance
2200000 TIC: 165
2000000
1800000 ,
1600000 - ' 69 _ N
1400000 1
1200000 : | /
1000000 1 /
800000 f

600000 /
400000 /
200000 1 / :

e = e e SRR Baa e o i RS R RES S e e s Ry RE R
520 540 560 580 600 620 640 660 680 7.00 7.20 740 760 7.80 800 8.20 840

Time—>

Area Percent Report

Data File : CAHPCHEM\NDATAMGS.D Vial: 1
AcqOn  : 23 Sep 2002 10:17 Operator: mca
Sample  : 14 .5% 4 Inst : GC/MS Ins
Misc Multiplr: 1.00

Sample Amount: 0.00
MS Integration Params: autointl.e

Meithod  : CAHPCHEM\BMETHODS\V ALPRO.M (Chemstation Integrator)
Title  :feno
Signat  : TIC

peak R.T. first maxlast PK peak  peak  peak %oof
# min scanscan scan TY height area % max. total

1 5.653 31 56 74PV 1448697 120415195 97.90% 49.471%
2 6.935 153 173 197 BV 2212350 122992512 100.00% 50.529%

o Sum of corrected arcas: 243407707 '
. 165.D VALPRO.M Tue Qct 01 14:55:16 2002

1. Acido Caproéico.
2. Acido Valpréico.




ESPECTRO DE MASAS No. V

Curva estandar de acido vaiproico en muestras séricas

2 mg % por Cromatografia gaseosa / espectrometria de masas

Abundance
1100000 - 5_?1 TIC: 105.D
1000000 )
800000 | l /
~ soooon § [ !
700000 - / co
600000 |
500000 '
400000 - / 2
300000 |
200000 | } .
w0000 | i \\ S N
Area Percent Report
Data File : C\HPCHEM\I\DATAMO05.D Vial: 1
AcqOn 19 Sep 2002 10:02 Operator: mca
Sample  : 2% mugstra : Inst : GC/MS Ins
Misc Multiplr: 1.00

Sample Amount: 0.00
MS Integration Params: autointl.e
Method : C:AHPCHEMMI\METHODS\V ALPRO.M (Chemstation Integrator)
Title  :feno
Signal : TIC

peak R.T. first max last PK peak  peak peak % of
# min scanscanscan TY height area % max. total
1 5.608 13 51 78BV 1047200 80115279 100.00% 80.181%
2 6.824 146 162 187 BV 365569 17650340 22.03% 17.665%
3 7.930 251 263 280PV 31054 2152630 2.69% 2.154%
Sum of correcled areas: 99918249
105D VALPROM  Tue Oct 01 10:24:55 2002

1. Acido Caproico.
2. Acido Valprico.
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ESPECTRO DE MASAS No. VI

- Curva estandar de acido valproico en muestras séricas
8 mg % por Cromatografia gaseosa / espectrometria de masas

Abundance

' . TIC: 145,
1600000 - _ 5'?6 :
1400000 - 1 1

1200000 / ' |

1000000 | f ]
800000 - i }"
!

o
(=)

600000 - /

=/l

RS SRR L BN N L Bt SRS (UL R IR RCA B AL JLALELELN IMLELEL UL ILACU UL IR LN IS |
5.20 5.40 5.60 5.80 6.00-6.20 6.40 6.60 6.80 7.00 7.20 7.40 7.60 7.80 8.0 8.20 8.40

Time-->

Area Percenl Report

-Data File : CAHPCHEMMINDATAV45.D Vial: 1
Acq On 20 Sep 2002 13:25 Operator: mca
Sample :8 % m (2) Inst : GC/MS Ins

Misc Muitiplr: 1.00

Sample Amount: 0.00
MS Integration Params: autointl.e

Method : CA\HPCHEMMIXMETHODSYVALPRO.M (Chemstation Integrator)
Title  : feno

: Signal : TIC
peak R.T. first max last PK peak  peak peak %aof
# min scanscan scan TY height area %o max. total

1 5.661 27 56 64PV 1623388 141558493 100.00% 64.254%
2 6.899 154 169 190PV 1648889 78751265 55.63% 35.746%

Sum of corrected arcas: 220309758
145D VALPROM  Tue Oct 01 14:25:16 2002

1. Acido Capréico.
2. Acido Valpréico.
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ESPECTRO DE MASAS No. Vil

Curva estandar de acido valpréico en muestras séricas
14 mg % por Cromatografia gaseosa / espectrometria de masas

Abundance

TIC: 1620
6

2000060
1800000
1600000 N
1400000 5.64 2
1200000

‘ I
1000000 3 1 /

[t}
-

—————

800000
600000
400000 - /
200000 / l

Y A ]

e A= ; R T T T T R
520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 7.20 740 7.60 7.80 8.0C 8.20 840

Time—->

Arca Percent Report ' ‘

Data File : CAHPCHEMM\DATAMG2.D Vial: 1 |
AcqOn 23 Sep 2002 9:36 Operalor: mea
Sample  : muesira 14 % 5 Inst : GC/MS Ins
Mis¢c Multiplr: 1.00

Sample Amount: 0.00
MS Integration Params: autoint].¢
Method : CAHPCHEMAI\METHODS\V ALPRO.M (Chemstation Integrator)
Title  :feno
Signal  : TIC
peak R.T. first max last PK peak  peak  peak % of
# min scan scan scan TY height arca % max. total
1 5638 29 54 76PV 1351752 113721072 100.00% 50.943%
2 6920 155 171 191 BY 2050862 109508946 96.30% 49.057%
Sum of corrected areas: 223230018
162.D0 VALPROM  Tue Oct 01 14:54:00 2002

1. Acido Caproico.
2. Acido Valproico.
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F

: ooiouded
op12e BaIg/O210Id|BA OPIOE aP BAIR UOIJRDY

59

Concentracién mg%
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