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RESUMEN. Se desarrollé y valid6 una metodologia para la cuantificacion de las impurezas dietilenglicol (DEG) y el
etilenglicol (EG) por Cromatografia de gases con detector de ionizacién por llama en muestras de glicerina y
propilenglicol. Se utiliz6 Hidrégeno como gas transportador y auxiliar. EI programa de temperatura fue de 100 °C por
un minuto, rampa a razén de 7,5 °C/min hasta 200 °C. Se utiliz6 una columna Restek 624. Se selecciond
dimetilsulféxido como estandar interno, con un flujo en la columna de 4,20 mL/min, la temperatura del inyector y la
del detector fueron establecidas a 220 °C y 250 °C, respectivamente. Se determiné la linealidad en un intervalo de
concentraciones de 25 — 75 pg/mL para ambas impurezas, logrando coeficientes de determinacién superiores a 0,999.
Se establecieron limites de deteccion de 0,0350 pg/mL para el DEG y 0,0572 pug/mL para el EG, mientras los limites
de cuantificacion fueron de 0,1160 pg/mL para el DEG y 0,1897 ug/mL para el EG. Los recobrados fueron de 99,98
% y 100,00 % respectivamente; con CV de 1,18 % en el DEG y 0,60 % en el EG. Los resultados obtenidos
demostraron que la metodologia fue lineal, exacta, robusta, sensible y selectiva para ser empleada en la
determinacion de ambas impurezas en el control de calidad de las materias primas glicerina y propilenglicol.

ABSTRACT. A methodology for the quantification of diethylene glycol (DEG) and the ethylene glycol (EG)
impurities by gas Chromatography with flame ionization detector in glycerol and propylene glycol samples was
developed and validated. It was selected dimethyl sulphoxide as internal standard. It was used hydrogen as carrier and
auxiliary gas. The temperature program was 100 °C holding one minute, then ramp to rate of 7.5 *C/ min up to 200
°C. A Restek 624 column was used, with a flow in column of 4.20 mL/ min. Temperatures of the injector and detector
were set at 220 °C and 250 °C, respectively. The linearity was determined at 25 — 75 pg/mL as interval of
concentrations for both impurities with correlation coefficients larger than 0.999. Detection Limits were settled down
in 0.0350 pg/mL to the diethylene glycol, and 0.0572 pg/mL to ethylene glycol, while the quantitation limits were
0.1160 pg/mL to DEG and 0.1897 ug/mL to the EG. The recoveries were 99.98 % and 100.00 %, respectively; with
RSD% 1.18 % to DEG, and 0.60 % to the EG. The obtained results demonstrated that the methodology was linear,
accurate, robustness, sensitive and selective to be used in the determination of both impurities in the quality control of
the glycerol and propylene glycol as raw materials.
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INTRODUCCION

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) informd acerca de numerosos eventos de envenenamiento con
productos farmacéuticos contaminados con dietilenglicol (DEG) vy el etilenglicol (EG) entre 1995 y 1998 en Haiti,
Argentina, Bangladesh, India y Nigeria. Como resultado cientos de nifios murieron.! El Departamento de
Alimentacién y Drogas de los Estados Unidos (FDA) recomienda que la glicerina utilizada en la elaboracion de
medicamentos sea analizada, establecida su identidad en la totalidad de los lotes y todos los contenedores debido al
DEGyel EG.2

Cumpliendo con esta recomendacion el Grupo Empresarial Farmacéutico (QUIMEFA), establecié a su vez la
determinacion del contenido de dietilenglicol y el etilenglicol como impurezas en los disolventes utilizados para uso
farmacéutico en nuestro pais. 3

En la literatura se describen diferentes métodos para determinar estas impurezas: identificacion por infrarrojo (FT-
IR),* cromatografia de capa delgada (TLC), de alta resolucion (HPTLC)® y la cromatografia gaseosa acoplada a
espectrometria de masa (GC/MS).” También se reporta la combinacion del método de identificacion infrarrojo (IR),
cromatografia gaseosa (GC) y cromatografia de capa delgada (TLC) desarrollado por Baffi et al., durante la
investigacion de un envenenamiento y muerte de nifios que ingirieron sirope contaminado con estas impurezas en
Maracaibo y otros lugares de Venezuela en 1994.8

La cromatografia gaseosa es una de la mas utilizada para la determinacién de estas dos impurezas altamente toxicas
que no deben estar presentes, o como maximo 0,10 % (m/m) de forma individual para cada una de ellas, en estos
disolventes; ° es una técnica rapida, muy sensible y selectiva. La presente investigacion se propone como objetivo
desarrollar y validar una metodologia analitica para la identificacion y cuantificacion del DEG y el EG en glicerina'y
propilenglicol. Para realizar la validacion se consultaron los documentos: Regulacion 41 del CECMED, ** NC TS —
368:2004, * Text and Methodology ICH Harmonised Tripartity Guideline. 27 October 1994.12

MATERIALES Y METODOS
La investigacion se desarrollé en el Laboratorio Farmacéutico de Liquidos Orales MEDILIP, Bayamo, Granma,
Cuba.

Reactivos

Se utilizaron patrones primarios de propilenglicol y glicerina calidad USP RS, estandar de referencia (Estados
Unidos), dietilenglicol y etilenglicol (Panreac, Espafia), dimetilsulfoxido (Merck, Alemania) y agua purificada de
una conductividad 0,1 a 0,3 uS/cm.

Equipos

Para las mediciones se utilizaron dos cromatdgrafos de gases, marca SHIMADZU, modelo GC 2010, equipado con
detector de ionizacién por llama, modo de control por presién; programa para la adquisicion y procesamiento de los
datos cromatograficos GC Solution versién 2.30.00-2004, un generador de hidrégeno marca Parker modelo FID —
1000 NA. Se emple6 una columna Rtx- 624 de 30 m, ® 0,53 mm, 3,0 um y una columna Agilent DB- 624 de igual
composicién y caracteristicas a la anterior.

Las condiciones cromatogréaficas fueron: Temperatura del inyector: 220 °C, temperatura del detector: 250 °C, flujo de
la columna: 4,20 mL/min, velocidad lineal: 38,0 cm/min, como gas transportador y auxiliar el Hidrgeno, la relacion
de Split: 10:1, flujo total de 49,6 mL/min. El volumen de inyeccién: 1 pL. La temperatura del horno se programé a
100 °C durante un minuto, rampa a razoén de 7,5 °C /min hasta 200 °C.

Los andlisis estadisticos fueron realizados por los programas Design — Expert version 6.0.1. Stat Ease, Inc. 2000, Stat
Graphic Centurion Version 14. 0 y Excel del Paquete Microsoft Office 2010.

Procedimiento

Se prepararon disoluciones estandar de los impurezas correspondientes al 50 % (25 pg/mL), 80 % (40 pg/mL), 100
% (50 pg/mL), 120 % (60 pg/mL) y 150 % (75 pg/mL). Se empled dimetilsulféxido (DMSO), como estandar interno,
a una concentracion de 10 pg/mL.

Selectividad del método

Se procedié a establecer los tiempos de retencion t, de las impurezas DEG y el EG frente al DMSO (estandar
interno), PG y GL (como materias primas) a concentracion 4,0 mg/mL. Se compararon los cromatogramas de todos
los compuestos de interés, para demostrar que no existia interferencia entre la sefial de las impurezas el estandar
interno y las materias primas.

Robustez del método
Este ensayo evalUa la respuesta obtenida cuando se aplican ligeras variaciones al sistema y permite identificar cuales
son las variables criticas para el procedimiento de trabajo.
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Se evalud analizando la posible influencia de cinco factores: temperatura del horno (99, 100,101 °C), temperatura del
inyector (219, 220, 221 °C), temperatura del detector (249, 250, 251 °C), fabricantes de columnas (Restek y Agilent) y
medicion del volumen (pipeta automatica y pipeta volumétrica). Se procesaron los resultados, aplicando el programa
estadistico Desing Expert 6.0.1 (DX6), con un estudio tipo factorial en su variante optimizada. Se realizaron 34
corridas y se procesaron estadisticamente como factor de respuesta la concentracion de la muestra al 100 %. Se
determinaron ecuaciones que mejor explicaron el ajuste de las variaciones de los factores y se determiné la capacidad
del proceso a través del estadigrafo inferencial deseabilidad (desirability), aplicando como criterio de aceptacion igual
al1,0.

Linealidad del método

Se determind a partir del estudio de cinco niveles de concentracion entre 50 a 150 % del valor de las impurezas
permitidos. Se determinaron las respectivas ecuaciones de la recta por ajuste de minimos cuadrados, coeficientes de
correlacion (R) y determinacion (R?), coeficiente de variacion del factor de respuesta (CV#%), las pruebas de
significacion de la pendiente y ensayos de proporcionalidad.

Exactitud del método

Se ensayaron 3 niveles de concentracion (80, 100 y 120 %). Se determinaron las recuperaciones medias y global
(Recup). Se determinaron los estadigrafos descriptivos: media (Xm), desviacion estandar (S), varianza (S?) y
coeficiente de variacion (CV). La homocedasticidad se determind mediante la prueba de Cochrane (C p = 3; n = 3; p-valor =
0,05)) Y la media de recuperacion y el 100 % se compararon a través de la décima de Student (t (g1 = s; p-valor = 0,05))-

Precisién del método

Para la repetibilidad se utilizaron las concentraciones del ensayo de exactitud. Se determinaron los CV para cada nivel
de concentracion.

Para la precision intermedia se analizaron las influencias de 2 analistas, tres dias diferentes, dos equipos, tres niveles
de concentracién (80, 100, 120 %). Cada nivel se analizo por triplicado. Se calcularon las Xm, Sy CV. Se verificaron
la homogeneidad de las varianzas para cada nivel de concentracion entre cada analista y entre los dias. De igual
manera se compararon las medias a traves de una prueba de Student variante bilateral.

Limite de deteccién y de cuantificacién del método
Se realiz6 a partir de la extrapolacion de la curva de linealidad. Se determind la respuesta del blanco (Yy), la
desviacién estandar del blanco (Sui) y se calculé a partir de la ecuacion:

c =Yl + (K= Sp)
b*+n

Donde:
K: 3 para limite de deteccion (LDD) y 10 para el de cuantificacién (LDC).
Para cuantificar las impurezas en las materias primas PG y GL, se aplicé la férmula:

C% = (RM/ RR), CR_

Donde.

Rm: Area del contaminante en la muestra /Area del estandar interno DMS, Rg = Area del contaminante en la
solucion estandar / Area del estandar interno DMS y Cr: concentracion del contaminante en el estandar de referencia
(mg/mL) y D: factor de dilucion de la muestra: D=10000/Pwm, donde Pm: peso de la muestra en mg.

Cada contaminante por separado no debe exceder el 0,1 %, como criterio de calidad para la aprobacién del uso de
ambas materias primas en la elaboracion de medicamentos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para demostrar la calidad de las materias primas glicerina y propilenglicol utilizadas en la elaboracion de
medicamentos en el Laboratorio Farmacéutico Medilip, se procedi6 a elaborar y evaluar una metodologia analitica
para la identificacion y determinacion de las posibles impurezas EG y DEG.

Selectividad del método
Los resultados (Tabla 1) mostraron en los pardmetros cromatogréficos estudiados: tiempo de retencién en minutos (T)
y tiempo de retencién relativo respecto al DMS en minutos (T vs T DMS), que el método es selectivo, criterio que se
corrobora con la (Figura 1) al no encontrarse interferencia entre el estdndar interno con las impurezas y con el resto de
los compuestos de intereés.
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Tabla 1. Estudio de los pardmetros cromatograficos de la selectividad.

Compuesto T T vs T DMS

EG 3,767 0,582
PG 4,240 0,655
DMS 6,474 1,000
DEG 8,515 1,315
GL 9,494 1,466

T tiempo de retencion. T vs T DMS tiempo de retencion relativo respecto al estdndar DMS.

Se comprob6 que el método fue selectivo (Figura 1), al no encontrarse interferencia entre la sefial de ninguno de los
compuestos de interés.
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Fig 1. Cromatogramas del estudio de selectividad del método. A) cromatograma de la GL mas impurezas y DMS. B)
cromatograma del PG mas impurezas y DMS.

Robustez del método
En la robustez se demostro la entrada aleatoria de los datos a partir del grafico de residuales estudiantizados contra las
corridas (Figura 2), no existiendo ningtin modelo matematico que explique el comportamiento.
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Fig 2. Residuales estudiantizados contra las corridas en el estudio de la robustez.
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El modelo aplicado que mejor explicé el comportamiento de las variabilidades de los factores fue el lineal. El
intervalo de tolerancia fue de 98,0 % a 102,0 %, con importancia 5. El resultado arrib6 a 108 soluciones posibles sin
afectacion de los resultados. En cada una de las soluciones mostré capacidad adecuada al obtenerse valores de
deseabilidad igual a 1,00 por lo que la metodologia propuesta resulté ser robusta.

Linealidad del método

A partir de los resultados estadisticos mostrados en la (Tabla 2) para la prueba de linealidad del método se demuestra
que los coeficientes de correlacion presentaron valores superiores al 99,0% por la prueba de significacion de la
pendiente, obteniendo valores de la prueba de la décima de Student superiores al valor critico, evidenciando fuertes
relaciones seriadas entre las variables dependientes (concentracion) y las independientes (&rea del pico) para cada
nivel.

Tabla 2. Resultados del ensayo de linealidad.

Parametros Etilenglicol Dietilenglicol Criterios de Aceptacion

Y Y=0,00689X-0,0008 Y=0,0438 X-0,0003 y=ax+b

R (%) 99,98 99,99 R>99,00

R? (%) 99,97 99,98 R%>98,00

CVTr (%) 0,68 0,42 CVi1r% < 5,00

Significacion estadistica de la desviacion estandar de la pendiente

Desviacién estandar (Sh) 0,0000332 0,000016

texp= 207,371 279,989 texp>terit, b#0

Student, (p-0.05, n-2) 2,160

Sbrel% 0,48 % 0,357 % Shrel % < 2,00 %

Intervalos de confianza: (ICb) b+ ICinferior:0,0068 ICinferior: 0,0043 El intervalo no incluye el

tSb ICsuperior:0,007O ICsuperior: 0,0044 cero

Prueba de Proporcionalidad o verificacion de la variable independiente

Valor del intercepto (a) -0,001 -0,0003 -

texp= 0,447 0,0008 Sl, texp<tcrit, a=0

Décima de Student, (tp-0.05, n-2) 2,160

Intervalos de confianza ICinferior: -0,005  ICinferior: -0,002 (ICa) a+ tSa : El intervalo
ICsuperior: 0,003 ICsuperior: 0,001 InC|Uye el cero

Y ecuacion de la recta. R Coeficiente de correlacion. R? Coeficiente de Determinacion. CVfr: Coeficiente de
variacion del factor de respuesta.

La prueba de proporcionalidad muestra poca variabilidad de los residuales para cada nivel al no existir diferencias
estadisticas significativas, a partir de la prueba inferencial de Student y el intervalo de confianza (incluye el cero). Los
coeficientes de determinacion deducen que ambos modelos justifican mas del 99,0 % de la variabilidad los resultados.
El grado de ajuste o sensibilidad se demostr6 con los valores de los coeficientes de los factores de respuestas, que
para los dos analitos (EG y DEG) se comportaron por debajo del 5,0% exigido.

Exactitud del método

En el rango seleccionado para el estudio de exactitud, los valores de porcentajes de recobrado estuvieron dentro de los
limites establecidos para los métodos cromatograficos (98-102 %) vy el coeficiente de variacién, fue menor que el 2 %
como muestran los resultados (Tabla 3).

En la influencia del factor concentracién sobre la variabilidad de los resultados de la exactitud, al aplicar la prueba de
Cochran, se obtuvo que C calculada fue menor que la C tabulada para una probabilidad de 0,05, p=3 y n=3; por lo
tanto, las varianzas de las concentraciones empleadas fueron equivalentes, indicando que la concentracidn no influyo
en la variabilidad de los resultados.

Al realizar la prueba de significacion entre la recuperacion media y el 100 % de recuperacion, se obtuvo una t
calculada menor que la t tabulada, confirmando la elevada exactitud del método ya que el recobrado medio no difiere
significativamente del 100 %.Teniendo en cuenta estos resultados se puede afirmar que los errores sistematicos
tuvieron muy bajo impacto en la calidad de los resultados analiticos.
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Tabla 3. Resultados estadisticos de la Exactitud.

Etilenglicol Dietilenglicol
Valor Recup. Xm S cv Valor Recup. Xm S CVv
acept. % (%) (%) (%) acept. % (%) (%) (%)
(Hg/mL) (Hg/mL)

40,328 99,228 100,000 0,802 0,802 40,320 99,859 99,980 0,440 0,440

99,944 99,613
100,828 100,468
50,410 99,469 100,000 0,638 0,638 50410 100,313 99,980 0515 0,515
99,824 99,387
100,707 100,240
60,492 99,469 100,000 0,638 0,638 60492 100,313 99,980 0515 0,515
99,824 99,387
100,707 100,240
Xm 100,000 top= 0,000 Xm 99,980 top= 0,140
s? 0,364 toosny= 2,306 s? 0,181 toosny= 2,306
S 0,603 Cop= 0,386 S 0,425 Coo= 0,350
CV% 0,603 Coosza= 0871 CV% 0,425 Coosaa= 0871
IC 99,536 a 100,464 IC 99,653 a 100,307

Precisién del método

Se muestran los resultados estadisticos de las pruebas de repetibilidad (Tabla 4) para las impurezas DEG y el EG. Por
los andlisis inferenciales de Grubbs (G) y Cochran (C) se aprecia que los valores obtenidos se pueden considerar no
erraticos o burdos, por lo que no fue necesaria la obtencién de més datos.

Tabla 4. Resultados del estudio de repetibilidad del método para la determinacion de DEG y el EG en Glicerina y

Propilenglicol.
Etilenglicol Dietilenglicol
Réplicas 80% 100% 120% 80% 100% 120%
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
M1 40,017 50,142 60,171 40,271 50,342 60,681
M2 40,305 50,321 60,385 40,172 50,553 60,121
M3 40,662 50,766 60,920 40,517 50,305 60,637
Xm (pg/mL) 40,328 50,410 60,492 40,320 50,400 60,480
S (ng/mL) 0,323 0,321 0,386 0,177 0,133 0,311
CV (%) 0,802 0,638 0,638 0,440 0,265 0,515

En los estudios intraensayos (repetibilidad) se alcanzé un CV adecuado en todos los niveles de concentracién, lo que
demuestra la buena repetibilidad del método ya que cumpli6 con el limite establecido.

Los valores que se obtienen de las pruebas de Fischer para el estudio de la precisién intermedia (Tabla 5) demostraron
que no existieron diferencias significativas entre las precisiones alcanzadas por los analistas, ni entre las precisiones
alcanzadas en los diferentes dias, para una probabilidad de 0,05 %, ya que el valor de F calculada fue menor que la F
tabulada (3,44 para los analistas y 5,05 para los dias). Al realizar la prueba de t- Student el valor calculado result6 ser
menor que el tabulado para una probabilidad de 0,05, lo cual demuestra que no existieron diferencias significativas
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entre las medias alcanzadas, con un nivel de significacién de un 5 %. El conjunto de estos resultados sugirié que los
errores aleatorios tuvieron muy bajo impacto en la calidad de los resultados obtenidos para ambas impurezas.

Tabla 5. Resultados del estudio de precision intermedia.

Etilenglicol, CV (%) Dietilenglicol, CV(%)

Conc. (%) Analistal Analista2 Global Analistal Analista2 Global
80 0,46 0,49 0,46 0,28 0,38 0,32
100 0,41 0,49 0,44 0,43 0,42 0,41
120 0,41 0,49 0,44 0,39 0,39 0,37

Limite de deteccion y de cuantificacion del método

Los resultados mostraron (Tabla 6) la capacidad del método para establecer los limites de deteccion y cuantificacion
para DEG vy el EG; por lo que se puede concluir que el método fue suficientemente sensible para cuantificar una
concentracion de 0,1160 pg/ mL y detectar hasta 0,0350 pg/mL para el DEG y cuantificar 0,1897 pug/ mL y detectar
hasta 0,0572 pg/ mL para el EG; resultados superiores en cuanto a capacidad de deteccion y cuantificacion a los
obtenidos por Baffi® que fueron de 1,0 pg/mL y 0,15 pg/mL en cuanto a cuantificacion y deteccion respectivamente
para DEG en propilenglicol y similares a los obtenidos por Zhu’ de 0,1 pg/mL para el etilenglicol por GC/MS en
propilenglicol.

Tabla 6. Limites de deteccion y cuantificacion para DEG y el EG.

Parametros Etilenglicol Dietilenglicol
Ecuacidn de la recta (bx+a) 0,68676 X +0,00043 0,43698X +0,00021
Respuesta a tiempo cero 0,00043 0,00021

S a concentracion cero 0,02252 0,00876

No. de determinaciones (n)  15,00000 15,00000

Limite de deteccion 0,0572 pg/mL 0,0350 pg/mL
Limite de cuantificacion 0,1897 pg/mL 0,1160 pg/mL

CONCLUSIONES

Se desarrollé una metodologia por cromatografia gaseosa para la deteccién y cuantificacion de las impurezas (DEG y
EG) en propilenglicol y glicerina, que al ser validada demostrd ser selectiva, robusta, lineal, exacta y precisa en el
intervalo de concentraciones estudiado (25-75 pg/mL), adecuada para su uso en la liberacion de las materias primas
propilenglicol y glicerina para el criterio de calidad farmacéutica. El uso del hidrégeno como gas transportador y
auxiliar disminuye el costo de realizacion del ensayo; tanto por tiempo de corridas, como por el costo del mismo, lo
que constituye novedades del método respecto a otros publicados.
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