Digital Publisher

ISSN 2588-0705

Desarrollo y validacion de un método LC-HESI MS/MS
para detectar y cuantificar N-nitrosaminas en Valsartan

Development and validation of a LC-HESI MS/MS
method to detect and quantify N-nitrosamines in Valsartan

Carlos Andrés Reina-Velasco !
Universidad Politécnica Estatal del Carchi - Ecuador
carlosreinave@gmail.com

Carlos Alberto Brito-Dumancela ?
Universidad Central del Ecuador - Ecuador
carlosbrito.sc@hotmail.com

doi.org/10.33386/593dp.2024.6.2667

V9-N6 (nov-dic) 2024, pp 204-213 | Recibido: 18 de julio del 2024 - Aceptado: 20 de agosto del 2024 (2 ronda rev.)

1 ORCID: https://orcid.org/0009-0006-2632-4822
2 ORCID: https://orcid.org/0000-0002-7371-5141

204



Como citar este articulo en norma APA:A

Reina-Velasco, C., Brito-Dumancela, C., (2024). Desarrollo y validacion de un método LC-HESI MS/MS para detectar y cuantificar
N-nitrosaminas en Valsartan. 593 Digital Publisher CEIT, 9(6), 204-213, https://doi.org/10.33386/593dp.2024.6.2667

Descargar para Mendeley y Zotero

RESUMEN

En la industria farmacéutica, la deteccion de N-nitrosaminas es esencial debido a su potencial
carcinogénico. En el presente estudio, se desarrollo y valid6 un método LC-HESI-MS/MS robusto,
eficiente y sensible para detectar y cuantificar simultdneamente 5 N-nitrosaminas (N-nitrosodietilamina,
N-nitrosoetilisopropilamina, N-nitrosodiisopropilamina, N-nitrosodibutilamina y acido
N-nitrosometilaminobutirico) en Valsartan, un ingrediente activo de la familia de los Sartanes. Se
desarrollé un método para la separacion cromatografica utilizando una columna Accuore C18 (2,6 um,
150 x 3 mm) con elucion en gradiente empleando acido formico al 0,1% en agua (fase movil A) y
metanol (fase movil B). Los limites de deteccion y cuantificacion de las N-nitrosaminas oscilaron entre
0,0337 y 0,0628 ng/mL y 0,1022 y 0,2370 ng/mL, respectivamente, demostrando la alta sensibilidad y
capacidad cuantitativa del método. La recuperacion de las N-nitrosaminas se situ6 entre 70% y 130%,
y la repetibilidad y precision intermedia tuvieron coeficientes de variacion menores al 10%, los mismos
que fueron evaluados en un comprimido que contiene 3 principios activos farmacéuticos (Amlodipino,
Hidroclorotiazida y Valsartan). Las curvas de calibracion se construyeron en un rango de 1,0 a 15,0 ng/
mL, obteniendo coeficientes de determinacion (R?) mayores a 0,995. La estadistica jugd un papel crucial
en este estudio, ya que confirmo la precision, exactitud y fiabilidad del método mediante analisis de
varianza, estudios de linealidad y la construccion de intervalos de confianza. El método propuesto es
adecuado para el analisis preciso y confiable de N-nitrosaminas en Valsartan, contribuyendo a asegurar
la calidad y seguridad de productos farmacéuticos.

Palabras claves: validacion, n-nitrosaminas, cromatografia liquida, espectromectria de masas, valsartan

ABSTRACT

In the pharmaceutical industry, the detection of N-nitrosamines is essential due to their carcinogenic
potential. In the present study, a robust, efficient and sensitive LC-HESI-MS/MS method was developed
and validated to simultaneously detect and quantify 5 N-nitrosamines (N-nitrosodiethylamine,
N-nitrosoethylisopropylamine, N-nitrosodiisopropylamine, N-nitrosodibutylamine and
N-nitrosomethylaminobutyric acid) in Valsartan, an active ingredient of the Sartan family. A method for
chromatographic separation was developed using an Accuore C18 column (2.6 um, 150 x 3 mm) with
gradient elution employing 0.1% formic acid in water (mobile phase A) and methanol (mobile phase
B). The limits of detection and quantification of N-nitrosamines ranged from 0.0337 to 0.0628 ng/mL
and 0.1022 to 0.2370 ng/mL, respectively, demonstrating the high sensitivity and quantitative capability
of the method. The recovery of N-nitrosamines ranged between 70% and 130%, and the repeatability
and intermediate precision had coefficients of variation less than 10%, the same that were evaluated
in a tablet containing 3 active pharmaceutical ingredients (Amlodipine, Hydrochlorothiazide and
Valsartan). Calibration curves were constructed in a range of 1.0 to 15.0 ng/mL, obtaining coefficients
of determination (R?) greater than 0.995. Statistics played a crucial role in this study, as it confirmed
the precision, accuracy and reliability of the method through analysis of variance, linearity studies and
the construction of confidence intervals. The proposed method is suitable for the accurate and reliable
analysis of N-nitrosamines in Valsartan, contributing to ensure the quality and safety of pharmaceutical
products.

Keywords: validation, n-nitrosamines, liquid chromatography, mass spectrometry, valsartan.
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Introduccion

El Valsartdn es un medicamento
antihipertensivo que pertenece a la clase de los
antagonistas de los receptores de angiotensina
Il. Los receptores de la angiotensina II, AT1
y AT2, desempefian un papel crucial en la
regulacion del sistema renina-angiotensina-
aldosterona, influyendo en la presion arterial y el
equilibrio hidrico.(Burnier & Brunner, 1998) La
angiotensina I, al activar estos receptores, induce
respuestas fisiologicas, como la vasoconstriccion
y la liberacion de aldosterona. Sin embargo,
desregulaciones en estos receptores se vinculan
a enfermedades como hipertension, enfermedad
cardiovascular, fibrosis y nefropatias.(De la
Sierra, 2013) La familia de los Sartanes son
medicamentos que bloquean selectivamente estos
receptores y se han desarrollado especificamente
para tratar estas condiciones. (Alba-Leonel et
al., 2014; Del Castillo et al., 1998; Fernandez-
Andrade et al., 1998)

A pesar de su eficacia, el uso de Sartanes
ha enfrentado desafios debido a la deteccion
de impurezas denominadas N-nitrosaminas, las
cuales han sido catalogadas como altamente
toxicasy cancerigenas para el ser humano.
(OMS, 2019) Estos compuestos se forman a partir
de la reaccion de aminas secundarias o terciarias
con nitritos en condiciones acidas.(Moser et al.,
2023) Las N-Nitrosaminas son considerados
contaminantes quimicos de preocupacion
debido a su capacidad demostrada para inducir
cancer en varias especies animales. La Agencia
Internacional parala  Investigacion del Cancer
(IARC) ha clasificado varias nitrosaminas como
carcinogenos conocidos o probables para los
seres humanos, lo que subraya la importancia
de su andlisis y control en productos de
consumo.(EMA, 2020) Basandose en el riesgo
que implican las N-nitrosaminas, la FDA y la
EMA impusieron varias normativas estrictas
para controlar sus niveles desde la revision de
procesos de fabricacion hasta la retirada de
producto del mercado basandose en los limites
aceptables de nitrosaminas para la ingesta diaria
(medicamentos, alimentos y agua potable) los
cuales deben oscilar entre 26,5 y 96 ng/dia.(FDA,
2023; Guo et al., 2019; ICH. M7 (R1), 2017) En
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Ecuador, también se implementaron medidas
sanitarias al respecto. Estas incluyeron el retiro
preventivo del mercado local de medicamentos
que contenian el principio activo Ranitidina
y la modificaciéon de los registros sanitarios
de los productos farmacéuticos que contienen
como principio activo Losartan, Irbesartan,
Olmesartan, Candesartan, Valsartan, Eprosartan,
Azilsartdn y Telmisartan, con el objetivo de
exigir a los titulares de estos registros sanitarios
la acreditaciéon del método para cuantificar las
impurezas NMDA, NDEA y NMBA.(ARCSA,
2022) La contaminacion por nitrosaminas ha
impulsado la busqueda de alternativas mas
seguras mientras la industria farmacéutica trabaja
en desarrollar procesos de fabricacion mas
seguros y nuevas formulaciones de Sartanes que
cumplan con estandares de calidad y seguridad.
(Aldunate, 2021)

En este contexto, la identificacion y
cuantificacion de nitrosaminas demanda el
desarrollo de técnicas altamente sensibles
y avanzadas. (Chang et al., 2020; Oncii et al.,
2023)Actualmente, se han difundido diversos
métodos analiticos utilizando GC, GC/MS y
LC/MS/MS para alcanzar niveles de deteccion
extraordinariamente bajos, del orden de
nanogramos por litro.(James & Edge, 2021;
Mani & Banerjee, 2019) Sin embargo, cada
método tiende a ser especifico para un producto
en  particular.(Chidella et al., 2021; Nagendla
et al., 2022; Wohlfart et al., 2021) EI objetivo
de este trabajo es presentar una técnica analitica
practica, eficiente y de alta sensibilidad, con
facilidad de tratamiento de muestras, destinada
a la deteccion y cuantificacion rutinaria de cinco
nitrosaminas en el principio activo farmacéutico
Valsartan. La metodologia analitica fue validada a
través de cromatografia liquida acoplada a masas
con fuente de ionizacion HESI, asegurdndose
de cumplir con los pardmetros de linealidad,
exactitud, repetibilidad, precision intermedia,
especificidad, robustez, limites de deteccion &
cuantificacion.(ICH. Q2 (R1), 2005)
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Materiales y métodos
Estandares y reactivos

Los estandares utilizados
de N-nitrosodietilamina,
N-nitrosoetilisopropilamina,
N-nitrosodiisopropilamina,
N-nitrosodibutilamina y acido
N-nitrosometilaminobutirico fueron de la marca
Sigma-Aldrich, los cuales se encontraban en
solucion metanolica. Las estructuras quimicas
de las 5 nitrosaminas se muestran en la Figura
1. En cuanto a la preparacion de las muestras, se
emplearon reactivos de alta calidad, incluyendo
agua grado masas de la marca Sigma-
Aldrich, metanol y 4cido férmico grado masas
pertenecientes a la marca Fisher Chemical.

Figura 1.
Estructuras quimicas de las 5 nitrosaminas
analizadas en este estudio
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N-Nitrosoetilisopropilamina
(NEIPA)

Instrumentacion y condiciones

cromatograficas.

Los experimentos se realizaron en un
cromatografo liquido de ultra rendimiento
acoplado a un espectrometro de masas de triple
cuadrupolo TSQ Quantis, equipado con una
fuente de ionizacidon por electrospray (HESI)
de la marca ThermoFisher Scientific y operado
en modo de monitorizacion de reacciones
seleccionadas (SRM) con polaridad positiva.
Los parametros principales del modo SRM
incluyen los iones de interés (iones precursores),
iones producto, energia de colision y fuente
de fragmentacion; todos estos se muestran en
la Tabla 1. La resolucién para el ion precursor
(Q1) y los iones producto (Q3) se fijo en 0,7 y
1,2 m/z (FWHM) respectivamente, utilizando
nitrégeno como gas portador. Como herramienta
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para la recoleccion de datos se utilizo el software
Chromeleon version 7.3.1. La separacion
cromatografica se llevd a cabo en una columna
Accuore C18 (2,6 um, 150 x 3 mm) a 60 °C con
un flujo constante de 0,5 mL/min, con elucion en
gradiente utilizando la fase movil A consistente
en acido féormico al 0,1% en agua y la fase
movil B consistente en acido formico al 0,1% en
metanol, y como disolvente, acido férmico al 1%
en agua. La elucion se realizoé con un gradiente
como se muestra a continuacion: 0 - 1.5 min, 3%
B; 1.5 - 4.0 min, 50% B; 4.0 - 7.0 min, 75% B;
7.0 - 8.1 min, 85% B; 8.1 - 12.0 min, 95% B;y
12.0 - 15.0 min, 3% B para el equilibrio. Cada
muestra se analizo con un volumen de inyeccion
de 40 pL, manteniendo la temperatura a 10 °C.
El tiempo de cada inyeccion fue de 15 minutos,
lavando el inyector a una velocidad de 20 pL/s
durante 5 segundos.

Tabla 1.
Parametros SRM de las 5 nitrosaminas

Energia
Componente Precursor  Producto  de o Fuente de N
(m/z) (m/z) colision fragmentacion
V)
NDMA 75.04 43.00 15.83 18.37
NDMA 75.04 44.07 12.03 18.37
NDMA 75.04 58.07 12.50 18.37
NDEA 103.04 29.12 14.27 14.29
NDEA 103.04 47.00 15.99 14.29
NDEA 103.04 75.12 10.64 14.29
NEIPA 117.09 43.07 16.75 0.00
NEIPA 117.09 47.00 16.12 0.00
NEIPA 117.09 75.12 9.55 0.00
NDIPA 131.04 43.07 11.19 0.00
NDIPA 131.04 47.00 13.13 0.00
NDIPA 131.04 89.05 77.74 0.00
NMBA 147.04 44.07 15.91 0.00
NMBA 147.04 87.07 14.69 0.00
NMBA 147.04 117.05 5.25 0.00

Preparacion de soluciones estandar

Se  prepararon  soluciones madre
individuales empleando estdndares de referencia
certificados para las nitrosaminas NDMA,
NMBA, NEIPA y NDIPA a una concentracion
de 0,2 pg/mL. Adicionalmente, se elabor6 una
solucion madre para la nitrosamina NDEA
con una concentracion de 0,132 pg/mL. Estas
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soluciones madre se utilizaron como punto
de partida para la generacion de soluciones
estandar de trabajo destinadas a la construccion
de curvas de calibracion. Para tal fin, se
seleccionaron concentraciones especificas que
abarcaran un rango dindmico adecuado para el
analisis cuantitativo de las nitrosaminas. Para las
nitrosaminas NDMA, NMBA, NEIPA y NDIPA,
se prepararon soluciones estandar de trabajo a
concentraciones de 1,00, 1,33, 2,50, 5,00, 7,50,
10,00y 15,00 ng/mL. En el caso de la nitrosamina
NDEA, se prepararon soluciones de calibracion
a concentraciones de 0,88, 3,30, 4,95, 6,60, 7,70,
9,90 y 13,20 ng/mL.

Preparacion de soluciones muestra

Para el analisis de Valsartin, se
pesaron 160 mg en un tubo de centrifuga de
15 mL y se agregaron con precision 12 mL de
diluyente. Durante la validacion, se afiadieron
las soluciones patron de nitrosaminas a la
concentracion de interés. Luego, se dejo reposar
la muestra durante 1 minuto, se tapd y se agitd
mecanicamente en un agitador orbital durante 3
minutos. Posteriormente, se transfirieron 1,5 mL
a un tubo de centrifugacion de 2 mL, el cual fue
centrifugado a 5000 rpm durante 15 minutos.
Una vez finalizado este proceso, se tomo el
sobrenadante y se filtro a través de un filtro de
jeringa de 0,22 um PVDF hacia un vial grado
masas.

Validacion del método

El método analitico fue validado
siguiendo los criterios de selectividad,
linealidad, exactitud y precision (repetibilidad
y precision intermedia), de acuerdo con las
directrices generales de los capitulos 1225 y
1469 de la Farmacopea de los Estados Unidos
(USP NF, 2022). Se evalu6 la sensibilidad del
método mediante la determinacion del limite de
deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion
(LOQ), siguiendo los lineamientos de validacion
de procedimientos analiticos establecidos por la
ICH Q2. Ademas, se examino la robustez como
parte de los parametros de validacion.

V9-N6 (nov-dic) 2024 | https://doi.org/10.33386/593dp.2024.6.2667

Especificidad, linealidad y sensibilidad

Para confirmar la especificidad del
método, se realizaron analisis de muestras
utilizando el método desarrollado. Se observaron
los cromatogramas de iones extraidos
individualmente, los cuales muestranlaintensidad
de la sefial de los iones especificos de cada una
de las nitrosaminas en funcién del tiempo de
retencion en la columna cromatografica.

La linealidad se evalué analizando
por triplicado soluciones estdndar de las 5
nitrosaminas a 7 niveles de concentracion. Las
ecuaciones correspondientes y el coeficiente de
determinacion (R?) se obtuvieron mediante el
método de minimos cuadrados. La linealidad es
aceptable cuando el coeficiente de determinacion
R? es superior a 0,990.

El limite de deteccion (LOD) hace
referenciaala concentracion minima de un analito
que puede ser detectada por el método analitico
utilizado, mientras que el limite de cuantificacion
(LOQ) representa la concentracion minima
del analito que puede ser determinada con la
precision y exactitud requeridas dentro de las
condiciones especificas del analisis. Para evaluar
la respuesta de fondo, se analizaron 10 muestras
en blanco y se calcul6 la desviacion estandar de
estas respuestas. Posteriormente, se multiplico la
desviacion estandar por 3,3 para el LOD y por
10 para el LOQ, y se dividio por la pendiente
obtenida de la curva de calibraciéon de cada
nitrosamina. Este procedimiento proporcion6d
valores teoricos para los limites de deteccion y
cuantificacion durante la validacion del método.

Exactitud y precision

La exactitud, repetibilidad y precision
intermedia se evaluaron de forma simultanea
en una matriz compleja (producto que contenia
Amlodipino, Hidroclorotiazida y Valsartan),
preparando muestras por sextuplicado durante
dos dias y con la participacién de dos analistas,
cubriendo tres niveles de concentracion (bajo,
medio y alto) dentro de la curva de calibracion.
La exactitud se calculé como la relacion (%)
entre las concentraciones calculadas y teoricas

208


https://doi.org/10.33386/593dp.2024.6.2667

Development and validation of a LC-HESI MS/MS method to detect
and quantify N-nitrosamines in Valsartan

Digital Publisher

ISSN 2588-0705

de cada nitrosamina. El criterio de aceptacion
para la exactitud fue del 70 al 130 % de
recuperacion, mientras que, para la precision, el
criterio de aceptacion fue % CVr <20 % para la
repetibilidad y % CVI < 30 % para la precision
intermedia.

Robustez

En este parametro se evaludo la
estabilidad de la muestra preparando 6 muestras
a concentracion nominal y analizdndolas una
vez terminada su preparacion, asi como después
de 24 horas almacenandolas a una
temperatura de 2 a 8 °C. El criterio de aceptacion
utilizado fue el estadistico F (Fcalc < Ftab).

Resultados y discusiones
Validacion del método

El ensayo de especificidad indica que
durante estos andlisis no se detectaron picos
de interferencias, es decir, no se observaron
sefales inesperadas o no deseadas que pudieran
confundirse con las sustancias de interés en los
cromatogramas. Esto sugiere que el método
es especifico y puede identificar de manera
confiable las nitrosaminas de interés en presencia
de otras sustancias que podrian estar presentes
en la muestra. Para el estudio de interferencias
se analizaron agua grado masas, disolvente, fase
moévil y matriz, los cuales no presentan ningiin
tipo de sefial que influya en la cuantificacion de
nuestros analitos de interés. Los cromatogramas
individuales de cada una de las nitrosaminas
analizadas se muestran en la Figura 2. Ademas,
los espectros de masas de cada una de las
N-nitrosaminas se muestran en la Figura 3.
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Figura 2.
Cromatogramas SRM aplicando fuente de
ionizacion HESI para 5 nitrosaminas

‘ N-Nitrosodietilamina

N-Nitrosodiisopropilamina
(NDEA) (NDIPA)

N-Nitrosodimetilamina
(NDMA)

N-Nitrosoetilisopropilamina
(NEIPA)

AcidoN-Nitroso-N-metil-4-
aminobutirico(NMBA)

Figura 3.
Espectro de masas (m/z) para 5 nitrosaminas

N-Nitrosodiisopropilamina
(NDIPA)

N-Nitrosodimetilamina N-Nitrosodietilamina
(NDMA) (NDEA)

N-Nitrosoetilisopropilamina
(NEIPA)

AcidoN-Nitroso-N-metil-4-
aminobutirico(NMBA)

Se determin6 la linealidad de las 5
nitrosaminas. Se empleo una técnica de regresion
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lineal por el método de minimos cuadrados
para evaluar esta propiedad. Los resultados
mostraron un coeficiente de determinacion (R?)
superior a 0,999, lo que indica una correlacion
extremadamente alta entre la concentracion de
las N-nitrosaminas y la respuesta del equipo.
Ademas, se realizo una inspeccion visual que
también corrobor6 la excelente linealidad del
método. Estos hallazgos confirman que el método
es lineal dentro del rango de concentraciones
analizadas, lo cual es fundamental para garantizar
la precision y la fiabilidad de las mediciones.
El rango de trabajo de cada nitrosamina y su
coeficiente de determinacion se muestran en
la Tabla 2, asi como también su intercepto y
pendiente.

Tabla 2.

Datos de linealidad de las 5 nitrosaminas

Concentracion (ng/mL)

NIVEL

NDMA NMBA NDEA NEIPA NDIPA
1 0.9498 0.9524 0.8646 1.0503 0.9998
2 1.2664 1.2699 3.2422 1.4004 1.3331
3 2.3745 2.3810 4.8633 2.6258 2.4995
4 4.7491 4.7620 6.4844 5.2515 4.9990
5 7.1236 7.1430 7.5651 7.8773 7.4985
6 9.4981 9.5240 9.7266 10.5030 9.9980
7 14.2472 14.2860 12.9688 15.7545 14.9970
R? 0.9999 0.9999 0.9998 0.9999 0.9999
Intercepto -7.0956 -20.3252 -2.6032 -80.1802  -36.2835

Pendiente 293.5932 353.6569  247.4240  669.1185  344.3598

El LOD y el LOQ representan las
concentraciones minimas a las cuales el analito
puede ser detectado o cuantificado de
manera confiable, respectivamente. En la
Tabla 3 se muestran los limites LOD y LOQ
obtenidos, asi como las desviaciones estandar
del ruido de fondo, ademas la Figura 4 muestra
las regresiones lineales de cada una de las
nitrosaminas analizadas respectivamente.
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Tabla 3.
Limites de deteccion y cuantificacion

Desviacion Limite de Limite de
Compuesto  estandar ruido deteccion (ng/  cuantificacién
de fondo mL) (ng/mL)
NDMA 5.5913 0.0628 0.1904
NMBA 8.3826 0.0782 0.2370
NDEA 5.0686 0.0676 0.2049
NEIPA 7.9400 0.0392 0.1187
NDIPA 3.5177 0.0337 0.1022

Figura 4.
Area vs Concentracion de las 5 nitrosaminas

Linealidad

Para evaluar la exactitud del método
analitico, se llevaron a cabo analisis en tres
niveles de concentracion (bajo, medio y alto),
fortificando cada nitrosamina en el producto
de interés. En el primer dia, un analista prepard
seis muestras, mientras que otro analista
también prepard seis muestras adicionales. Este
procedimiento se repitio al dia siguiente. En
total, se analizaron 24 muestras. La exactitud
se determin6 mediante el calculo del porcentaje
de recuperacion, que representa la relacion (%)
entre las concentraciones calculadas y tedricas
de cada una de las nitrosaminas, obteniéndose
para NDMA: 99,89 %, NMBA: 110,24 %,
NDEA: 84,76 %, NEIPA: 91,34 % y NDIPA:
79,33 % de recuperacion promedio, cumpliendo
con el pardmetro de validacion propuesto de
70,0 a 130,0 %. La Tabla 4 muestra los valores
de recuperacion obtenidos para cada nitrosamina
y para cada concentracion.
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Tabla 4.
Porcentaje de recuperacion de las 5
nitrosaminas en los 3 niveles de concentracion

Concentracion

Concentracion Recuperacion

Compuesto tedrica (ng/g) Z}]{g/egr)imental %)
73.34 74.13 101.08
NDMA 376.21 366.65 97.45
787.58 796.49 101.13
73.54 81.61 110.99
NMBA 377.24 412.63 377.24
789.73 871.39 789.73
64.37 50.89 79.06
NDEA 463.74 394.44 85.06
752.76 678.57 90.15
81.10 88.06 108.60
NEIPA 416.01 339.53 81.61
870.90 729.94 83.82
77.20 62.66 81.18
NDIPA 396.01 303.96 76.76
829.03 663.64 80.05

La precision se evalud en términos de
repetibilidad y precision intermedia, evaluando
el coeficiente de variacion de repetibilidad y la
reproducibilidad respectivamente, obteniéndose
de esta manera en promedio para sus tres niveles
de concentracion los siguientes resultados, para
NDMA: % CV_=5.75y % CV_ = 5.89, NMBA:
% CV_ =482y % CV, = 4.87, NDEA: % CV,
=543y % CV, = 5.47, NEIPA: % CV_=4.30
y % CV, = 4.58 y NDIPA: % CV_=4.56y %
CV, =4.56. Los resultados individuales de cada
una de las concertaciones de las nitrosaminas
respectivas se muestran en la Tabla 5.

Tabla S.
Coeficientes de variacion de la repetibilidad y
precision intermedia

Compuesto  Concentracion tedrica (ng/g) % CV, % CV,
73,34 8,06 8,47
NDMA 376,21 6,74 6,74
787,58 2,45 2,45
73,54 6,87 6,87
NMBA 377,24 4,46 4,60
789,73 3,14 3,14
64,37 7,25 7,27
NDEA 463,74 6,57 6,57
752,76 2,46 2,57
81,10 4,34 481
NEIPA 416,01 6,09 6,19
870,90 2,46 2,75
77,20 5,46 5,46
NDIPA 396,01 5,60 5,60
829,03 2,63 2,63

Las muestras analizadas para el estudio
de robustez demostraron ser estables al ser
almacenadas durante 24 horas a una temperatura
entre 2 a 8 °C, ya que todos los estadisticos F
calculados fueron menores a los tabulados.

Conclusiones

En este estudio se logré desarrollar
un exitoso método LC-HESI-MS/MS para
la determinacion y cuantificacion de 5
N-nitrosaminas en el ingrediente activo
farmacéutico Valsartan, perteneciente a la familia
de los Sartanes. Este método se desarrolld en
un producto especifico, el cual contenia tres
ingredientes activos farmacéuticos (Amlodipino,
Hidroclorotiazida y Valsartan), por lo que se le
denominé un producto con matriz compleja. El
método propuesto fue sometido a una validacion
rigurosa y ofrecid resultados satisfactorios para
el andlisis de las nitrosaminas objetivo. Esto
evidencid un buen rendimiento y especificidad
del método tanto en la cuantificacién como en la
identificacion de nitrosaminas.

Este  método, aunque  validado
especificamente para un Unico principio activo
farmacéutico, marca un avance significativo
hacia su aplicacion en todos los productos de la
familia de los Sartanes. Este estudio establece
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una base solida para futuras investigaciones
orientadas a adaptar y validar el método en
una variedad de productos farmacéuticos,
tanto dentro de la misma familia como en otras
categorias de ingredientes activos.
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