27,

—')_’QL/

UNIVERSIDAD NACIONAL Allll]NllMI ﬂ[ MEXIBII

“ZARAGOZA "

DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO
ANALITICO PARA DETERMINAR NAPROXEN EN
GRANULADO.

T E S 1 S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE;

QUIMICO  FARMACEUTICO  BIOLOGD

P R € 8 E N T A :

ECTOR¥* LUIS RASGADO

Dy

MEXICO, D.F. | 1990

TESIS CcoN
FALLA DE ORIGEN

ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



T. INTRODUCCION. .. svvvenssvnensennevnensonnnnasOL

CONTENIDO

II. FUNDAMENTACION DE LA ELECCION DEL TEMA......03 .

III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.....:svseesssnses08

IV. OBTETIVOS. .« o seenreseseannsnssssncoacensens.08

Vo HIPOTESIS:..uuveenrunensananioassssiis

VI, METODOLOGIA..+vcovoeessoccntsossenssssasssiasld

A. PRUEBAS DE SOLUBILIDAD.....veeescvsnssnsssl0

B. DESARROLLO DEL METODO ANALITICO.......ss..10

C. VALIDACION DEL METODO ANALITICO...sec0essa1l

VII. GENERALIDADES..u+4+ stnvecscenvooantensssrasll

A. CROMATOGRAFIA...cusvaeeurevivocnssnenrsaeall

1.
2.
3.
4.

Definicion..cvivsriessirncsnnarssnriansll
Histori@..eioeesessnnosnnsnsvacesanes 12

Clasificacidn de Cromatografia. .......13

Tipos de Cromatografia de Liguidos de
Alta Presidn....coeseceresncnsscassnsassld

Liiiiiio



5. Conceptos BiAsicos de Cromatografia de
Liquidos de Alta Presion.......cc..e..:15

6. Ventajas y DesventajaB......eccs000010.:220

7. cbmponentes Basicos de un Cromatografo.2l

B. ESPECTROFOTOMETRIA...:s0v0cevscasvsuccsseas3d0
1. Definicidn....cccieoneencenncnncsedneasd0
2. Espectrofotdmetros......ccvvesvvesaassns30
3. LOY d€ BEET.ueeevernoecanasrnnsrranneasdl

C. ACIDO~BASE. .+ eresvveasrantoanssasrasseassesd
1. Definicion..iceeiirenrenroracnsncnsasse3d

2. Requisitos Fundamentales para llevar a
Cabo este Tipo de Reaccidn...ieeevesves35
3. Disolucidn Patrén......c.ccevuseessssnsealdb
4. Patrones Primarios.....-eeceeesrocrnsanssd?
5. Deteccidn del Punto Final: Indicadores...38

6. Valoraciones Acido-Base en Medio no

RACUOBO. s sasrassnosansasnrssassssansssonssdd
7. Principios GeneraleS........c.eeeeesecesss54

VIITI. VALIDACION. . ccsesaescssosasccassssnsssansssabb

A. DEFINICION.....evuvunonssi Veie.s56

IX. MONOGRAFIA....veusvueooess

A. NAPROXEN TABLETAS....;: 
X. FARMACOLOGIA.......%ssissss
H;;.;§,7;.ss

“A. FARMACOCINETICA. .u.nsueosstissy

B. APLICACIONES CLINICAS......-;.......;‘....72



XI. PARTE EXPERIMENTAL. ... s .vnsuivsessssiss

XII. RESULTADos.l.......................,;L..;;.:ig

A. DESARROLLO DEL METODO ANALITICO...evvvvss .787
1. Determinacién de Naproxén por
Titulacién NO ACUOBA..eccienssanvansesa?B

B. VALIDACION DEL METODO ANALITICO..«:::sv...80
1. Especificidad ante Excipientes.........B80
2, EXactitud. . vvucenusntssrirrrronsrereasBl
J. Linealidad....c.cevereecesnrannnsannnnnB2
4, Precisidn...iivvriiiiieresrsnrssnsnseeaB5

C. COMPARACION DEL METODOS ANALITICOS .......B8
1. Cromatografia de Liquidos de Alta

Presitn..c.ccereccesranrssscasesccsranee88
2. Espectrofotometria.cessevecccvecrssseadds

XIII. COMPARACION ESTADISTICA DE METODOS
ANALITICOS . cccncessacrcnrsssacosoonscsennsesl03
A. COMPARACICN DE IOS METODOS 1 Y 2.........103
B. COMPARACION DE LOS METODOS 1 Y 3.........107

XIV. ANALISIS DE RESULTADOS...cevsevcnvocveains

xv. CONCLUSIONES..........................ga.:;.l;éjf

XVI. BIBLIOGRAFIA.................;......{..... 113



XVII. ANEXO A. FORMULAS PARA EVALUAR LA PRECISION
REPETIBILIDAD DE UN METODO ANALITICO.......117

XVIII. ANEXO B. FORMULAS PARA EVALUAR LA LINEALIDAD
DE UN METODO ANALITICO..scsvsesvvevressasssllB

XIX. ANEXO C. FORMULAS PARA EVALUAR LA EXACTITUD
DE UN METODO ANALITICO...ccvsvssrsnnvesns120

XX. ANEXO D. FORMULAS PARA EVALUAR LA
REPRODUCIBILIDAD DE UN METODO ANALITICO....121

XXI. ANEXO E. FORMULAS PARA EVALUAR LA COMPARACION
DE METODOS ANALITICOS....ccc0eseassscssensssl2d



X. INTRODUCCION.? S

Durante los ultimos afos, los farmacos antiinflamatorios
no estercides mds recientes han conquistado en grado
dominante, la aceptacidn médica para 1la reduccién de 'la
inflamacién y el dolor en la artritis reumatoide y otros
padecimientos reumaticos. Algunos han ganado preferencia al
gradeo de haber desplazadoe el aicldo acetilsalicilico de su
posicidén tradicional como el farmaco de eleccién en una
diversidad de indicacicnes.?

En el intento de buscar farmacos que alivien la
infliamacién y el dolor; se ha tenido especial éxito en los
compuestos derivados del d&cido propidnico; tales como el
naproxén, esto es debido a gue su mecanismo de accidn, es
basicamente a nivel de misculos; mediante estudios se ha
comprobado que estos compuestos poseen propiedades
clinicamente importantes come inhibidores de la sintesis ge
la prostaglandina-sintetasa.

Estos compuestos han demostrado tener un orden elevado
de eficacia en aliviar la inflamacién y el dolor en un amplio
espectro de padecimientos reumdticos y no reumdticos. Mas
recientemente se ha encontradc que el naproxén es un potente
inhibidor de 1las agregaciones plaquetarias; y por lo tanto

itil en la profilaxis de los ataques de migrafia. 4

Actualmente los métodos que normalmente se utilizan para
analizar el naproxén en forma farmacéutica; son un nétodo
espectrofotométrico, y por cromatografia de llquidos de



alta presién, dichos métodos son muy eficaces; sin embardo,
requieren un tiempo de analisis considerable.

Tomando en cuenta esta problemidtica se ha creado la
necesidad de buscar un método preciso, exacto y rapido, que
permita analizar de manera mds rapida el naproxén en
granulade durante el proceso de fabricacién. Una de 1las
alternativas mas viables, para resolver este tipo de
problemas, es por medio de una titulacidn; ya que el naproxén
sn su estructura presenta grupos funcionales (grupo metoxi y
a4cido carboxilico} gque pueden ser utilizados para determinar
dicho compuesto en una forma farmacéutica,

Respecto a la validacidén, la industria farmacéutica esta
espacialmente interesada en la validacién de métodos
analiticos debido al gran incremento de nuevos productos que
tienen gue ver con la salud y que requieren de métcdos de
andlisis apropiados.

Una parte integral del desarrollo de un método analitico
as la validacién del mismo; es decir; el método debe probarse
para deternrinar su efectividad. La validacidn general incluye
un evaluacién de 1la precisién, 1linealidad, exactitud vy
especificidaq, Y ademas proporciona una medida de
comportamiento del método.

El proceso de validacién?? de un método en particular
esta basado en principios cientificos adecuados 'y ha sido
optimizado para propdsitos practicos de medicion.



II. FUNDAMENTACION DE LA ELECCION DEL TEMA.4+8.12

El naproxén es el isémero dextrsgiro del dcido 6-metoxi-
alfa-metil-2-naftaleno acéticor es un derivado del 4&cido
propiénico, cuya estructura molecular es:

"3

CHCooIt -

Cllao .

Actualmente el naproxén se determina por cromatografia
de liguidos de alta preslén y por espectrofotometria, pero
tambidén existe la posibllidad de ser cuantificado por métodos
de titulacién, ya que en su estructura presenta grupos
funcionales (grupo metoxi y adcido carboxillco) qua pueden ser
determinados por dichos procedimientos.

La cromatografials es un método que permite separar,
identificar y aislar 1los componentes de una mezcla da
compuesto quimicos medlante la distribucién de una muestra
entre dos fases una estacionaria y otra mévil, la fase
estaciondria puede ser un sélido o un liquido, la fase movil
puede ser un ligquido o un gas.



Las técnicas cromatogrificas incluyen todo procesc en el
que la separacidn de una mezcla es realizada por la adsorcidn
diferencial o solucién de los componentes individuales entre
dos fases inmiscibles. La forma comin de la separacién
cromatografica es la retencién selectiva de cada una de los
componentes de una muestra en la fase estacionaria; esta
retencién es debida a diferencias en adsorcién, particién,
solubilidad, presién de vapor, tawmafic molecular o carga
iénica entre el soluto y la fase estacionaria involucrandose
también un sistema de transporte o fase mévil. Las diferentes
velocidades de elucién de cada compuesto dependen de la
distribucion relativa o particién de dicho soluto entre las
dos fases.l6

La espectrofotometrial?®+2l o5 un método fisicoquimico
que consiste en la obsorcién o emisidn de la energia
radiante. La energia radiante se define comoc 1la energia
transmitida en forma de radiacidén electromagnética. Puede ser
. emitida por sustancias bajo condiciones de gran excitacién,
tales como las producidas por altas temperaturas o por
descargas eléctricas; esta energia puede ser absorbida,
transmitida, reflejada y refractada por muchas sustancias en
diferentes estados de agrgacidén (sdélido, liquido, disolucidn
Y gas) si la radiacién incidente tiene una longitud de onda
apropiada La energia que incide sobre la muestra es una
radiacién monocromatica de un solo haz, © por razones
practicas una banda muy estrecha de longitudes de onda; esto
as, cuando se ha elegido un intervalo de longitud de onda.

Beer, postuld que la reduccion de energia radiante de un
haz de radiacidén monocromatica es proporcional a la
intensidad o potencia del haz y a la cantidad de sustancia
absorbente situada en trayectoria (Ley de Beer).



otra alternativa para determinar el naproxén, pueden ser
los métodos de titulacién.

La titulacién'' consiste en la adicién de un volumen
medido de la solucidn de concentracidn conocida para que
reaccione con el constituyente buscade. La solucidén de
concentracién conocida es una solucidn patfén, que puede
prepararse en forma directa o por normalizacién mediante
reaccién con un patrdn primario.

El punto final de la valoracidn se aprecia por un cambio
brusco de alguna propiedad del sistema reaccionante, estimado
con un indicador; este cambio debe presentarse idealmente en
el momento en que se haya aftadido una cantidad de reactivo
equivalente a la sustancia buscada, es decir, en el punto de
equivalencia de la reaccidn.

Es bien sabido que en A&cido-base; que un acido al
disolverse en agua, emite idnes u* ;los cuales le otorgan al
agua un determinado grado de acidez, que es valorable en su
totalidad al ser titulada con una solucidén de concentracidén
conocida de una base fuerte.

No obstante es conveniente hacer algunas aclaraciones al
respecto.

De acuerdo con la teoria de Bronsted y Lowry, un acido
es una sustancia molecular o idnica, capaz de ceder un protdn
(H+), en tanto gue una base es una sustancia molecular o
iénica capaz de aceptar un protdn. E1 agua al disolver un
dcido, como el acido clorhidrico acepta por caracter basico
un protdn del dcido. En este caso gue es un 4cido fuerte, por
ser alta su jonizacién en medio acuoso, la ionizacidén del
agua pasa desapercibida y todo el dcido es titulable con una



base fuerte sin que la disociacién del agua de lugar a
herror. Pero tratandose de &cidos dédiles, es decir con una
constante de disociacien muy baja en medio  acuoso, su
titulacidn no puede ser exacta y a veces imposible, ya gue se
presanta la interferencia de los iones del agua, que no se
encontraran en tan gran minoria como en el caso del 4cido
fuerte. El no poder titular un acido débil en medio acuoso,
hizo necesario buscar métodos en los cuales no intervengan el
agua, sino sustituir a ésta por otro solventes capaces
tambidn de admitir y de aceptar protones.

Si en vez del agua, Be empleara un disolvente menos
4cido que ésta, el #Acido tendria libertad para lionizarse
totalmente, pudiendo asi ser titulado. Entre los disolventes
empleados con este razonamiento como base s8e encuentran
algunas aminas aminas organicas, que se usan no por ser bases
m4s fuertes, sino por ser Acidos mas débiles que el agua.
También pueden emplearse disolventes no polares como el
benceno y el cloroformo. ’

Los disolventes no acuasos empleados en las titulacicnes
en medio no acuoso, se han clasificado por H. A. Laitinen en
tres clases:

1. Los que poseen en liqual grado propiedades 4cidas y
basicas muy débiles (amfipréticos), como los alcoholes.

2. Los que no denctan propledades 4cidas ni basicas
(apréticos o inertes), como el benceno o el cloroformo.

3. Los de caracter basico manifiesto, pero de
inapreciable acidez, como el éter, piridina etilendiamina,
dimetilformamida, etec. wutilizando como agente titulante
metéxido de sodic o de potasio.



A su vez Kolthoff y Bruckenstein, dividen los solventes
que poseen caracteristicas acidas o basicas, o bien ambas y
que pueden ser tituladas en medio no acuoso en tres clases:

1. Disolventes con propiedades Acido-ba&sicas comparables
a las del agua, como las del agua.

2. Disolventes que son Acidos mds fuertes y bases mas
débiles que el agua ; como por ejemplo el &cido acético
glacial,

3. Disolventes con mas alta basicidad y mas baja acidez
que le agua, como el amoniaco liquido anhidro, etilendiamina,
dimetilformamida, piridina, etc.

En las titulacicnes de los &cidos débiles como 1los
dcidos carboxilicos, sulfonamidas, alcoholes, etc. en medio
no acuaso, se han empleado soluciones valoradas de metéxido y
etéxido de sodic o de potasio, o un hidréxido- de tetra-
alquilamonio.

Para valorar las bases débiles se ha usado el acido
perclérico; como medio de disolucidn se utiliza el acido
acético glacial.



Considerando la necesidad de la industria, de acelerar
el proceso de fabricacién del naproxén en tabletas; es
necesario, desarrollar y validar un método analitico, que
permita cuantificar el naproxén de una manera mis rapida,
sencilla y eficaz; y asi mantener los limites de principio
activo de dicho medicamento. Con este método se optimizard el
proceso de fabricacidn del naproxén en tabletas.

Actualmente, durante 1la etapa de granulacion del
medicamento antes mencionado; el naproxén debhe ser
cuantificado por espectrofotometria o por cromatografia de
liquidos de alta presién; métodos qué requieren de un tiempo
considerable de analisis, razén por la cual es necesario
desarrollar y validar un método analitico igualmente
confiable, pero que presente la atenuante de tiempo, ademas
que presentara la ventaja de costo menor.

Por otra parte, el método a desarrollar deberd ser mucho
mds sencillo de aplicarse, gue los métodos antes mencionados.



1. Desarrollar y validar un método analitico por
volumetria para determinar en forma ripida el naproxén en
granulado.

2. Comparar el método analitico desarrollade, con los
métodos de cromatografia de liquidos de alta presidon y
espectrofotometria existentes en el laboratorioc.

Con base a las propiedades fisicas y quimicas del
naproxén sera posible desarrollar y validar un método
analitico por volumetria, que permita cuantificar el naproxén
en forma rapida, y asi, mantener los limites de principio
activo durante el proceso de fabricacidn de naproxén en
tabletas.
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Ss llevaran a cabo pruebas de solubilidad del naproxén
como materia prima y en granulado, en diferentes solventes
organices, con la finalidad de elegir el disolvente capaz de
disolver tanto al principio activo como a los excipientes.

Una vez elegido el disolvente adecuado, se probaran
diferentes agentes titulantes y asi elegir el mads vidble.

con el objeto de realizar el andlisis lo mds rapido
posible, se tomaran diferentes cantidades de muestra
{granulado)} hasta obtener un volumen gastado de agente
titulante menor a un mililitro.
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£- VALIDACIOM DEX METODO AWALITICO,

Acontinuacién se mencionan los parametros a -evaluar en
este procedimiento:

1. Especificidad.
2. Exactitud.
3. Linealidad.
4. Precisién.
a. Repetibilidad.
b. Reproducibilidad.

A. CROMATOGRAPIA.G+7/16:24 .

DEFINICION.

La cromatografia es un método gque permite separar,
identificar y aislar los componentes de una mezcla de
compuestos gquimicos mediante la distribucion de una muestra
entre dos fases, una estacionaria y otra mévil, la fase
estacionaria puede ser un sélido o un liquido, la fase mévil
puede ser un liquido o un gas.
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2. HISTORIA.16+24

En 1905, Ramsey utilizé por primera vez técnicas
cromatograficas para separar mezclas de gases y vapores. Al
afio siguiente el boténico ruso Tswett empleo la cromatografia
de slucién en un experimento que tenia por objeto la
ssparacion de la clorofila de extractos vegetales. En una
columna de vidrio, rellena de carbonato de calcio, introdujo
el extractc vegetal disuelto en éter de petrédleo; depués,
agrego mis éter de petrdleo y ocbservd que a medida que el
éter pasaba a través de la columna, se separaban bandas de
diversos colores que correspondian a los carotencs, las
clorofilas y las xantéfilas. De agui el origen de la palabra
cromatografia que 1literalmente significa "color escrito",
actualmente este método se llama cromatografia 1liquido-
sélido. ) :

. En 1930, el sueco Tiselius y sus colaboradores
introdujeron dos técnicas diferentes a la técnica de elucidn,
que son el andlisis frontal y el andlisis por desplazamiento,
en desuso, 16

En 1941, Martin y Synge introdujeron la cromatografia de
reparto, premic novel de quimica en 1952. Esta técnica
evoluciono con rapidez, llegando a ser lo que ahora se conoce
como cromatografia en papel y una versidén 1limitada de
cromatografia liquido-liquide en columna. Introdujeron el
concepto de plato tedrico el cual se adopta como medida en la
eficiencia cromatografica.l6

En 1952, Martin y James introdujeron la cromatografia de
gases, la cual se ha convertido en una de las técnicas
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analiticas més utiles para analisis de gases y compuestos
orgdnicos volatiles..

Fue hasta en 1968 gue se produjo' un avance considerable
en estd técnica que tantos afios habia permanecide olvidada;
este avance fue gradual y se debio a la introduccién de altas
presiones de opéraciéri y sistemas de deteccidén continuas.

Entre los afos de 1967-1969, Xickland, Huber y Horvath,
Press ¥ Lypsky son los primeros que describen un cromatograma
"de ligquidos de alta presién. '

Ia cromatografia 1liguida de alta presién - es,.-"unn
" modalidad de la cromatografia -en -la fase estacionaria se

encuentra empaquetado en una columna y la fase mévil, es un
liguido que fiuye a través de la primera.

3. CLASIFICACION_DE CROMATOGRAFIA.

CROMATOGRAFIA

{ 1
CAS Liguina

COLUMNA i"LJ;NA

€L CLL Cfou CiY CE CCF cP

CPC CFd

Tig, 1.. Métodos cromatogrificos. CGS: Cromatograffa Gas-561lido: CGL:
Cromatograffa Gas-Liquido; CLS: Cromiatografia Liguido-S8lide; CLL: Cro-
. matografia Liquido--Liquido; CFQU: Cromatografia de Fase Quimicamenve Uni-
da; CIX: Cromatograffa de Intercambio I&nico; CCF: Cromatografia de Capa
fina; CP: Cromatograffa de Papel; CL: Cromatograffa de Exclusibn, CPG:
Cromatografia de Permeacién en Gel; CFG: Cromatograffa de Tiltracibn en

.



14

4. TIPOS DE CROMATOGRAFIA DE LIOUIDOS DE ALTA PRESION.

a.  Cromatografia de Exclugidn, Esta técnica es
conocida como cromatografia sobre geles; cromatografia de
permeacién o de filtracién, efectua la separacién . de acuerdo
con el tamafio de las moléculas. La columna se rellena de un
gel, cuyos poros son de tamafio similar al tamafio de las
moléculas de la muestra. El intervalo de pesos moléculares en
que se puede trabajar por cromatografia de exclusién varia
desde aproximadamente 500 g/mol o menos hasta varios
millones.

El intervalo de pesos moleculares dentro del cual es
dtil un material estid determinado por dos limites, uno
inferior, llamado limite de permeacién, por debajo del cual
todas las moléculas de menor tamafio son igualmente difundidas
dentro de 1los poros del material 9 otro limite superior,
limite de exclusién, por encima del cual todas las moléculas
de mayor tamafic no pueden penetrar en los poros.

k. Cromatografia de Adsorcjén. La separacidén se basa
en un fendmeno de adsorcidn-desorcién, en la que la fase
estacionaria es un adsorbente.

<. Cromatografia de Intercambio JIdnico, En ésta la

fase estacionaria tiene una superficie cargada idnicamente
(anidnica o catidnica) empleada para compuestos que presentan
cargas en su estructura, En este tipo de columnas la fase
mévil que generalmente se emplea es una solucidn buffer en
que el pt y la polaridad se utilizan para controlar el tiempo
de elucion.
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1a separacién por intercambio idnico se basa
principalmente en 1ia competenciéd entre la fase movil y la
muestra iénica por los sitios o grupos activos de una resina
intercambiadora de iones.

El lenguaje comin enmpleado en cromatografia utiliza
algunog términos y simbolos caracteristicos de estd técnica
instrumental a continuacién se dan los mas utilizados,
indicando en los casos pertinentes su importancia operacional
y 1a forma en gue son evaluados (fig 2).

Fib)

At ——4
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e I
& ; :
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8 |
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8 ety ! Bat 1
: !
Ecd
w i .
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T S A A T N B B Y S A

Fig. 2. Cromatograma tipica.
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a. TIEMPQ DE RETENCION (T¥).

Es el tiempo en que la muestra permanece dentro de la
columna, y se mide desde el momento en que la‘ muestra se
introduce al sistema hasta el momento en que se obtiene el
punto méximo de la sefial o pico (fig 2). E1 tiempo de
retencidn es caracteristico de la muestra, la columna, la
fase mévil y la temperatura.

Es el tiempo requerido para eluir una muestra no
retenida en la columna y se determina midiendo el tiempo Qde
retencién de la fase mévil o bien de una muestra similar.

Es la diferencia entre Tr y To, es decir la medida del
tiempo que la muestra permanece retenida en el material de
relleno de la cclumna.

Dicho de otra manera, Tr es el tiempo total de
permanencia en la columna, To el tiempo que la muestra
permanece en la fase mdvil y, por lo tante Tr’ es el tiempo
que la muestra permanece retenida en la fase estacionaria.

Tr'= Tr - To
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Q. ANCHURA DE LA BASE DE IAS SERALES (Wb).

Es la porcidn de linea base interceptada por tangentes
trazadas a ambos lados de una sepal cromatogriafica; asumiendo
que la forma de la sefial es gausiana, esta anchura es
aproximadamente igual a cuatro veces el valor de , O sea la
dispersién de una distribucién gausiana de valores,

Este valor de anchura se emplea en el cialculo de 1la
resolucion y eficiencia de los sistemas cromatograficos.

Un platoe tesrico es el equilibrio de distribucidn de la
muestra entre la fase mévil y la fase esatacionaria, Se
determina como sigue:

¥ = 16(Tr/wWb)?
El nimero de platos tedricos es una medida de 1la

eficiencia de la columna y sistemas asoclades, y es asi gque
cuanto mayor sea N, mis eficiente sera la columna.
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£. ALTURA EQUIVALENTE A UN PLATO TEORICQ (AEPT!.

Se reprasenta de la siguiente manera:
AEPT = L/K

ponde, 1= longitud de la columna (mm o cm).

Recordando la definicién de plato tedrico, se deduce que
AEPT as la longitud de columna requerida para obtener un
equilibric de la muestra entre la fase novil y la fase
estacionaria. Si el valor de AEPT es pequefio, esto se traduce

en un mayor numerc de platos teséricos por unidad de longitud
¥, por tanto la columna serd mas eficiente.

9, COEFICIENTE DE DISTRIBUCYON © DE REPARTO (K).

K = CMMFE/CMMFM

Donde CMMFE = Cantidad de muestra por mililitro de fase
estacionaria.
CMMFM = Cantidad de muestra por mililitro de fase
movil,

El coeficiente de distribucicén es una propiedad fisica
fundamental de cada sustancia. Es caracteristico de cada
muestra y del sistema de fase mévil y de fase estacionaria en
consideracidn, y también es funcién de la temperatura.



h. RELACION DE FASES (B).

Se representa por la formula:
B = MFM/MFE

Donde MFM = ml] de fase mévil,
MFE = ml de fase estacionaria.

4. FACTOR DE_CAPACIDAD (K%},

XK' = Tr'/To

Donde, Tr’ = tiempo en la fase estacionaria.
To = tiempo en la fase mévil.
Si se combinan las definiciones anterires también
puede expresar por:

K=K'. B

j. RESOLUCION (R).
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se

Es una medida cuantitativa del grado de separacidn

obtenida entre dos compuestos.

R = DT/1/2Wa + Wb = 2(Tr,=Tr,)/Va +W b

DT, Wa, Wb deben ser expresados en las mismas unidades.

Un valor de R igual a 1.5 significa separacidén completa.
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k. SELECTIVIDAD (S).

Valores elevados de S significan mejores separaciones.
§ = Tr',/Tr’y

En forma practica se puede decir gue S es una medida de
la solubilidad diferencial de dos compuestos es 1la fase
estacionaria.

Al igual que toda técnica analitica la cromatografia de
liquidos de alta presién, tiene albunas limitaciones, las
cuales, junto con sus ventajas, acontinuacién se enlistan.

Ventajas

1. Mayor velocidad de analisis.

2. Alta resolucioén.

3. Buena sensibilidad.

4. Automatizacién.

5. Amplio espectro de aplicaciones.
6. Exactitud.

Desventajas
1. Instrumentacidén costosa.

2. Elevado costo de operacién.
3. Experiencia necesaria.
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A continuacién se describen brevemente los principales
componentes de un cromatdégrafo de liquidos de alta presidn.

LEDOD OF 111SION
Bt | y I . |_=.'-.
by SF vana
Peuslbe 1 3 N CTURA
Y 4

COLUMNA
RECPENTE

RECIINADON

h,,/ : DETECTON ‘—
o~ I

7

Fig. 3. Componentes de un Cromatdgrafo de Liquidos de
) Alta Prasiodn.

Aunque la fase movil

ne es parte del instrumental
propiamente dicho, el control de la presidén, el flujo y la

composicidon son muy importante.
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La fase mévil es el tansporte de la muestra; por lo cual
de reunir las siguientes caracteriticas:

1. Debe disolver la muestra.

2. No debe degradar o disolver la fase estacionaria.

3. Debe tener baja viscosidad.

4. Pebe tener la polaridad adecuada para permitir una
retencién conveniente de la muestra en la columna. Un valor
de K’entre 2 y 10 es adecuado.

5. Debe ser de alta pureza.

La fase mévil puede ser un disolvente o una mezcla de
disolventes. Los disolventes mias comunmente usados en
cromatografia de liquidos de alta presién son: acetonitrilo,
metanol, etanol, agua, tetrahidrofurano, etc.

Las columnas utilizadas en cromatografia de liquidos de
alta ptesibn, estan rellenas de materiales especiales de
particulas muy pecuefias, lo cual hace que la resistencia al
flujo de la fase mévil sea muy elevada. Por esta razén , se
requiere un sistema de bombeo que haga fluir la fase movil a
un flujo razonable, pues de lo contrario los anilisis serian
muy lentos.
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Los aspectos mas importantes de todo sistema de bombeo
gon:

1. Presién maxima de operacidén (400 Atm.).

2. Intervalos de volumenes obtenibles (entre 0.5 y 10
ml/min) .

3. Reproducibilidad y constancia del flujo.

4. El flujo debe ser continuo.

También son importantes 1la resistencia a liquidos
corrosivos, la facilidad para efectuar el cambio de fases
méviles y la limpieza del sistema.

De acuerdo con las caracteristicas de funcionamiento y

de disefio, se pueden considerar basicamente dos tipos de
bombas:

a. Bombas mecinicas,
b. Bombas neumaticas.

a. Bombas Mecdnicas. Hay dos tipos distintos,

1). Bombas reciprocas (pisﬁdn o diafragma). Son bombas
que desplazan flujos de volumen constantes en forma no
continua, sino mas bien pulsante. En general la maxima
presion que se puede obtener es de aproximadamente 600 atm.

Una de las desventajas de este tipo de bombas es que el
flujo se obtiene en forma de pulso y no en forma continua y
uniforme. Esto puede causar pérdida en la eficacia de 1la
columna e inestabilidad en el detector.
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Avancaes recientes en el disefio de este tipo de bombas lo
constituye la bomba de doble pistén, accionada por un solo
motor & través de un eje excéntrico, de forma tal gue
mientras un pistén succiona el disolvente el lo expulsa fuera
de la bomba; el flujo de ambos pistones gqueda libre de
pulsaciones.

2). Bombas de desplazamiento continuo. También se les
llama bombas de émbolos o bombas de tipo jeringa, son
aquellas en que un émbolo o pistén es desplazado en forma
continua y uniforme por un motor de precision, comprimiendo
el liquido contenido en una camara de un cierto volumen, el
liguido fluye luego a través de una apertura en la misma
cAmara y se obtiene asi un flujo de volumen constante que
puede variar segin se desplace el émbolo a mayor o menor
velocidad.

b, Bombas neumdticas. En este sistema de bombeo el
liquido es desplazado mediante la presidn ejercida.por un gas
inerte a alta presidén.

La presién maxima obtenible estad limitada por la presion
del gas y por el material de fabricacién del sistema. los
flujos obtenidos estan libres de pulsaciones y son de presidn
constante.

Las desventajas de estas bombas son la capacidad
limitada en el volumen total que puede bombear, y la difusion
que presenta el gas el liquido. Este ultimo problema se puede
resolver utilizando alguntipo de interfase entre el liquido y
el gas, evitando el contacto directo entre ellas, o bien,
desechando lag ultimas porciones de liquido que han sido
saturadas por el gas.



25

La introduccién de la muestra se realiza con una jeringa
, de capacidad muy pequefia (10 a 250 mcl.). La muestra se
deposita en una pequefia cémara donde posteriormente es
disuelta y arrastrada por la fase mévil.

Actualmente se emplean inyectores automdticos, es decir
vdlvulas inyectoras, que realiza las funciones de un
analista.

Los sistemas de inyeccidén se fabrican de materiales
inertes, como el teflén y el acero inoxidable, y el diseilo es
tal gque resisten presiones muy elevadas.

La columna junto con la fase mévil, son la parte vital
de un sistema cromatogriafico. En la columna es donde se va ha
llevar a cabo la separacién de los compuestos de una mezcla.

Basicamente la columna consiste en un segmento de tubo
de alguin material inerte, de didmetro uniforme y capaz de
resistir altas presiones, el que comunmente se utiliza es el
acero inoxidable.
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Los avances en la tecnologia de columnas puede resumirse
como sigue:

" 1, Elaboracién de particulas de tamafio muy reducido (5u)
2. Uniformidad del tamafio de las particulas.
3. Refinamiento en los procesos de relleno de las
columnas.
4. Procesos quimicos muy eficientes en la preparacién de
materiales de fase estacionaria guimicamente unida.

1) . Fases Estacionarias. En cromatografia de iiquidos de
alta presion, las dimensiones de las particulas de los
materiales empleados son muy pequefias, y muchas veces estas
particulas tienen forma regular. A algunos de estos
materiales se les llama peliculares, y otros contienen fases
liquidas quimicamente unida a la superficie del material.

Particulas de relleno poroso, gel de silice y alumina
principalmente son m&s o© menos grande. Solo se utilizan
materiales porosos cuyas particulas sean de tamafo menor a 50
um.

Otros tipos de materiales usados son los 1llamados
abgorbentes peliculares, también conocidos como absorbentes
de capa porosa, de porosidad superficial o de centro sélido.

2). Materiales para Cromatografia de Intercambic Idnico.
En primer lugar cabe citar las resinas porosas, que consisten
en particulas rigidas del copolimero estireno-divinilbencenc
en cuya superficie y poros se encuentran 1los grupos
intercambiadores de iones. Otro tipo de material es el
intercambiador de iones pelicular o resina pelicular, que
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consiste en una particula vitrea de forma esférica recubierta
de una capa muy fina del copolimerc estirenc-divinilbenceno,
la cual contiene los grupos activos., Un tercer tipo de
material consiste en particulas de zipax, en cuya superfucie
se han incorporado grupos intercambiadores de iones; a este
material se le conoce como resinas superficialmente porosas.

Los grupos presentes en todo tipo de resinas de
intercambio idénico suelen ser: -NR4+ Yy FH? en el caso de
resinas de intercambio aniénico, que se obtienen
conmercialmente en forma de cloruros, Yy -50%H en el caso de
resinas de intercambio catiénico, que se adquieren en forma
de sales de sodio.

El detector mas utilizado es el detector de 1luz
ultraviqleta. Como sabemos el detector es el que nos va ha
ayudar ha determinar la separacién que se este dando, y nos
va ha proporcionar la informacién que se requiere.

Al considerar un detector en términos de su aplicacidn a
un cierto problema, o al evaluar las cualidades de un cierto
disefio deben tomarse en cuenta ciertas propiedades generales,
tales como: respuesta, sensibilidad, ruido, linealidad, y la
estabilidad.

Los detectores mas utiligzados son: el detector de 1luz
ultravioleta y el detector de fluorescencia.
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a. Detector de Iuz Ultradioleta, Su funcionamiento se
basa en la absorcién de luz por parte de la muestra al pasar
a través de ella un haz de luz monocromatica ultravioleta.

Hay dos tipos de detectores de luz ultravioleta.

1). El de longitud de onda variable, que no .solo es de
aplicacién mas variada y sensible sino también mids costoso.

2). El fotémetro de luz ultravioleta, que funciona a una
gola longitud de onda, es muy sencillo, econdémico y también
se obtienen resultados confiables.

Este fotdmetro de 1luz ultravioleta, es relativamente
insensible a los cambios de flujo y de temperatura, siempre y
cuando el disolvente no absorba en dgrado apreciable en la
longitud de onda que opera el fotémetro.

b. Detector de Fluorescencia., Actualmente es el detector
nds sensible. En condiciones buenas es posible detectar con
este instrumento cantidades del orden de picogramos (10712
g), lo cual es comparable a los detectores de -captura de
electrones en cromatografia de gases.

Hay dos disefios bdsicos de estos detectores de
fluorescencia, 1los llamados fluordmetros de filtro para
seleccionar la radiacién de excitacién y la de emisién, y los
espectrofluorémetros que emplean monocromadores.
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Su funcidén principal es representar en un registro
grafico de la sefial dada por el detector. Caracteristicas
deseables de los registradores son, la velocidad variable del
papel y la respuesta ripida de la pluma.
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B. ESPECTROFOTOMETRIA.13/21.23

. Es un método fisicoquimico que consiste en la absorcidn
o emisién de la enaergia radiante.

Las radiaciones electromagnéticas muestran una doble
caracteristica. En difraccién y refraccidén, la radiacién
tiene propiedades de onda aunque no necesita de un medio
fisico para su propagacién. En los fendmenos de emisidén ¥y
absorcién, la radiacidén electromagnética posee tambien las
propiedades de las particulas llamadas fotones.

Los espectrofotdmetros se dividen en dos tipos: simples
(de un solo haz), y los de doble haz.

2. Espectrofotdmetros de un Solo Haz. estos requieren el

intercambio de la muestra y de las soluciones de referencia
para cada longitud de onda, por lo gue estan mejor
capacitados para la operacién manual que para la automitica.
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El detector es un fototubo lleno de gas, cuya seﬁél pasa
por un amplificador especial compensado para reducir la no
linealidad y la desviacién. Las desviaciones falsas causadas
por la lampara se eliminan eficientepmente con un requlador de
voltaje magnético o electrénico.

b. Espectrofotoémetrogs de Doble Haz, Una posible fuente

de error en cualquier tipo de absorcidmetro es la provocada
por las fluctuaciones gque aparecen en la intensidad de la
fuente de radiacion.

La manera mas efectiva de eliminar los efectos derivados
de las variaciones de la fuente es el emplec de un disefio de
doble haz, solucidn dque ademds tiene otras ventajas.

3 R.

Beer postulc que la reduccidn de energia radiante de un
haz de radiacién monocromatica es proporcional a la
intensidad o potencia del haz y a la cantidad de sustancia
absorbente situada en su trayectoria.21

Consideraremos las relaciones de la potencia radiante de
un par de celdas idénticas. En este caso Po' representa la
potencia del haz que biene de 1la fuente. Ps y Pr 1las
potencias transmitidas a través de la muestra y de 1lad
referencia; ambas son necesariamente mds pequefas que po’.
las absorbancias respectivas segun la Ley de Beer son:

As = LogPo'/Ps Y

Ar = Log Po'/Pr
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Combinando obtenemos:

As - Ar = LogPo'/Ps - LogPo’ /Pr
' = LogPr/Ps
8i la solucién de referencia es idéntica a la de la
musstra, con excepcién del soluto absorbente que se esti
analizando, se permite reemplazar Pr y Ps por Po y P,
respectivamente en la Ley de Beer:

abc = A = Log Po/P
Donde: A = Absorbancia.

Po = potencia del rayo incidente en la
referencia.

Potencia del rayo incidente en la muestra.
Absortividad molar.

Longitud de la celda.

Concentracion.

B

(- - S . ]
[

Ps

ﬁuestra 4 o
Fuente } -——sDetector
Referencia—E2

Este esquema muestra las relaciones de potencia de un
espectrofotémetro de doble haz. Ps es la potencia de la.
fuente, que se supone es igual en las dos celdas; Po pasa por
la referencia P por la solucidén de la muestra,
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Por 1o general, la representacién de la Ley de Beer
{absorbancia en funcién de la concentracién) es lineal y la
recta pasa por el origen. Pero en algunas ocasjones se
cbserva curvatura en dicha representacidn, entonces se dice
que hay una desviacién de la lLey de Beer. Esta deviacién es
mé&s aparente gque real cuando la motiva el proceder del
equlibrio quimico.

Ios equilibrios de asociacién y disociacién son las
causas quimicas mas comunes de las desviaciones de la Ley de
Beer.

otra , desviacién puade ser provocada por las
fluctuaciones que aparecen en la intensidad de la fuente de
radiacién. Otras variaciones pueden deberse al deterioro de
la lampara o de otros componentes.
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€. ACIDO-pASE.®11/13,14,21

1. DEFINICION, 11,13

En el anAdlisis volumétrico la cantidad de sustancia que
se desea, se determina de forma indirecta midiendoc el volumen
de una disolucién de concentracién conocida, que se necesita
para que reaccione con el constituyente que se analiza o con
otra sustancia quimicamente equivalente. El1 proceso de
adicién de un volumen medido de la discolucidén de
concentracidn conocida para que reaccione con el
constituyente buscado; se denomina valoracién. La disoluciocn
de concentracién conocida es una solucién patron que puede
prepararse de forma directa o por estandarizacidén mediante
reaccién de un patrén primario. E1 punto finmal de 1la
valoracién se aprecia por un cambio brusco de alguna
propiedad del sistema reaccionante,estimado mediante un
indicador; este cambio deberia presentarse idealmente en el
momento en que se haya ainadido una cantidad de reactivo
equivalente a 1la sustancia, es decir, en el punto
estequiométrico de la reaccidn.
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2. REQUISITOS FUNDAMENTALES PARA LLEVAR A CABO ESTE
TIPO DE REACCION,!3

Para gue un proceso sea suceptible de ser aplicado en
un método volumétrico debe cumplir con ciertos requisitos.

a. La reaccidén entre el constituyente buscado y el
reactivo debe ser sencilla; la reaccidén sirve de base a los
calculos.

b. La reaccidn debe ser estequeométrica; los cdlculos a
efectuar con los datos exigen una reaccion definida.

c. La reaccidn debe ser rdpida, con objeto de gue la
valoracion pueda realizarse en poco tiempo la mayor parte de
las reacciones idnicas son tan rapidas, gque pueden
considerarse instanténeas.

d. La reaccion debe ser completa en el momento que se
han afiadido cantidades eguivalentes (esteguimétricas} de las
sustancias reaccionantes, 1lo cual, permite que puedan
realizarse calculoes.

e. Deben utilizarse aparatos de medida exacta.
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3._DISOLUCTON PATRON,!3

Cualquier disolucidn cuya concentracién sea -exactamente
conocida es una disclucién patrén. Pueden prepararse por dos
métodos distintos.

a. Método Directo. Se disuelve una cantidad exactamente

pesada de soluto de composicién definida y conocida en un
matraz volumétrico; la concentracién se calcula a partir del
pesc Y volumen conocidos. Para que pueda aplicarse éste
método el solute debe ser una sustancia patrén primario. Este
método es adecuado para la preparacién de disoluciones patron
de concentracién predeterminada; o , disoluciones que tienen
una equivalencia exacta expresada en términos de un

constituyente determinado y especificado que se va ha
deterninar.

b. Método Indirecto. Gran parte de los compuestos que se

utilizan como reactivos valorantes no pueden considerarse
como patrones primaries, por 1lo que sus disoluciones no
pueden prepararse por el método directo. Por eso estas
disoluciones se preparan con medidas aproximadas del peso y
del volumen y después se normalizan determinando el volumen
exacto de disolucién necesario para valorar una cantidad
exactamente pesada de un patrén primario. La concentracidn
exacta se determina a partir del volumen de aisolucién
gastado, del peso del patrén primario y del peso eguivalente
gue coresponde a la reaccién de la valoracién.
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4. PATRONES PRIMARIOS, 13

Para que una sustancia pueda considerarse como patrén
primario debe cumplir ciertas condiciones.

a. Debe tener una pureza absoluta (100 3} o conocida
(por ejemplo; 98.55 %) en componente activo.

b. Cuando la sustancia no es absolutamente pura, todas
sus impurezas deben ser inertes respecto a la sustancias que
se ponen en juego en la reaccién. Por ejemplo, uﬁ carbonato
s6dico del 98.25 % en carbonato sddico y con el 1.75 % en
cloruro de sodio es perfectamente adecuado para la
normalizacién de un acido, que reacciona exclusivamente con
el carbonato.

c. Las sustancias interferentes que acompafian como
impurezas a un patrén primario deben ser suceptibles de
identificar mediante ensayos sencillos de sensibilidad
conocida.

d. Las sustancias patrén primario deben ser estables a
las temperaturas necesarias para desecarse en la estufa. Por
ésta razén rara vez se utilizan como patrones primarios
sustancias hidratadas, pués es dificil eliminar la humedad
adsorbida sin dar lugar a una descomposicién parcial del
hidrato, gque conduciria a un mnaterial de composicion
desconocida.

e. Debe reaccionar con la disolucidén que se normaliza
cumpliendo con todos los requisitos expuestos para los
métodos volumétricos, es decir; la reaccidén debe ser
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cuantitativa, lo cual quiere decir que la reaccidn debe ser
sencilla, rédpida, completa y estequiométrica.

f. Un patrén primario debe ser. facil de adquirir, vy
preferiblemente barato.

5. DETECCION DEL PUNTO FINAL: INDICADORES.!?

El punto final de una valoracidén se detecta mediante un
cambio brusco de alguna propiedad de 1la mezcla reaccionante o
de alguna sustancia que se aflade a dicha mezcla. A
continuacién se mencionan algunas formas de deteccién del
punto final,

2. METODOS VISUALES.

1). E)l Reactivo eg Auteoindicador. El permanganato de

potasio se reduce al idén maganeso (II), casi incoloro cuando
se utiliza como reactivo volumétrico en medioc &cido. cuando
de completa la reaccién REDOX, la primera gota o fraccidn de
gota de la disolucidén de permanganato que se afiade cambia la
disolucidén a color rosado.

2). Indicadores Acido-Bage, Los lnqicadores dcido~-base
son 4&cidos o bases débiles, cuyos anicnes o cationes,
respectivamente, tienen color diferente que las formas sin
disociar. Los indicadores son Acidos ¢ bases mas débiles que
los que se valoran o utilizan como valorantas, por tanto,
dichos indicadores no reaccionan de forma permanente con el
reactivo valorante hasta que la reaccién principal no es
completa.



39

Su equlibrios en disolucioén pusdan tratarse
matemdticamente lo mismo que los de cualguier otro iondgeno
bébil. Para un indicador acido represcntado por:

HIN g H* + In~

Forma Acida Forma alcalina

Ka = (HY}[In"1/(HIn] y (In")/[HIn) = Ka/[H')

El color observado, es decir, 1la relacidén[{In™]/({HIn)
depende de [H'], esta relacién es pequena y el indicador
presenta su color acido: a baja (H'], la relacién es grande y
el indicador manifiesta su color alcalino.

Para un indicador &cido-base, representado por InOH:

InOH s—===== 1n* + OH
Forma alcalina Forma aAcida

Kp = (In*J(OH")/[InCH] y [In%]/[INnOH] = Kp/[OH"]

Para valores bajos de [OHT], la relacién [In*]/[InOH] es
grande y se aprecia el color &cido; para valores altos de
{OH™], en gue la relacién anterior es pequefia, se aprecia el
color alcalino.

Como los colores se basan en su percepcidn subjetiva poe
el cbservador y el ojo presenta distinta sensibilidad para
los diferentes colores, los valores limites del intervalc de
viraje son solo aproximados.
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En la - tabla No. 1 encuentran los valores de Pka de los

indicadores mas comunesl3,

Tabla No. 1. Valores de P¥3, Indicadores Acido-Base.

Nombre Usual pxaind | rntervalo P color

Rojo de Cresol 0.2-1.8 Rojo Amarillo
Azul de Timol 8.9 8.8~9.6 Amarilloe Azul
Tropelina 00 1.3=3.90 Rojo Amarillo
Amarillo de Metilo { 3.3 2.8~4.90 Rojo Amarillo
Azul Bromofenol 3.8 3.0~4.6 Amarillo Purpireo
Anaraniado Metilo 1.5 3,1-4.4 Rojo Amarillo
Verde Bromocresol 4.7 3,.8-5.4 Amarillo Azul
Rojo de Metilo 5.0 4.2-6.2 Rojo Amarillo
Rojo de Clorofenol | 6.0 | 4.8-6.4 Amarille Rojo
Pirpura Bromocresol | 6.1 5.2-6.8 Amarillo Purpireo
Azul de Bromotimol | 7.1 6.0-7.6 Amarillo Azul
Rojo de Fenol 7.8 56.4-8.0 Amarillo Rojo

Nota. En el color, la primera columna es para la forma
4cida, la segunda columna es para la forma alcalina.
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En la utilizacisn de los indicadores 4cido-base son
importantes algunas condiciones.

1.1. El indicador utilizado debe tener un intervale de
vire dque coincida con o comprenda al P der punte
estequiométrico de la valoracisén. Si el indicador elegido se
aparta mucho de ésta condicién, el punto final observade no

coincidirs con el punto estequimétrico y se obtendrd un error
importante.

1.2. Debe utilizarse una cantidad pequefia de indicador.
Los colores de los jndicadores son tan intensos, que para 100
ml de disolucidén bastan dos gotas de una disolucién muy
diluida (0.1 %, por ejemplo) de indicador. La cantidad de
reactivo necesaria para reaccionar con el indicador debe ser
despreciable frente al volumen total de reactivo necesario
para alcanzar el punto final.

1.3. El primer cambic de color detectable del indicador
debe ser tomado came punto final. Una vez gque la pequefia
cantidad puesta de indicador haya pasado en un 90% a su
sedgunda forma coloreada, el color gue se observa ho se
modifica de forma apreciable por adicidén de mas reactivo.

1.3.1. Modificaciones Estructurales en la Accidn
Indicadora A&cido-base. La mayor parte de los indicadores
dcido~base son compuestos organicos aromdticos que contienen
dos o mds anillos bencénicos unidos mediante uno o maAs Atomes
de carbono © de nitrdgeno, En la reaccién c¢on el &cido o la
base, una estructura de tipo bencencide pasa a otra de tip
o quinoideo.l?
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C—C Ceul
——C[ \C—-— u=¢! 3_‘:—.\
\Cmc/ ¥ =
Nencenolde Quinoide

La estructura _qu.lno!.de es normalmente coloreada. Lasg
modificaciones estructurales que sufre el anaranjade de
metilo son.

”SDI-Q_"::N{/\""‘C"JL % —SO,OT-—NON(WJ..
I
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3),  Indicadores _Redox., Son sustancias intensamente

coloridas capaces de sufrir oxidacién o reduccién a
potenciales caracteristicos, y deben clegirse de manera que
estos potenciales sean muy cercanos a los valores de la fem
del sistema principal, que Treacciona en el punto
estequiométrico, de forma que un débil exceso de reactivo
reaccione con el indicador.

0 co
Los métodos eléctricos son: los métodes
potenciométricos, los métodos columbimétricos,

conductimétricos y amperométricos. Unicamente los
mencionaremos, pues no son temas a tratar en el presente
trabajo.
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6. VALORACTONES ACIDO-BASE EN MEDIO NO ACuose.l4:21

Durante muchos afios se ha sabide que se pueden observar
en medios no acuosos fendmenos andlogos a las reacciones
Acido~base en agua, tales como los cambios de color de los
indicadores y reacciones estequionétricas de compuestos
claramente considerados como Acidos y bases. Por ejemplo, en
1812, Folin y Flanders valoraron Acidos en benceno,
cloroformo y mezclas cloroformo-etanol. Quiza debido a los
grandes éxitos tedrices y prdcticos de la teoria de 1la
quimica 4cido~base en medio acuoso, lo clerto es que se
habian realizadoe muy pocos progresos en el estudio de los .
sitemas no acuosos. En 1927, Conant y Hall dieron a conccer
sus importantes investigaciones scbre el comportamiento de
las bases en A4cido acético glacial. Aunque estos
investigadores efectuaron valoraciones precisas con este
disolvente, hasta los afios comprendidos entre 1940 y 1950 no
se iniciaron extensos estudios, préacticos y tedricos, sobre
el comportamiento &cido-base en medio no acuoso. 2
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Obviamente, el agua se recomienda por si misma como un
disolvente digno de estudio a causa de su amplia
participacisn en sistemas bioldgicos, geoldgicos Y
artificiales. El agua es el disolvente mas conveniente,
porque puede actuar como el segundo par acido-base tanto para
dcidos (en cuyo casoc se comporta como una base) come para
bases (cuando lo hace come un 4cide). Sin embargo, la mayor
limitacién del agua como medio de valoraciém reside
precisamente en este comportamiento anfétero; recuerdese que
el equilibrio Acido-base es una competiclién entre dos base
por un proton. En solucidn acucsa, una de estas bases es el
agua. S5i la otra base es relativamente débil, no competira de
manera efectiva con el solvente por el protén. En términos
practicos no sera valorable. En una solucidn acuosa de un
dcido débil, la situacidén de valoracidén cabe describirla como
una competencia entre el soluto acido y el disolvente &cido
por la base valorante. Por lo tanto, ni las sustancias
débilmente acidas, ni las debilmente bdsicas resultan faciles
de valorar en solucién acuosa a causa del efecto
preponderante del disolvente, que actua como un &cido o base
débil en competencia.

La solucidén a este problema consiste en sustituir este
disolvente. Si el solutc es un compueste dédilmente basico,
no se puede efectuar la valoracién pof el bloqueo que ejerce
el caracter bdsico del agua. Si se reemplaza el agua por un
disolvente relativamente basico, se elimina completamente, o
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al menos se reduce esta competencia indeseable y entonces es
posible valorar el soluto basico. Algo similar ocurre con los
solutos débilmente Acidos:; en este caso la naturaleza acida
del agua la convierte en un disolvente indeseable y podria
sustituirse por un disolvente que no mostrara claras
propiedades Acidas.
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¢. DISOLVENTES DISOCIABLES Y NO DISOCIABLESs?!

Las propiedades fisicas y quimicas de los disolventes
son muy importantes de considerarse, para las reacciones
quinicas Acido-base en medios no acuosos. A menudc razones
practicas determinan el empleo de un disolvente; asi, para
que tenga amplia utilidad en andlisis, deberia ser liquido a
temperatura ambiente y no presentar alto grado de toxicidad.
De todas las propiedades de un disolvente que pueden afectar
su uso, tres de ellas merecen especial atencidn: capacidad de
autodisociacidn, caracter 4dcido-~-bdse y constante dieléctrica.

1. Los disolventes se clasifican en disociables y no
disociables, por ejemplo se observo gue el agua se disocia de
la siguiente manera: :

H20 .-"'T-—-‘-‘H*’ + OH

Otros disolventes puros se disocian de manera similar.
El etanol reacciona para originar el ién etdxido.

Etods==g* + OEt~
El acido acético glacial produce acetato (0DAc™)

HOAcm====>H' + oOaAc”
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Como se vio en el caso del agua, es posible definir un
producto idnico para un disolvente disoclap{.. Si se
establece que el disolvente queda representado ﬁo} AB, y el
proceso de disociacién por ABwmsmmmi At + B~ entonces el
producte idnico K, viene dado por:

Ky = (A*][B"]

2. cCaracter Acido-Base, Acontinuacién se menciornan
algunos términos que explican el caracter acido-base de los
disolventes.

2.1. Disolventes Protogénicos. Son aquellos que originan
un protén solvatado en la disociacién; son ejemplo de ellos
el 4cido acético y el acido sulfirico.

2.2. Disolventes Protofilicos. son capaces de»aceptar un
protdén, ejemplos: gnhidrido acético, éter y piridina.

2.3. Disolventes Anfipréticos. Pueden aceptar o dar un
protdén. Ejemplos; el agua y los alccholes.

2.4. Disolventes Apréticcs. No tienen de manera
esencial, tendencia a dar o aceptar un protén, por ejemplo,
cloroformo y los hidrocarburos.

3. <Constante Dieléctrica. Si se considera gque un
disolvente es un medio homogéneo y que los iones son cargas
puntuales con signos opuestos; entonces, al aumentar el valor
de la constante dieléctrica del disolvente, la disociacidn de
loc iones se facilitara.
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d, IONTIZACION Y DISOCIACION,?!

La ionizacién es el procec de produccién de iones, y 1a
disociacién es la separacion de especies.

ABg=——= Atp=—a0p* + B~
Ionizacién Disociacioén

La especie AtB™ se denomina par idénico,.

tas propiedades dieléctricas del medio controlan en gran
medida la extensidén de la disociacién iénica. Por esta razédn
no es necesario distinguir entre ionizacién y disociacidén ade
los iones en agua, cuya constante dieléctrica es muy grande.
Los pares idnicos formados en agua se separan tan pronto como
se forman. En disolventes de constantes dieléctrica baja o
intermedia, sin embargo, la amplitud de la disociacién puede
ser muy pequefia y es posible pares idnicos.



©. DETERMINACTON DE BASES.

Disolventes, Valorantes e Indicadores. El1 acido acético
glacial es el disolvente mis usado en la valoracién de base.
El anhidrido acético sirve para el andlisis de bases muy
débiles, tales <como las amidas, que son fédcilmente
acetiladas. E]l dioxano se usa a menudo como disolvente, a
veces mezclado con acido acético.

El benceno, cloroformo y disolventes similares son
adecuados en grado lc suficientemente puro para utilizarlos
tal cual. Esto también es factible con 1los alcoholes ¥y
glicoles, fgue se emplean en mezclas denominadas disoclventes
G-H (glicol-hidrocarburo); dichas mezclas pueden estar
formadas por soluciones 1:1 de propilenglicol y cloroformo;
etilenglicol vy n—butandl, etc. Estos disolventes estan
indicados para la valoracidén de sustancias dificilmente
solubles, ya que, por lo general, el componente hidroxilado
es un buen disolvente. La incorporacién de un disolvente
aprético destaca el punto final del indicador. Se ha
recomendado asimismo una mezcla disolvente fenol=-cloroformo-
acetonitrilo.

En volumetria en medio no acuoso, la seleccidn de uno de
los 4cidos minerales como 4dcido valorante acostumbra ser
indiferente, ya que el agua los nivela hasta una misma fuerza
acida. No obtante, el 4cido acético es un disolvente
diferenciador para estos 4dcidos, Por consiguiente, es
aconsejable Beleccicnar 1les 4cidos m&s fuertes como
valorantes y el perclérico es el mias fuerte de los 4cidos
minerales comunes, Este idcido diguelto en &cido acdtico es el
valorante m&s usual para determinar bases débiles.
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Otros valorantes 4&cidos utilizados son el Acido p-
toluensulfénico y el acido fluorosulfénico.

Ia eseleccién del indicador suele ser empirica, al
indicador mas adecuado para la valoracién de bases es el
cristal violeta (violeta de genciana). El violeta de metilo,
se comporta de manera similar al anterior. El cambio de color
es complejo, pasandoc del violeta (color basico),al azul,
verde-azulado, verde, verde-amarjllento y amarillo (color
4cido). La variacién de color correspondiente al punto final
dependera de la base en particular y del disolvente, y podria
determinarse por valoracién simultanea potenciométrica y con
un indicador visual. Para muchas bases el cambioc de color
violeta hasta azul marca el punto final.



52

£.DETERMINACION DE ACIDOS,18,19,20,21,23

Disolventes, Valorantes e Indicadores. Los disolventes
muy basicos hacen aumentar el caricter acido de los acidos
muy débiles, y los disclventes neutros son adecuados para la
valoracion diferenciadora de mezclas.

La etilendiamina, n-butilamina Y piridina sen
disolventes basicos que se emplean en estas determinaciones.
puesto que absorben facilmente el CO, atmosférico, dan
valores altos en 1la valoracion en blanco. La N,N-
dimetilformamida (DMF) se usa ampliamente. Si hay trazas de
agua en la DMF se puede originar la hildrélisis hasta &cido
férmico, gue seria valorado. Otros disclventes ampliamente
usados son el benceno, metanol, etanbl, acetona, metil-etil-
cetona y alcohol t-butilico.

Los metsxidoslBr2l ge potasio, sodio o 1litio, en
solucién metanol-benceno, son valorantes adecuados para
determinar &cidos débiles. Se preparan disolviendo el metal
en metanol. Los metéxidos de sodio y potasio forman
precipitados gelatinosos durante el cursc de muchas
valoraciones y tales geles pueden dificultar la visidén del
punto final. El1 metdxido de litio no forma estos geles.

También se evita la formacidén de geles introduciendo los
hidréxidos de tetra-alguilamonio es el gue se usa con mas
frecuencia; se prepara por reaccién entre el yoduro de
tetrabutilamonio con oxido de plata.
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El &cido benzéico es la sustancia patrén primaria usual.
Las valoraciones suelen efectuarsé en corriente de nitrdgeno
para minimizar la absorcién de Co,.

El indicador  visual mas importanta para las
determinaciones de acidos es el azul de timol
(timolsulfoftaleina). El1 cambio de color es del amarillo, en
la forma Acida, al azul, en la forma basica. Se utiliza en
valoraciones de 4&cidos carboxilicos, imidas, sulfonamidas,
etc. E1 violeta azo (p-nitrobencenazoresorcinol) es un
indicador Acido mas débil, por lo gue resulta adecuado para
valorar &cidos bastante débiles, tales como fenoles
sustituidos con sustituyentes que aceptan electrdnes. El
color cambia del rojo al azul. Para A&acidos todavia mas
débiles se usa o-nitroanilina, aunque sea preferible 1la
valeoracion potenciométrica. La fenolftaleina Y la
timoftaleina son excelentes indicadores para las valoraciones
en alcoholes y en piridina.

Los acidos cuyo valores de Pka, en agua, no rebasan
aproximadamente 7 se valoran con deteccidn del punto final,
mediante azul de timol, en DMF. Los acidos en el margen
acuoso de PX2 entre 7-11, requiren deteccién potenciométrica
del punto final o, con alge menos de precisién, deteccion
visual con violeta azo u o-nitroanilina.
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7. PRINCIPIOS_GENERALES.}?

En todo analisis volumétrico, sea para la normalizacidn
de disoluciones o para el andlisis de problemas desconocidos,
deben considerarse los siguientes puntos.

a. La muestra no debe ser demasiado pequefla, para que
los errores de pesada, por ejemplo, 0.2 mg, den lugar a

errores relativos pequefios (<1 %). Cuande la sustancia que se
pesa tiene un peso equivalente pequenio, como el pericdato de
potasio en métodos redox, debe pesarse una cantidad
relativamente grande de muestra, disolverse en un volumen
conocido y tomar de esta disclucién alicuotas para efectuar
la valoracidn.

b, El volumen consumido de reactivo no debe ser
demasiado pequefio. Suponiendo errores de lectura de la bureta
del orden de 0.02 ml y de drenaje de 0.02 ml , se obtiene en
la medida del volumen un error total de 0.04 ml, que requiere
utilizar 40 ml de disclucién para que el error volumétrico
relativo quede dentro del 1 &.

¢. La muestra no debe ser tan grande gue de lugar a gque
haya que volver a llenar la bureta para completar la
valoracion; esto implica errores adicionales de lectura y de
drenaje. ,

d. La concentracién del reactivo debe elegirse en
concordancia con las condiciones, de que la reaccidn entre el
contituyente buscado y el reactivo debe ser sencilla, la
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reaccién debe ser répida, y 1la reaccién debe ser
estequicmétrica. Es evidente que el tamafio de la muestra, la
concentracién del reactivo y su volumen estin también
relacionados con el porcentaje del componente activo presente
en la muestra a valorar.

e. Cuando sea posible, deben efectuarse determinaciones
en blanco con el indicador y restarse las cantidades de
reactivo que en ellos se consume de la cantidad gastada en la
valoracién.

£, La normalizacidén o el analisis deben fundamentarse en
los resultados de al menocs tres valoraciones en estrecha
concordancia, preferiblemente con cantidades algo diferentes
de muestra para evitar cualquier prejuicio personal en le
deteccidn del punto final. Para trabajos de la mas elevada
exactitud, o para la evaluacidén estadistica de la veracidad
de un método, deben valorarse muchas muestras repetidas.
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VIIX. VALIDACION,?:22

La wvalidacién de un método puede definirse como el
proceso por el cual, gqueda establecido, por estudios
experimentales, que la capacidad del método satisface los
requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas.

La validacidén de métodos analiticos implica:

1. 1Identificacién de 1los parimetros de validacidn
apropiados.

2. Disefic del experimento para evaluar cada parametro.

3. Determinacidn de 1los criterios estadisticos de
aceptacion para cada parametro.

4, Documentacién de los resultados del método
analitica.

1. Los pardametros analiticos mas comunes de validacioén
son:
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. Especificidad,

Es la medida del grado de interferencia (o ausencia de),
en el andlisis de mezclas compleljas. Dicho de otra manera,
decimos que es la habilidad de un método analitico para
-obtener una respuesta debida unicamente a la sustancia de
interés y no a otros componentes de la muestra.

La especificidad se puede dividir de 1la siguiente
manera:

. _Especificidad ante E ientes lacebo} .,

Aqui decimos que es la capacidad que tiene el método
analitico para obtener respuesta, unicamente de nuestro
principio activo, y no a otroc compchnente de la formulacidn.

. ec cidad ante oductos de deqradacion.

Es la capacidad que tiene el método analitico de obtener
respuesta, unicamente del. principio activo y no a cualgquier
otro producto de degradacién del mismo principio activo o de
cualquier excipiente de la formulacidn.
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b. Exactitud.

La exactitud de un método analitico es la concordancia
entre un valor obtenido experimentalmente y el valor de
referencia.

Se expresa como el porciento de recobro obtenido del
analisis de muestras a las que se les ha adicionado
cantidades conocidas de la sustancia.

€. Linealidad.

La linealidad de un método analitico es la capacidad gque
tiene para asegurar que los resultados analiticos, los cuales
pueden ser obtenldos directamente' o por medio de una
transformacion matematica bien definida, son proporcionales a
la. concentracién de 1la sustancia dentro de  un range
determinado.

El método debe seguir una linea recta.

y =mx +b

Donde: x
Yy = Variable dependiente (mg recuperados).

Variable independiente (mg adicionados}.
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d s E:gcj,sigu,

Es el grado de concordancia entre resultados analiticos
individuales cuando el procedimientc se ablica repetidamente
a diferentes muestreos de una muestra homogénea del producto.
Normalmente se expresa en términos de desviacidén estandar o
del coeficiente de variacién,

La precisidn es una medida del grado de reproducibilidad
y/o repetibilidad del método analitico bajo las condiciones
normales de operacién.

1). Repetibilidad, Es la precisién de un mnétodo

analitico expresade como la concordancia obtenida entre
determinaciones independientes realizadas por un solo
analista,

2) . Reproducibilidad. Es la precisién de un mnétodo
analitico expresada como la concordancia entre
determinaciones independientes realizadas por diferentes
analistas, en diferentes dias, en el mismo y/o en diferantes
laboratorios utilizando el mismoc y/o diferentes equipos.

2. Disefio del Experimento para Evaluar cada Parametro.

Son los paso a seguir durante el proceso de validacién
del método.
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o terio stadis

Producto interferencia interferencia de productos
de placebos de degradacién

soluciones,

céApsulas y no interferencia £ 2%

tabletas.

Suspensiones

y semisélidos £ 2% < 2%

Métodos CLAR

Ninguna medible Ninguna medible
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k. Precisién y Exactitud.

Tabla No. 3.

Producto o método § recobro cv

Soluciones, tabletas
Y cédpsulas 98-102 & 2%

Suspensiones y semi-

sédlidos 87-103 & 3%
Métodos CLAR 98~102 £ 2%
Titulaciones 99-101 ¢ 1%

Docu acioé

a. Procedimientos detallados del método analitico.

b. Protocolo de validacidn.

c. Dates de precisién, exactitud, linealidad, ete. y sus
pardmetros estadisticos que lo califican.

d. Cromatogramas representativos que demuestren la
especificidad del método.
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IX, MONOGRAFIA. 1+2

L™
Cltcool

ci,o

Cy4Hy 40 PM = 230.27

.Contienen no menos del 90.0 por ciento y no mas del
110.0 por ciento de la cantidad de naproxén (C;4Hy,40,)
indicada en el marbete.

1. Sustancia de Referencia. Naproxén, secar a 105°C

durante tres horas.
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2._Ensayos de Ideptidad,

a. Pulverizar no uwenos de L0 tabletas, pesar una
cantidad del polvo equivalente a 20 mg de naproxén, adicionar
100 ml de metanol, agitar, filtrar y evaporar aplicando
corriente de aire seco y secar a 105°C. Efectuar una
preparacion de npaproxén SRef de la misma forma que la
muastra. Elaborar las pastillas correspondientes efectuando
una dispersién de la preparacién de la muestra y de
referencia en bromuro de potasic., El espectroc de absorcidn
infrarroja de 1la preparacién de la muestra, debe exhibir
mdximos a las mismas longitudes de onda gue la preparacidn de
referencia.l

b. El espectro de absorcisén ultravioleta obtenido con
la soluciétn de la muestra, preparada como se indica en la
valoracidén debe corresponder al cobtenido con la solucién de
referencia, preparada como se indica en la valoracidén.

c. Capa Delgada.

Soporte: gel de silice GF254
Fase moévil: mezcla de tolueno, tetrahidrofuranso,
solucidn 6 M de acido acético glacial (180:18:6}.

Solucidén de la Muestra. Triturarar hasta polve fino no
menos de diez tabletas, pesar una cantidad de polvo
equivalente a 100 mg de naproxén, pasar a un matraz
volumétrico de 50 ml, adicionar 25 ml de metanol, égitar
mecdnicamente llevar al aforo con metanocl, mezclar y filtrar.
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solucién de Referencia., Preparar soluciones de naproxén
SRef en metanol que contengan 2 mg/ml y 10 Ug/ml de naproxén
(soluciones 1 y 2 respectivamente).

Procedimiento. Aplicar a la cromatoplaca en carriles
separados 100 Ul de las soluciones 1 y 2 de referencia y 100
Ul de la solucién de la muestra. Desarrollar el cromatograma,
dejar correr la fase mévil hasta 15 cm arriba de la linea de
aplicacién, retirar la cromatoplaca de la cémara,marcar el
frente de la fase mévil,secar con corriente aire y observar
bajo luz ultravioleta.

La mancha principal obtenida en el cromatograma con la
solucién de la muestra, debe corresponder en tamafio, color y
Rf a la mancha obtenida con la solucidn de referencia.

3. Disolucidén., Emplear el aparato numero dos ( de
paletas).

Solucién reguladora. Disolver 2.62 g de fosfato
monobasico de sodio y 11.50g9 de fosfato dibasico de sodio
anhidro en 1000 ml de agua y mezclar. Ajustar el P! de 1a
solucién a 7.4, empleando solucidén 1 N de hidréxido de sodio
o Acido fosfdérico. Preparar una solucién de naproxén SRef en
solucién reguladora que contenga 50 Ug/ml de naproxén.
Colocar cada tableta en el aparato con 900 ml de la solucion
reguladora como medio de disolucién y accinarlc a 75 rpm
durante 75 minutos. Filtrar una porcién del medio de
disolucidn a través de un filtro inerte y pasar una alicucta
del filtrado equivalente a 2.5 mg de naproxén a un matraz
volumétrico de 50 ml, aforar con la solucién reguladora y
mezclar. Medir la absorbancia en el rango ultravioleta de 1la
solucién de referencia y de la solucidén de la muestra, en
celdas de 1 cm, a la longitud de onda de maxima absorbancia,
4 332 na aproximadamente, usando solucidén reguladora como
blanco de ajuste. Q@ = 70 por ciento.
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4. Suntancias Relacjonadas, Cualguier mancha obtenida en

el cromatograwa con la solucidn de la muestra, diferente de
la mancha principal, no debe ser mids grande ni mAs intensa
que la mancha obtenida con la solucidén 2 de referencia.

5, Valoracion. Preparar una solucién de SRef de naproxén
en metanol, que contenga 50 Ug/ml de naproxén. Pesar nc menos
de 20 tabletas, calcular su peso promedio, triturar hasta
polvo fino, pesar una cantidad de polvo equivalente a 250 mg
de naproxén, pasar a un matraz volumétrico de 250 ml, agregar
180 ml de metanol, agitar mecanicamente durante una hora,
aforar con metancl, mezclar y filtrar. Pasar una alicuota de
5 ml del filtrado a un matraz volumétrico de 100 ml, aforar
con metanol y mezclar. Medir la absorbancia en el rango
ultravioleta de la solucién de referencia y de la solucién de
la muestra, a la longitud de onda de maxima absorbancia de
332 nm aproximadamente, en celdas de 1 cm y usando metanol
como blanco de ajuste.

Calcular la cantidad de Cy14H1403 en 1la porcidén de
muestra tomada, por medio de 1la férmula siguiente:
DC(Am/Aref): en donde C es la concentracién en Ug/ml de
naproxén en la solucién de referencia, D es el factor de
dilucién de la muestra, Am y Aref son las absorbancias
obtenidas con la solucidén de la muestra y de referencia
respectivamente. Relacionar el valor obtenido con el peso
promedio por tableta calculado al principio de la valoracioén.



1. Mecanismo de Accidn.

El naproxén es un agente no esteroideo, que presenta
notables propiedades antiinflamatorias, analgésicas Y
antipiréticas, igual que comno otros firmacos
antiinflamatorios no esteroides, su mecanisme preciso de
accién todavia no ha sido establecide. Se cree que su
oficacia terapéutica estd basada en ‘su potente inhibicidn de
la sintesis de prostaglandinas. No es un corticosteroide,
como se indica, ni tampoco ejerce su efecto farmacoldgico por
estimulacién del sistema hipotalamico-hipofisiaric-
suprarrenal (HHS). Inhibe la prostaglandina sintetasa. Ademas
reduce la hiperagregabilidad plaquetaria, que se ha cohservado
durante la etapa prodrémica de la migrafia. £l tiempo de vida
media del naproxén es de aproximadamente 13 horas,?

Las prostaglandinas evocan respuestas antiinflamatorias
y piréticas in vivo, y se sabe que el naproxdén bloquea la
sintesis de prostaglandinas apartir de su precursor, el &cido
araquiddnico.

En asociacidn con la respuesta inmune del cuerpc a la
lesion tisular, se produce migracién tisular y liberacién de
varias sustancias quimicas. Este processc se llama
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gquimiotaxis. Especificamente, se acumulan leucocitos
polimorfonucleares (PMNs) en el sitio de la lesidén tisular y
liberan ciertas sustancias quimicas, 1llamadas enzimas
lisosdmicas, que contribuyen al daifio celurar. Se ha sugerido
que los beneficiosos afectos antiinflamatorios Yy
antirreumdticos de naproxén podrian ser atribuibles, en
parte, a su capacidad para suprimir la quimiotaxis al inhibir
la migracién de PMNs y la liberacién subsecuente de enzimas
lisosdmicas.
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2. Bbsorcion, Metabolismo y Excrecisn,

El naproxén es un fdrmace acido, con un alto grado de
fijacién a las albiminas. Es absorbido con rapidez y en forma
pr&cticamente completa.

La absorcidn de naproxén no es alterada
significativamente por los alimentos.

Las concentraciones séricas de naproxén aumentan en
proporcidén directa a la dosis administrada hasta 500 mg
siendo la respuesta casi lineal.

Ademas, conforme aumentan las concentraciones séricas,
también lo hacen las tasas de eliminacidén y excrecion; esto
ha sido explicado por la saturacién aparente por los puntos
de fijacién a la albumina sérica, lo cual produce mds farmaco
libre, no fijado, que es eliminado rapidamente través de los
rifiones. Este fenémeno suglere gque las concentraciones
séricas alcanzables de naproxén podrian ser limitadas, lo
cual, cuando menos en teoria, poedria limitar, a su vez, los
efectos téxicos en casoc de una sobredosis. Esto contrasta con
el metabolismo de los salicilatos, donde una sobredosis
satura las enzimas metabolizantes y promueve una acumulacidén
creciente.

El naproxén atraviesa la barrera placentaria de 20 a 30
minutos después de su administracidén por via oral, aparece en
la leche de las mujeres lactantes en una concentracién de
aproxivadamente del 1 % del nivel en el suero materno.
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Es biotransformado en el higade y excretado por orina,
basicamente como metabolitos inactives. El dnico netabolito
de naproxén detectado en el hombre es el G~desmetilnaproxén.
Tanto naproxén como aste metabolito son excretados en la
orina.
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los sintomas gastrointestinales asociados con naproxén
han sido indigestidn, nauseas, pirosis y malestar o dolor
abdominal. lLos efectos secundarios con el sistema nervioso
central son cefalea, vértigo o aturdimiento, incapacidad para
concentrarse, Yy somnolenclia, con reportes ocasionales de
sudoracién, depresidén, tinnitus y otros trastornos auditivos.

Puesto que las acciones farmacolsgicas del naproxén no
son medidas a través del eje hipofisiario-suprarrenal, no
debe esperarse ninguno de los efectos adversos de supresién
corticosuprarrenal.

El naproxén no debe ser administrado a pacientes con
ulcera péptica activa.

El naproxén debe ser empleado con mucha precaucidén en
pacientes con deterioro significativo de la funcidn renal; en
estos pacientes se recomienda monitorear la creatinina sérica
y/o la depuracién de creatinina. En algunos pacientes de edad
avanzada en quienes pueda esperarse deterioro de la funcién
renal, debe considerarse una reduccién de la dosis diaria.
También se recomienda proceder con precaucién cuando se
requieran altas dosis en pacientes ancianos y en pacientes
con deterioro de la funcidn hepatica.
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Como naproxén tiene un alto grado de fijacion a la
albimina sérica, posee potencial tedrico de interaccién con
otros fdrmacos que se fijan a la albumina, tales como &cido
acetilsalicilico (ASA), warfarina, sulfonilureas, e
hidantoinas. Esta interaccién puede presentarse pero en la
mayoria de los casos no parece tener importancia clinica. La
administracién concomitante de ASA y naproxén resulta en
concentraciones séricas mids bajas de cada fdrmaco y aunenta
el aclaramiento renal de naproxén, Pero es posible que este
efecto no altere significativamente la eficacia del naproxén
pués el tratamiento combinado ha demostrado ser mids eficaz
que con ASA solo.d

En pacientes que reciben dicumarcl o warfarina, 1la
adicién de naproxén al tratamiento podria prolongar el tiempo
de protrombina, por consiguiente, los pacientes que reciban
esta terapdutica anticoagulante deben ser vigilados
estrechamente durante la administracién de naproxén.
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Los fArmacos antiinflamatorios no esteroides se utilizan
primariamente para el tratamiento de la artritis reumatoide,
en pacientes que no toleran © no responden al 4cido
acetilsalicilico.

1. Reacciones Adverscas o Indeseables.

En modelos experimentales se ha demostrado que todos
estos fArmacos pueden causar irritacidén gdastrica y erosiones
hemorragicas. En los huhanos, la }eaccién indeseable mds
localizada es de tipo gastrointestinal. Comparados con el
dcido acetilsalicilico, la hemorragia gastrointestinal oculta
es menos frecuente Yy Severa, aungue en pocas ocasiones se
observa hemorridgia gastrointestinal o desarrollo de ulcera
péptica.

Entre los efectos sobre el SNC se incluyen episodios
transitorios de mareo, cefalea, vértigo y tinnitus. Rara vez
se presenta visién borrosa, disminucién de la agudeza visual
y dificultad para descriminar colores, de manera transitoria;
estos sintomas remiten cuando se suspende la medicacidn.
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tvy RINEN'

Los métodos sometidos a estudios fueron los siguientes:

A: TITULACION NO ACUOSA.

esu

El granulado de naproxén (18.0 mg) se disuelve en 7 ml
de Dimetilformamida, y se le agrega 0.1 % de azul de timol
como indicador, se valora con nmetdxido de sodio 0.1 N
previamente estandarizado.

El punto de eguivalencia es marcade por un color verde
esmeralda o verde-azulado.
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El granulado de naproxén (20.5 mg) se transfiere a un
matraz volumétrico de 50 ml, se divuelve con metancl RA y se
afora hasta la marca. Similarmente se prepara un estandar y
se lee a 332 nm.

14} SION.

Pesar exactamente 235 mg de benzocaina en matraz
volumétrico de 25 ml disolver y llevar a la marca con
metanol.
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Naproxén-Benzocaina.

Pesar exactamente 12.5 mg de naproxén estandar de
referencia en un matraz volumétrico de 25 ml, adicionar 4 ml
de la solucidén stock de benzocaina, disolver y llevar a la
marca con la fase moévil.

€. Preparacion de la Muestra.

Pesar el granulado equivalente a 12.5 mg de naproxén, en
un matraz volumétrico de 25 ml, adicionar 4 ml de la solucién
stock de benzocaina. Mezclar y llevar a la marca con la fase
mévil,

Fase Mévil: Acetonitrilo : Agua a PH = 6.0
Lolumna : Nucleocil Cyg de 10 micras.
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<.

d.

£.
q.
h.
i.
3.
k.

TO; EACTIVOS,
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Dispensador de 10 ml graduado en décimas, Oxford
Laboratories Pipettor.

Dispensador de ! ml graduado en centécimas Cole-
Parmer Chanmpette.

Tubos de ensayo de 16 x 200 mm.

Gradilla para tubos de ensayo.

Balanza analitica con precisién en milésimas de
gramo, marca Sartorius Handy, modelo H 120.

Bureta de vidrio graduada en décimas 50
Probata de vidrio graduada en décimas 25
Vasos de precipitadcs 100
Matraces srlenmeyer 125
Matraces volumétricos ' 50
Frascos goteros de vidrio 30

Parrilla de agitacidn.

Pinzas de tres dedos con nuez.

Soporte universal.

Barras magnéticas.

Gradilla de acero inoxidable.
Espectrofotémetro Hewlett Packard 8451A.
Cromatdgrafo de liquidos de alta presién
watter’s 440.

Integrador Hewlett Packard 3390A.

ml
ml
ml
ml
ml
ml
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8. N,N-Dimetilformamida (reactive A), J. T. Baker.

t. Metanol R. A. Merck.

u. Metdéxido de sodio al 25 % Aldrich.

v. Solucidén al 0.1 % de azul de timol (reactivo B).

Ww. Solucién 0.1 N de metédxido de socdio de ¢trabajo
(reactivo C).

Pipetear de la solucién al 25 % de metdéxido de sodio 5.7
ml y colocarlos en matraz volumétrico de 250 ml. Agregar
metancl absoluto hasta la marca.

x. Naproxén estandar de referencia.



1. DETERMINACION DE NAPROXEN POR TITULAGION NO ACUQSA.
a. Resumen,

El granulado de naproxén se disuelve en dimetilformamida
se le agrega un indicador {azul de timol} y se titula con
metdéxido de sodio.

b. Puntos de Enfagis,

1). Se recomienda  homogenizar  perfectamente el
granulado.

2). El granulado debe disolverse completamente en el
medio de disolucidén (reactivo A).

3). Durante 1la valoracién, poco antes del vire del
indicador, aparece un color verde esmeralda gque desaparece
después de agitar, el cual no debe considerarse.

4). Valorar la solucidn de metéxido de sodio de trabajo
(reactivo C), cada dos semanas.

S). Los recipientes que contengan los reactivos deben
estar perfaectemente cerrados.
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g, Procedimiento.

Pesar axactamente alrededor de 18.0 mg de granulado y
tranferir a un tube de ensayo. Con el dispensador de 10 ml
(1) agregar 7ml del reactivo "A" (6) y disolver perfectamente
mediante agitacién. Agregar dos gotas del reactivo "B" (9).
Adicionar 0.72 ml del reactivoe “C" con el dispensador de 1
rl, enseguida agregar volumenes de 0.01 ml hasta obtener un
color azul, el cual debe permanecer por 1o menos 30 segundos.
Aplicar el  @wismo procedimientes para el estandar de
referencia.

Preparar simulténeamente un blanco que estd compuesto
por 7 ml del reactivo "A" + 2 gotas del reactivo "BY y
agregar volumenas de 0.01 ml del reactivo “C" hasta obtener
@l color azul caracteristico del vire del indicador.

d. cdlculos,

Para obtener el porciento de naproxén en la muestra,
realizar el siguiente cilculo:

tNaproxén = 24,59603 x K x V/W

Donde: N = normalidad del metdéxido de sodio.
V = yolumen de metéxide de modie usado en la
titulacién (ml).
W = Peso de la muestra (gr).
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A._Especificidad Ante Excipientes.

Tabla No. 4. Datos para especificidad.
nuestra mg adicionados vol(ml) mg recup. % recobro

1 18.7 0.04 0.048 0.263
2 18.4 .03 0.024 0.134
3 18.3 0.03 0.024 0.134
4 18.6 0.03 0.024 0.132

También se realizaron 4 determinaciones con placebo
cargado, los resultados fueron los siguientes.

muestra mg adicionados vol(ml) mg recup. § recobro

1 17.185 0.72 17.229 100.257
2 16.899 0.71 16.983 . 100.497
3 16.947 0.71 16.983 100.213
4 17.491 0.73 17.475 99.911
STD 17.654 0.74 17.721 100.379

El blanco consume 0.02 ml, este volumen se resta al
volumen consumido por las muestras.

Como puede observarse en los resultados, la
interferencia que existe no es significativa; por lo
tanto, el método puede considerarse especifico.



2. Exactjtud.

Se pesaron dos muestras por cada nivel, los calculos se
realizaron con los promedios.

Tabla No. 5, Datos para exactitud.

mta(s) mg adicionados mg recuperados & recobro
70 12.085 12.1306 100.377
80 13.695 13.748 100.387
90 15.555 15.827 101.752
100 17.280 17.560 101.620
110 19.000 18.715 98.504
120 20.700 20.564 99,342

Contraste de hipétesis.

Ho: P = 100 %
Ha: J *+ 100 &%
X = 100.324 ¢
S = 1.2651

Estadigrafo de contraste t de student,

gl =5
teap = 2-5706
tga1 = 0.6279

teal < ttab

Intervalo de confianza.
99.998 < 100.324 <101.65
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Se pesaron dos muestra por cada nivel,
realizaron con los promedios.

3. Linealidad.

Tabla No. 6. Tabla para linealidad.

muestra(t)

70
80
90
100
110
120

Evaluacién de la ordenada al origen (a).

Contraste de hipdtesis.

Estadigrafo de contraste.

12.10
13.70
15.40
17.40
18.90
20.70

Ho:
Ha:

ng adicionados mg recuperados

11.860
13.650
15,650
17.450
18.570
20.810

a = -0,.00593

los c@lculos se

% recobro
98.020
99.625

101.642

100.316
98,269
100.536

Nivel de confianza del 95 %. (t; g95 91 = n-2)
ttﬂb = 2.7764

t

cal

= 0.01636

tcal < teap.
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Intervalo de confianza.
=0.9959 < 0.01636 < 1.0227
Por lo tanto se dice que el método tiene ordenada al
origen igual a cero (a = 0).
Evaluacidén de la pendiente (b).
Contraste de hipdtesis.
Ho: b =1
Ha: b # 1
b = 0.99860 SY/X = 00,1480
r = 0.99994
Estadigrafo de contraste t de student
Nive]l de confianza del 95 t (t, g75)-
gl = 4
teap = 2-7764

t = 0.006855
t

cal
cal < Ttab.

Intervalo de confianza.
0.941895 < 0.9986 < 1.0553

Por lo tanto se dice que el método tiene pendiente igual
a uno, (b = 1).

De acyerdc con los resultados de ordenada al origen y
pendiente, se dice, que el método es lineal.
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a. Repetibilidad.

Tabla No. 7. Datos para repetibilidad.
muestra ng adicionados mg recuperados % recobro

1 17.200 17.062 99,200
2 17.340 17.531 101.104
3 17.200 17.062 99,200
4 17.480 17.531 100.295
5 16.919 16.923 100.857
3 17.293 17.297 100.027
7 17.420 17.531 100.640
STD 17.000 17.063 100.376

X = 100.180 % CV = 0.7602

8§ = 0,7616 G = 0.70514

Contrate de hipétesis.
Ho: § = 1.5 %
Ha: G ® 1.5 %
CcV < 1.5 %
Estadigrafo de contraste Xi cuadrada (x120.975, gl=n-1)
XiZ py = 1.9888  XiZ( ) = 14.449
Xizcal < %i%eap

cal

Intervalo de confianza.

0.2408 < 1.988 < 2.8134



b._ Repreducibijjdad,
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tabla No. 8. Datos para reproducibilidad.

bia I

99.708

ANALISTA I 99.536
99.263

100.236
ANALISTA II 99.691
992.200

n

99.633
0.360
0.361

gwxl

]

Dia IX
100.307
99,536
99,642

99.367
98,265
99.858

Se utilizéd una tabla de distribucién F, con un nivel de
confianza del 95.0 %. Los resultados obtenidos fueron los

siguientes.

Tabla No. 9. Tabla de andlisis de varianza.

fte. error gi sC MC Fcal.

Ftab. Aceptacidn

Analista 1 0.01 0.01 0.0454

161.4 Fcal<Ftab

Dia 1 0.01 0.01 0.0454

161.4 Fcal<rtab

Anal-Dia 1 0.22 0.22 1.4787

5.320 Fcal<Ftab

Error 8 1.19 0.145




como puede observarse en 1la tabla de andlisis
varianza.

No existe efecto por analista.
No existe efecto por dia.

No existe efecto por la interaccidén Analista-Dia.

Por lo tanto, se dice que el método es reproducible.
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8, coMPARACTON DRI METODO ANALYTICO CON CROMATOGRAFIA
DE_LIOUIDOS DE ALTA PRESGION Y ESPECTROFOTOMETRIM.

Para realizar la comparacién fue necesario aplicar el

mismo procedimiento  (validacién) que se hize con 1la

titulacién.

B._Especificidad Ante Excjipientes. .

Figura No. §. Cromatogramas de EspRcificidad.,

L

5.12 Peruncaine
B.3R Maproxen

9.38
-0.37

13
E

]

Como puede observarse en los cromatogramas no existe

interferencia de los excipientes.

Por lo tanto se dice que el método es espacifico.
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b. Exactitud,

Cada nivel se peso por duplicado, los calculos se
realizaron con los promedios.

Tabla No. 10. Datos para exactitud.
muestra($) mg adicionados mg recuperados $recobro

70.0 9.070 92.186 101.278
80.0 10.050 10.278 102.272
80.0 11.215 11.218 100.032
100.0 12.525 12.659 101,070
110.0 13.730 13.746 100.120
120.0 15.200 15.161 99.745

Contraste de hipdtesis.

Ho: .M = 100 %
Ha: X # 100 %
X = 100.752 %
S = 0.96123 %

Estadigrafo de contraste t de student,

Nivel de confianza del 95 % (tg. 975
gl =5
teap = 25706
taay = 1.9189

tcal < Ceap

Intervalo de confianza.
89,7443 < 100.753 < 101.7617



¢, Linealidad.

Cada nivel se peso por duplicado; los cailculos se
realizaron con los promediocs.

Tabla No. 11. Datos para linealidad.

muestra (%)

70.0
80.0
0.0
100.0
110.0
120.0

9.450
10,125
11.310
12.490
13.780
15.110

mg adicionados mg recuperados

9.380
] 10,000
11.170
12.350
13.650
14.410

Evaluacién de la ordenada al origen (a).

Ho:
Ha:
a’

a=20
a+0
= 0.016890

Estadigrafo de contraste t de student.

Nivel de confianza del 95 % (tg go7g) -

t
t
t

gl = 4
tab - 2,7764

cal = 0.04943,

cal < ttab

Intervalo de confianza.

=19.984

< 0.01689 < 20.0178

frecobro
99.219
98.824
98.802
98.913
99.027
98.715

El método tiene ordenada al origen igual a cero.



Evaluacicn de la pendiente (b).
Contraste de hipstesis.

Ho: b= 1

Ha: b #* 1
b = 0.98427 sy/x = 0.,14070
r = 0.995962

Estadigrafo de contraste t de student.
Nivel de confianza del 95 ¥ (tg5 gyg)-
gl = 4

teap = 2.7764
toay = 1.6105

teal < Ceap

t

Intervalo de confianza.

0.9571% < 0.984287 < 1.0114

El método puede considerarse con pendiente igual a uno.
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1). Repetibilidad.

Tabla No. 12. Datos para repetibilidad.
muestra ng adicionados mg recuperados %recobro

1 12.549 12.480 99.451
2 12.549 12.5874 100.206
k) 12.500 12.462 99.696
4 12 455 12.439 99.875
5 12.361 12.289 99.417
6 12.361 12.474 100.922
7 12.408 13.350 99,535

Contraste de hipdtesis.
Ho G = 1.5
Ha T #1.5
X = 99.780 S = 0.2778
T = 0.2536 CV = 0.2784

Estadigrafo de contraste Xi? cuadrada de 0,975.
gl = 6
2
xizcal = 0.2572
X12tab - 14; 449
Xi%cay = Xi%¢ap

Intervalo de confianza.

0.179015 < 0.2536 < 0.6126
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2). Reproduciblidad.

Tabla No. 13. Datos para repreducibilidad.

pia I Dia IIX

99,762 99.174

ANALISTA I 100.108 100.835
100.210 99.744

99.024 100.5608

ANALISTA II 100,811 98.505
100.229 98.404

Tabla No. 14. Tabla de AnAlisis de Varianza,

fte error gl SC MC Fcal. Ftablas Aceptacidn

Analista 1 0.22 0.22 o0.0128 161.4 Fcal<Ftablas

Dia 1 0.42 ©0.42 0.0245 161.4 Fcal<Ftablas

Anal-Dia 1 0.68 0.68 0.0397 5.32 Foal<Ftablas

Error 8 136.83 17.12

Como puede observarse en la tabla de analisis de
varianza:

NHo existe efecto por analista.

No existe efecto por dia.

No existe efecto por la interacidn Analista-Dia.
Por 1o tanto, as dice gque el mdtodo es reproducible.

Con los resultados de repetibilidad y reproducibilidad
dentro de los limites, se dice, gue el método es preciso.
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El método se enfrento a los excipiente, se observd que
no hay interferencia por parte de estos.

Figura No. 7 Espectrogramas de Especificidad.

B - " ——r .
* | esrapar /\'\ ‘T muesTRA A ‘
P , ~ ! \ ]
// \ // - \ 1
// . . S/
[ \ P \
. 318=0.131622 \ ] ,-”"  318=0.147460
332=0. 162704 . 332<0.181686 \
s s \\
. et . I St
300 350 300 330
T v
*| PLACEDO

oo 38w



96

b. Exactitud.

Se trabajé con 6§ niveles diferentes, por cada nivel se
pesaron dos muestras. lLos cdlculos se realizaron con el
promedio de cada nivel.

Tabla No. 15. Datos para determinar exactitud.
muestra($) mng adicionados mg recuperados Arecobro

70.0 14.30 14.229 99.508
80.0 16.77 16.772 100.012
90.0 18,50 18.379 99.349
100.0 20.47 20.381 99.552
110.0 22.60 22.407 99.148
120,0 24.53 24.777 101.005

Contraste de hipstesis

Ho: U/ = 100 & X = 99.835
Ha: U ¢ 100 & S = 0.8393
CV = 0.8406

Estadigrafo de contraste t de student.
Nivel de confianza del 95 & ( t de 0.975)

teap = 2-5706 gl =5
tea) = -0.48155

tcal < ttap

Intervalo de confianza.

$8.9542 < 99.835 < 100.7158



¢, Linealidad,

Se pesaron 6 muestras a 6 niveles diferente. Se pesaron
dos muestras por cada nivel; los cdlculos se hacen con el
promedio de cada nivel.

Tabla No. 16, Datos para determinar linealidad.
muestra($) mg adicionados mg recuperades Asrecobro

70.0 14.40 14.830 102,971
80.0 16.95 17.580 103.728
90.0 18.40 18.780 102.075
100.0 20.60 21.240 103.144
110.0 22.60 23.320 102.017
120.0 24,55 25.050 102,853

Evaluacién de la ordenada al origen (a).

Hot A = 0
Ha: A % 0
a = 0,006045

- Estadigrafo de contraste ¢t de student,con gl = 4.

teap = 2.7764
tcar = 0.01242
tcal < tab

Intervalo de confianza.

-1.3466 < 0.00605 < 1.3587
Entonces se considera que el método tiene ordenada al
origen igual a cero (a = 0).



Evaluacién de la pendiente (b).
Contraste de hipdtesis.

Hot b =1
Ha: b % 1
b = 1,0136 S
r = 0.99997

yv/x = 0.0863

Estadigrafo de contraste t de student.
Nivel de confianza del 95 t (t de 0 975)

teap = 2.7764 gl = 4

tcap = 0.00291

tcal < ttap

Intervalo de confianza
0,.97133 < 0.99997 < 1.02861
El método tiene pendiente igual a uno (b = 1}.

De acuerdo con los resultados de la ordenada al origen,
Y la pendiente, se dice, que el método es lineal.
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1) . Repetibilidad.

Tabla No. 17. Datos para célcular repetibilidad.
muestra =g adicionados =g recuperados § recobro

1 20.601 20.889 101.396
2 20.585 20.524 99.703
3 20 750 21.787 100.172
4 20.905 20 930 100.121
5 20.200 20.515 101.561
6 19.959 20.108 100,748
7 20.051 20.147 100.476

Contraste de hipétesis.

Ho 0 =1.5%

Ha @ = 1.5 %

X = 100.596 S = 0.6845
T = 0.6337 oV = 0.6805

Estadigrafo de contraste Xi cuadrada.
Nivel de confianza del 95.0 %.
gl = §
2
Xi%.a1 = 1.6066
xL:tab - 142449
Xi%oa1 < Xi%eap

Intervalo de confianza.

0.1668 < 1.6066 < 1.9478
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2). Reproducibilidad.

Tabla No 18. Datos para cdlcular reproducibilidad.

Dia I Dia II
102.664 101.152
ANALISTA I 101,915 101.039
101.424 100.963
101.831 101.649
ANALISTA II 101.390 101.127
100.573 100,775

Se utilizé una tabla de distribucién F, con un nivel de
confianza del 95.0 %. los resultados cbtenidos fueron los
siguientes.

Tabla No. 19. Tabla de anilisis de varjanza.

fte. error gl SC MC Fga. Feah, Aceptacicn

Analista 1 0.28 0.28 0.50  161.4 Fgap < Feap

Dia 1 0.80 0.80 1.428 161.4 F_ay < Feap

Anal.-Dia 1 0.56 0.56 2.240 5.32  Fga) < Feap

Error 8 2.0 0.25
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Como pudde observarse en tabla de andlisis de varianza.
No existe efecto por el analista.

No existe efecto por el dia.

No existe efecto por la interaccién analista-aia.

Por lo tanto, el método se considera reproducible.
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1. Titulacién en Medio no Acuoso. Nétodo 1,
2. Cromatografia de Liquidos de Alta Presidn. Método 2
J. Espectrofotometria (U.V.). Método 3.

1. Comparacidn de precisién a través de repetibilidad.

Método 1 Método 2
T, = 0.70514 G, = 0.25316
S; = 0.7616 6, = 0.2778

n=7 ns=7

Contraste de hipdtesis.

Ho: 1 -G—
Ha: @ -G'z

Estadigrato de contraste F con un nivel de confianza del
95.0 §, y gl = 6/6.

Foay = 2.7415.
Ptﬂb = 4.28.

Foa1 < Feap
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Intervalo de confjanza.
~0.6405 < 2.7806 < 0,6405

For lo tanto; se dice, que los métodes tienen
repetibilidad equiparable.
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2. Comparacién a través de la exactitud.

Método 1 Método 2.
%,= 100.324 X, = 100.752
S; = 1.2651 5, = 0.96123
n= 6 n=6

Contraste de hipétesis.

Ho: Uy =Ny
Ha: Py * Py

Estadigrafo de contraste t de student, con un nivel de
confianza del 95.0 § ¥ gl = 1.0.

toay = 0.1393
ttab = 12,706

teal < teab

Intervalo de confianza.
=-1.8731 < =-0.428 < 1.44514

Los métodos poseen exactitud equiparables.



106

3. Comparacidn de Linealidad a través de la Pendiente.

Método 1 Método 2.

b, = 0.9986 b, = 0.98427
X% = 1659.72 xx,? = 893.8336
x(xi)2 = 9643.24 x (X3)2 = 5221.5076
By/xl = 0,148 sY/xz = 0.04743

Contraste de hipétesis.

Ho: b; = by
Ha:. by % b,

Estadigrafo de contraste t de student, nivel de
confianza del 95.0 § y g1 = 8.

toa) = 1.7094
tiap = 2.306.

teal < ttab

' Los métodos tienen pendientes equiparables.
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3. Comparacién de la precisién a través de la
repetibilidad.

Nétodo 1 Método 3
Gy = ¢.70514 U3 = 0.6337
S; = 0.7616 55 = 0.6845

Contraste de hipdtesis.

Ho:
Ha:

a9

+
ST

Estadigrafo de contraste F con un nivel de confianza del
95.0 %, y gl = 6/6,

Feap = 1.018
Feap = 4.28

Feal < Feap

Intervalo de confianza.
-0.2590 < 1.113 < 0.2590

Los métodos son equiparables en cuanto a :epetlhnl&nd.
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2. Comparacidén de los Métodos a través de la Exactitud.

Método 1 Méteodo 3

%, = 100.324 ¥, = 99.835
5; = 1.2651 S, = 0.8393

Contraste de hipétesis.

Ho: JJI - SJ:,
Ha: ) ¢ [y

Estadigrafo de contraste t de student con un nivel de
confianza del 95,0 &, y gl = 1.0.

toay = 0.789
teap = 12.706

teal < teap
Intervalo de confianza.

-0.892 < 0.489 < 1.870

Los métodos son equiparables en cuanto a exactitud.



3, Comparacién de la Linealidad a través de la
Pendiente.

Método 1 Método 3
by = 0.9986 b, = 1.0136
sy/x% = 0.148 sy/xg = 0.0863
xX,? = 98.2 =X,2 = 117.5

z(X;)2 = 9643.24 x(%3)% = 13806.25

Syq = 3.2407 Sy3 = 3.7317

Contraste de hipdtesis.

Ho: b1 = by
Ha: b; # b,

Estadigrafo de contraste t de student, nivel de
confianza del 95.0% y gl = B.

tcal = 0.351
ttab = 2.306

teal < teab

Los métodos tienen pendientes equiparables.

103



110

Existen en el laboratorio métodos de analisis, tales ,
como el de cromatografjia de liquidos de alta presién, y el
espectrofotométrico, los cuales son métodos muy eficaces y
poseedores de una tecnologia moderna; aungue con un tiempo
relativamente grande y de un costo elevado; considerando
egtas caracteristicas, y los objetivos que se plantearon
inicialmente, estos métodos no son los necesariamente
practicos, para efectuar un anAlisis enrn un rango de tiempo y
costo menor. Por ¢tal motivo se vio 1la necesidad de
desarrollar un método de igual validez en cuanto a eficacia,
sin tener que utilizar instrumentos de alta tecnologia; y con
la atenuante de tiempo y costo menor. E1 método fue disefado
en el campo de la volumetria.

Aunque el método desarrollado presenta las ventajas de
costo menor, rapidez de analisis y facilidad para ser
aplicado sin necesidad de tener experiencia; su principal
desventaja respecto a los métodos arriba mencionados, es que
no es posible aplicarlo en estabilidad; es decir, solo puéde
ser utilizado como método de rutina.

Como todo método analitico la valoracién presenta
algunas desventajas, como la falta de especificidad ante
sustancias relacionadas. Por otra parte, en el método
desarrollado el error se visualisa de la sigulente manera:
puede notarse con mayor claridad, s8i se wutiliza una



111

microbureta (graduada en centécimas) y ademds utilizando
volumenes de agente titulante menor a 1 ml, que con una
bureta graduada en décimas, donde se utilizan volumenes hasta
de 15 o 20 ml de agente titulante. Esto se debe a que el mas
minimo volumen agregado con una microbureta y donde se gastan
volumenes menor a 1 ml, afectard grandemente el punto de
equivalencia lo cual se reflejaria al momento de realizar los
calculos. Sin embargo; ambos instrumentos proporcionan
resultados confiables.

Respectc a la validacidén, en 1los resultados puede
observase que los tres métodos (volumétrico,
espectrofotometria y cromatografia de liquidos de alta
presién) Pueden aplicarse satisfactoriamente en control de
calidad, ya los excipientes no interfieren en 1la
cuantificacion del principio activo. Aunque desde el punto de
vista de la comparacién de métodos analiticos, la técnica por
cromatografia de liguidos de alta presidn, puede considerarse
el mejor ya que puede aplicarse satisfactoriamente en
estabilidad.
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Aungue en el transcursc de todo el desarrollo
experimental, se tuvieron algunos problemas; los objetivos
planteados se lograron satisfactoriamente.

Aun cuando en el método analitico desarrollado, no se
determino especificidad ante productos de degradacidén; 1la -
especificidad determinada ante exciplientes, demuestra que el
método puede aplicarse satisfactoriamente como wmétodo de
rutina, vya que los excipientes no interfieren en 1la
cuantificacidn del principio activo.

En cuanto a la validacién del método analitico; 1los
resultados demuestran gue el métode es confiable, es decir;
es especifico (ante excipientes), exacto, lineal, preciso, y
ademds, répido y muy sencillo de llevarse a cabo.

Respecto a la comparacién estadistica de los métodos, se
puede ver gque para la cuantificacién del principio, se puede
utilizar indistintamente cualquiera de los tres mnédtodos
{volumétrico, cromatografia de liguidos de alta presidn y
espectrofotometria), pués, los resultados demuestran que son
equiparables en cuantc a precision, exactiud y linealidad.
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XVIL. ANEXO A.

FORMULAS PARA EVALUAR LA PRECISION/REPETIBILIDAD DE
UN METODO ANALITICO.

Hipdtesis a contrastar: Ho 6 £ 1.5%
Ha ¢ > 2.5%

Estadigrafo de contraste: (n-1) (s)2
%2 cal.= ~=—-—peem-

Decisidn estadistica:
si x? ¢ xZ (0.975,n-1 q2)

El método se considera preciso en cuanto a repetibilidaad

= Intervalo de confianza al 95%:

{n-1) (5)2 (n-1) (s)?
x% {0.875,n-1 gl)

(0.025,n-1 g1)

£
-t

- Coeficiente de variacidn:
¥ ov € 1,5%
% cv= ( s/R ) 100
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XVI1I. ANEXO B.

FORMULAS PARA EVALUAR LA LINEALIDAD DE UN HETODO
AHALITICO.

INFERENCIAS RESPECTO A LA ORDENADA AL ORIGEN:

-~ Hipotesis a contrastar: Ho a=A

‘Ha & ¢ A
daonde A = O

- Estadigrafo de contraste:

a-RA
t cal.=

: Sy/x / nxe
. nE( XL =82

~ pacisidén estadistica:

si t cal. < t (0,975,n-2 gl)
Y t cal, > t (0.025,n-2 gl)

Puede considerarse gue estadisticamente a = 0

- Intervalo de confianza al 95%:

x %2
a ¥ ¢ o2 gy/x

n ®E(XL - §)2



INFERENCIAS RESPECTO A LA PENDIENTE: -

- Hipétesis a contrastar: Ho b=8
Ha bfEB
donde B = 1

- Estadigrafo de contraste:

(b-8) (Sy/x} fn-1
8y/x

t cal,= -

- Decisidén estadistica:

S3 t cal. < t (0.975,n-2 g1}
y tcal. > t (0.025.n-2 ql)

Puede considerarse qua estadisticamente b = 1

- Intervale de contfianza a} 955%:

sy/x
b ¥ ¢ ) e

5x n-1

51 ambas hipdtesis, tanto para a como para b son
aceptadas, el método es lineal.
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Xx1x. ANEXO C.
FORMULAS PARA EVALUAR LA EXACTITUD DE UN METODO

ANALITICO

- Hipdtesis a contrastar: Ho 4 = 100%
. Ha s $ 100%
- Estadigrafo de contraste:

X8 -n
t CcaAl.m mevemmmenna—-

s/yn

- Decisidn estadistica:

51 t cal. <t (9.975,n-1 gl}
Yy t cal. » £t (0.025,n~1 gl)

El método se considera exacto.

- Intervaloc de confianza al 95%:

Fsteez. s/ fn
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XX. ANEXO D.
FORMULAS PARA EVALUAR LA REPRODUCIBILIDAD DE UN

METODO ANALITICO.

Modelo matemdtico ( 2 factores aleatorios).

Yij = Di + )\j + ADij + E(ij)k

donde:
¥jjx = porcentaje cuantificado por el i-enesimo
analista en el j-enesimo dia en la k-enesima repeticidn.

Dy = efecto de i-enesimo dia sobre el porcentaje
cueantificado,

Aj = efecto de j-enesimo analista sobre el
porcentaje cuantificado.

ADij = efecto a la interaccidén analista-dia.

E(ij)k = error experimental.

INFERENCIAS:

a. Efecto por e .

Si F )y p<F (0.95) con gl D/gl AP

No existe efecto por el dia.



b. ecto r analista (A).

Si F cal A <F (0.95) con gl A/glAD

No existe efecto por analista.

c. ecto eraccios sta-di D).

Si Fcay ap < F (0.95) con gl AD/gl error

No existe efecto por la interaccién analista-dia.

,

Les tres criterios anteriores deben cumplirse para
poder asegurar gue un método analitico es reproducible.
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XXI. ANLMU E.° 4

FORMULAS PARA EVALUAR LA COMPARACION DE METODOS ANALITICOS.

A. Comparacién de le Presicién {Repetibilidad).
- Hipdtesis a Contrastar,

Ho: Gl— =

S

Ha: Gy ¢ G

- Estadigrafo de Contraste.

s2
P 1
cal 52
2
n, — 1
1
gl = ——

- Desicidén Estadistica.

Fc:al iP:('} L9758

Feal  To.o2s

- Intervalo de Confianza.

2
s 5
—_ 3
¢ G1 5,
o, %27 p_
2 2

Si esto se cumple los métodes pueden considerarse equiparables en

cuanto a repatibilidad.
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B. COMPARACION A TRAVES DE LA EXACTITUD.

- Hipétesis a Contrastar:

(n, - 1)s% 4 (n, - 2) g2

Sp =
(nl + "2), -2
s2 S2
n + n,
gl = ; §
5 + S
n1+l n2+l

- Desicidn Estadistica,

®0.975 2 Pcal 2 ®o.025

~ Intervalo de Confianza.

wn
wn

t
¥y =X 270 5

+
S
e

5i lo anterior se cumple, se dice que los métodos son equiparables

en cuanto a exactitud.



C. COMPARACION DE LA LINEALIDAD A TRAVES

DE LA PENDIENIE,

Hipétesis a Contrastar.

By - B,
t‘cal
1 1
s 2 . 2
Sly/x + S ®(X ) =( X, )
2y/x xf— ! +zx§ - 2
n ny

gl = (nl-2)+(nz-2)

- Desicidén Estadistica.

teal £ t;0-975

t-'(:.'-11 2 b0.0ZS

Si esto se cumple, se dice que los métodos tienen pendientes equi-

parables.
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