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1 mTRODUCCION



Uno de los principales objetivos de la !nqqstr;ngérmaééﬂt;ca es
asegurar un agecuado control de calidad de los med:camentqs. es  por
esto que la validacism retrospectiva y  prospectiva hoy en ;dLa‘ ha
tomado una gran importancia.

La validacidn de m#todos analiticos permite evaluar parasetros
estadisticos comb son: precisién, linearidad, reprogucibilidad vy
exactitud, entre otros. De agui se obtiene antormacion sobre la
confiabilidad del! metodo anall tico gue se emplea en el analisis del
(los) actaivo {s) presente (s} en una tforma farmacedtica.(1il),

Por otra parte, 108 criterios que deben cumplir los parametros
estadisticos son establecidos por la Secretaria de Salud de cada pats,
F.D.A.( Foode Drugs and Administrat:on) las cuales dan una serie de
normas o especificaciones legales que respaldan al metodo  analitico.
Tomando esta referencila. cada laboratorio de acuerdo a sus necesidades

llevara a cabo una validacien del metode analitico.

En e=te trabajo se presentan metodos analiticos diferentes
desarrclladose vy wvalidados para un mismc activo (diclofenac
axetxlamcnxo). De la revisicn bibliografica realirada desde aque
fue patentado este activo a la fecha no se encontrd qQran
informacion sobre sus caracteristicas fisilcoquimicas, es por esto
gque al diseRar, desarrollar y validar varios metodos anallticos se
conoce mas scbre el diclofenac daetilamenio. EIl primer método
analitico es un matodo potenciometrico para determinar diclotfenac
dietilamenioc materia prama. E1  segunidc metodc armalitice es  un
metodo espectrofotometrico para determinar giclofenac dietilamomio
en crema. producto en proceson v/o producto terminado. £1 tercer
metndo es wun  metodc por cromatograftia de  liguigos de alta
resolucisn (CLAR) para determinar la estabilidad del producto. Los
dos praimeros metodos son rapidos. sencillos vy de costo bajo.
mientras aque el tercero su  principal caracteristica es ser

especifico v selectivo.



Por ultimo, este trabajo puede servir de .ayuda a las personas
interesadas en la validacidn de métodos analiticos, ya que presenta la
metodologia minima necesaria para validar un método analitico

dependiendo de la utilizacion del mismo.



2. GENERALDADES

da



2.1 PROMEDADES FISICOOUNICAS DE DICLOFENAC DIETH AMONIO:

" “Cuando. se bhizo la revision bibliocarafica a diclotenac
dietilamonio desde gue aparecid su patente a la fecha, se encontro
poca informacidn sobre sus propiedades fisicoquimicas. La mayoria
de estas propiedaties del activo se obtuvieron a partir de anilisis
realizados en CAFET,S.A. El Jdiclotenac dietilamonio es la sal
aménica del daclofenac el cual es un antiantlamatoric de tipo no

esteroadal.

ESTRUCTURA QUIMICA:

¢ Ci

FORMULA CONDENSADA: CusHaaClaNasDs
PESO MOLECULAR: 367.23 g/mol

Descriecion:

Polvo granuloso de color blanco a ligeramente amarillento. de
olor picante y sabor amargo.

SoLuBrLIDAD:

Soluble en metanol!, etanol y cloroformo, ligeramente soluble
en tetracloruro de carbono. dimetil formamida, muy iigeramente
soluble agua. facilmente soluble en NabW O,1IN, practicamente
insoluble en HC1 O.1IN.,

PUNTO DE FUSION : 147-149 °C,



HUMEDAD: Henor al 0.5 X. (MRTODO TRITRIMXTRICO).
Agsorcion aL UV:
En soluci¢n metardlica muestra un miximo de absorcisn a 281 nm

y en solucien de NaOH O.1N a 275 nw.(ver figura 1).
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Ficura No. 1~- Absorcion . al ultravioleta del diclofenac

dietilamonio. a) en solucidn mtgrél;ca » b) en NaOH.0.1.N,  En . ambos -

la concentraci®n es de 20 ug/ml.



ESPECTRO DE INFRARROJO:

Los principales picos se encuentran a una longitud  de. onda
de 1572, 756, 1504, 775, 1286, 1308 nm.
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Fiourka No. 2-~ Espectro de infrarrojo del.diclofenac dietil—
amonia en una disperci&n de bromuro de’ potasio. !




2.2 METODOS ANALITICOS EMPLEADOS:
2.2.1 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION. (1.2,3.7,9,10,21}.

La cromatografia llauida de alta resolucién (CLAR) es una técnica
analitica muy utilizada en la actualaidad para e}l analisis de activos,
Fiene wuna alta especificidad asl como un amplio 1ntervalo de
sensitividad gue hace ideal el analisis de muchos activos tanto en
formas tarmaceygticas comg en fluigos biplsgicos, Comparande ia
CLAR con la cromatoarafia de gases (CG) se  encuentran similitudes vy
diferencias. En ambos métodos la separacicn de los componentes de wuna
mezcla se lleva a cabo con una corriente de flujdo. Los mecanismos de

retencien difieren grandemente. En LLAR y en CG los componentes a

separse interaccionan preferentemente con la fase estacionaria vy
son retenidos a lo largo de  esta. En CG, la fase mdwvil, o ogas
acarreador., tiene poco etecto sobre la separacian. En CG se
caracteriza por tener pocas fases méva les Y muchas tases
estacionarias, por otro lado. an CLAR  ce cuenta con  pocas tases

estacionarias y con gran daversidad de fases moviles. usandose esta en
composicidnes bainarias,. terciarias v ocasipnalmente ctuaternarias.,
Ademas puede utilizar soluciones reqguladoras con control de pH para
modificar la retencién. En CG se utilira programacién de temperatura
asi: como de flujo gue puede apravecharse para aumentar la separacidn.
En CLAR solo se puede hacer pogramacisn de flujo y gradientes de
concentracidn en la composicion  ae la fase madvil: en  muy raras
Gccasiones se hace programacion de temperaturas.
TEORIA:

Existen varios procesos o mecanismos de separacisn para la

o



retencién de las moleculas norr la fasé é;tacioaaria en  la
cromatogratia liquida. Estos pueden clasificarse de acuerdo a las
tases 1nvolucradas:

1) Cromatografia liquido-liquido [{=NE)

2) Cromatogratia liquado-ssdlido (CLS)

3) Cromatograflia de 1intercambio 16nico

4) Cromatografia de exclusisn molecular

La cromatografia liquido-sélido es llamada tambien cromatografia
de adsorcidn; esta emplea particulas con una alta Area superficial
como tase estacionaraia que agdsorben moleéculas de soluto. La
separacisn se basa en repetidas estapas de adsorcion y desorcion,
Usualmente se utilizan sdlidos polares como silica gel . aiumina
(A1203) o vadrags poroses. y una tfacse mavil ne polar come cleoroformo,
heptano u octano. Mas espec: ficamente, la separacisn se da por
diferencias en la afinidad de los solutos por la superficie de la fase

estacipnaria. Ver figura 3 .

jil Y
Wi

Froura NO, 3— Se observa €1 mecanismo de separacion’ de . una

cromatografia liquido-solldo.s componente  muy polar, x . componente

medlanamente polar, » componente poco palar,



Generalmente en CLS los componentes se eluyen en  orden
contrario a sus polaridades.

La cromatografia liquido—-liquido o cromatografia de particadn
involucra una fase estacionaria liouida la cual este sobre un
soporte s6lido i1nerte. Las moleculas de la muestra se distribuyen
entre la tase mivil vy estacionaria  liquida determinando as{ la
separacisn. La fase estacionaria puede ser polar o no polar. Si la
tase estacionaria es polar y la tase movil es no polar, se Jle
ilama cromatografia de particidn en fase normal. Si tengmas el
caso cpntrario se llama cromatografia de particién en fayse

inversa. Ver figura 4 .

{a) ()

Froura No. 4.- a) Crométagfﬂfxa liguido-liquido en tase normal

y b) Cromatografia liaquido-liquido en. fase inversa.



La  cromatogratia de intercambio ibni;a Jusa’’ uﬁg --fa;e
estacionaria que pueda intercambiar catxonés o anxanés con lakfage
wovil, La fase estacionaria debe tener una carga contraria a la de
la muestra. Cuanto wmayor Sea la carga de 1la muestra. mas
fuertemente estara atraida hacia la superficie adnica y por lo
tanto tardara mis tiempo en ser eluida. Para controlar el tiempo
de elucion se ajusta el pH y polaridad. Los materiales usados como
intercambiadores 1dnicos son resinas  polaméricas las cuales se
clasifican en rationicas v anidnicas. Cada tipo de materaial ouede

subdividiree en i1ntercambiadores fuertes o debiles. Frecuentemente

-

1los grupos Acidos sulfénicos (R-5S0s H son usados como

intercambiadores cationicos fuertes. Fara intercambiadores
-

cationicos débiles hay muchos dcidos carboxtlicos (R-COO H ). tas

resinas de intercambioc  anidnico  tuertes contienen como sitio
activo grupos cuaternarios de amonio. Las resinas de intercambio
anionico débiles tienen como s3itios  activos aminas  terciarias.
eiemplos de resinas ¢e 1ntercamplio an1dnics son:
+
R-N (CHa)sC1)

- -
RaNH G}

La cromatografia de exclusion es un metodo que se basa en la
separacion de acuerdo al tamafo de 1a molecula. En este tipo de
cromatogratia la fase estacionaria posee poros de dimensiones
diferentee., en donde la muestra es retenida o filtrada segtn su
tamafo molecular. Las moleculas grandes opermanecen en la  tase
mévil ¥y por tanto son eluldas praimero. Las moléculas pequenas son

retenidas en 10s poros y son eluidas despues.

o



Existen 2 métodos mas en cromatografia llouida que resultan

de la modificacién de la ClL: la cromatpagrafia en fase enlarada y
la cromatografia de par-i#nico. La cromatografia de fase enlarada
utiliza una tase estacionaria organica QqQue esSta QqQuamicamente
enlazada, generalmente a hidrocarburos de cadena larga. tLa tase
mOvil comyunmente es polar, de este modo los solutos mas polares
son eluidos praimero ¥y los componentes no polares son  eluidos
despues. La cromatografia de par-idnico tambien se conoce como
cromatografia de jabén, se basa en la formacisn de opares 16n1COS
entre activos con carga y agentes par—i1anicos con carga opuesta.
En general la cromatografia par—ionico =€ practica  come tase
reversa, el mecanismo de retencidn agul aun no esta bien
delucidado, es una combinacion entre la Cromatografia
liquido-liquido y la de exclusiin molecular, particularmente esta
técnica puede ser llevada a cabo por cualauiera de estos modos de
cromatogratia: por mecanismos la fase #stacionaria ltquida o por
una fase enlazada.

De estos mecanismos de separacidon se utilizara el mas
apropiado de acuerdo a las caracteristicas del comoponente a
analacar. En ia tabla Noc. 3 se muestra una guia praciica para
escoger el mecanismo de separac:iin.

Ahcra bien, de los daferentes mecanismos de separacien e
tienen factares smportantes que describen esta separacidn, esto se
hace con ayuda de un cromatograma, en donde se representa ia

separacion gratica Ue

componentes. Ver figura 5 .



Fioura No. 5~ Un Cromatograma coeun.

. - . .
e f_
{ H
T -1 nue
H H R
H i
3 :
X SRSUIY i

TasLa No. 1- Gula para s} tipo de cromatog-afia a utilazar,



Los factores que sirven pars  describir’ uns™separacidn -se

canacen como parametros de retencidn,

VOLUMEN DE RETENCION {VR): s T

El volumen de retencion es el vclum;ﬁrgatalrdg'§aserho§il
requerido para que el componente se eluyg ai makino. : T
TerPo DE RETENCION (tR):

El tiempo de retencidn es el tiempo necesario para alcanzar
la maxima elucidn del compuesta.

Si el tlujo {Fo) de la fase movil es constante se taene  lo
siguiente:

tR = YR/Fc

Estos 2 pariametros descritos { VR y tR ) se deben corregar
para saber exactamente el volumen o ®] tiempo invertido Qque se
pbtupa unicamente para la elucidn del compuesto:

'R = tR - tM
V'R = VR - yM

bonde t'R y V'R son el tiempo vy el volumen de retencidn
corregidos. tM es el tiempo muerto gue 1Avierte la fase movil para
recorrer la rolumna, ¥y VM es el yolumen sucrto dge tase médvil  para
llenar la columna .

Cuando se inyecta el compuesto al sistema
cromatografico, al llesvarse a cabo la elucisn, la banda de socluto
eluido se va ensanchando, este proceso se debe al equilibrio entee
2 fases y la difusion log:itudinal. €n el caso ideal, se obtiene wun

perfil con una distraibucidon normal, es decir una curva gaussiana.



F;ACTOR DE c;u;Acvo (€208

El factor de‘capacxdéd indica - el . tiempo que el compuesto es
retenipo por. la columna vy se define como: '

A K = tR — tM/ &M = t'R/tM

En -‘la practica se debe tener ¥ en un rango de 1 a 10 para
asegurar la separacidn del compuesto con las posibles impurezas
del disolvente. las tuales generalmente se eluyen a un tiempo
igual al tM. S: b es mayor de 10 se tienen problemas con el tiem—

RO de analisis.

NUMERO DE PLATOS TEORICOS (N):

El numerc de platos tedricos 1ndica la eficiencia de la
columna cromatografica y un plato tedrico (h) se define comoc el
numero de etapas de particion (equilibrios} que le ocurren al
compuesto  durante el paso a la columna. N s5€e define
matematicamente comp:

N = a ( tR/W )
-

Donde a es una constante que depende del método utilizado
para getermsnar N, Ver figura & . W es el ancht  del pito
cromatografico que tambien depende del método utilizado.

N depende de la logitud de la columna (L) y tamafSo de
particula en forma directa. A partir de agqul se obtiene el
concepto de altura eguivalente a un plato tedrico que se define
como:

h = L/N




Sin embargo existe mucha discrepancia al calcular N de la
manera anterior, ya se esta suponiendo qQue £1 pico es sametraco.
Otra manera de calcular N es descrita por James Martin. Este
método involucra una comparacion de la altura y el area del pico
para asi valorar de alguna manera la dispersidn. La ecuacisén es la
siguiente:

N = 2n(hmaxtR/A)%
donde: hmav = altura maxima del pico
A = Area del pico
Hay que tener cuidado de que hmax, tR ¥ A sean expresadas en

las unidades correspondientes.

SO,

W Peck Haight

Froura No. 6~ Meétodos para calcular la. eficiencia: de la
columna.

Existen varios metodos para determinar el numeroc de platos
tesricos. el método mas usado es el D¢ , debido a que tiene wmayor
sensibilidad. ya que toma en cuenta la asimetrla de los picos
cromatograticos, lo que implica Que nos dara mayor informacién

sobre la eficiencia de 11a columna.



SEPARACION (@) .
El tactor de selectividad describe Ja posicién relativa IQE
dos picos adyacentes y se define como:

a = t'R (B’ t'R (A}

Si a = 1 no habrA separacidn va que los tiempos de réiéﬁcién

serian idénticos.

Resotucion (Rs): : :
El factor de resolucion es una medida de sap&?ééion ‘reléiiya

de 2 picos. Se define la resolucidn . como 1a dist%ﬁ:;a eﬁgre}fz‘

bandas dividido por el promedia del ancho - de loé*F pxtés’

determinado desde la base de los picos.

(WatWs) ;

Si Rs.= 1.5

Tideal

© resolucién hasta

Si Rsrcilio xmplxéa una réééluci&n al

P0%. Sin embargo la‘ecyaciﬁniﬁeﬁef 1 pa

Ri=
En esta ecvacién se observa uue’la.resolicisn;es de

la eficiencia de la columna, por.:: otro es

directamente dependiente de 'la'ysejecﬁividad y. capacidad del

sistema cromatografico.




INSTRUMENTACION:

Un esquema general de la instrumentacidn del sistema CLAR es

el siguiente:

MANOMETRO

RESERVORIO DEL
SOLVENTE

%—«——- FILTRO

DETECTOR

SIS‘I’M ‘DE DATOS
(DPCI(X\AL) ST

RESERVORIO
DE_LAVADO

Idealmente los reservorios deben tener varios requerimentos:

1) Contener un volumen adecuado para andlisis respectivos .

2) Contener un disolvente degasificado va sea por calor.
aplicando vacio o por sonpicacion.

3) Ser inerte con respecto al disolvente.

Frecuentemente se utilizan contenedores de vidrio o de acero
inoxidable.

El disolvente es la fase movil, su funcién es acarrear la
muestra a traves de la columna produciendo una - distribucion
razonable (factor de capatidad) entre las tases. El disolvente
debe de disolver a la muestra, debe tener wna alta pureza.

preferentemente calidad HPLC. Otros factores importantes aque hay



que consaiderar; bajo - costo, baja viscosidad, baja toxicidad vy bajo
punto de gbullicion. Dependiendo del tipo de columpa empleada
se utilizan diferentes  disolventes, como se Mmuestra a

continiuacidng

Disolventes comunes en CLAR
TIPQO de CLAR Disolventes
fase Normal (silica gel.cirano,aminc) Hexano o 1so-octanoc,

Ciporotformo, acetato de
etilo,cloruro de metileno

Fase i1nversa Agua,metancl,acetoni—
trailo.
Intercambio 1dnico - . Soluciones reguladoras

usyalmente 0.01 a 0.1 1
(KH2PD4, Naz2RPQO<).

Exclusion molecular Agua (opcasionalmente
en pegquef®as cantidades
de alcoholes)

Permeacion en. gel Tolueno. cleoroformo,

triclorobencenc, THF,
pireridina

S1STEMA DE ROMBED.

Este cistema es uno de los componentes mas importantes . en
CLAR. La bomba es muy importante para obtener alta resolucidén,
alta velocidad de analisis y reproducibilidad en analisis
cuantitativos.

Los requerimentos que debe tener una bDomba 5O

1) Flujo estable, para que el ruido hacia el detector sea einime:

2) Que proporcione un rango de flujo  bajo  (Q.1 a 10

ml/min).

3} Entregue un volumen constante para facilitar el anilisis



cuantitativo y cualitataivo.

4) Tolerancia a altas presiones (6030 psi) y wna facil
adaptabilidad para operaciin en gradiente.

Hay 2 tipos de sistema de bombeo. El primero es una bomba
tipo pisten reciproco, en gonde el pistdn esta en contacto directo
con el solvente. El segundo es una bomba que se opera por um
tormillc de transmicion desplazando €1 solvente del reservorio
a travées de este, este sistema se utiliza particularmente en
operaciones en gradiente en donde la velocidad de la jeranga se
controla electronicamente. El mas comun es la bomba tipo pi1ston
reciproco.

SISTEMA DE INYECCION.

La invyeccaidn de la muestra a 1a columna presenta algo de
problemas a causa dge las altas presibnes involucradas en CLAR. Hay
2 tipos de nyeccidn: manual y automdtica: En ambos sistemas el
volumen invectado tiene Que ser reproducibie para obtener un
correctc analisis cuantitativo.

Fara la inyeccién manual se utilizan jerigas de % hasta 20041
(existen jeringas hasta 2.5nl o mas pero son para cromatogratia
preparatival) cdn las Que se carga €] sistema de 1nyetcién para que
despusés este tome el volumen v 1o descargue a la cplumna. Para la
inyeccid>n avtomdtica utiliza una serie de valvulas y paistones. en
gdonde la muestra se coloca en pequelos vialez para aque despuss
la jJeringa tome el ~volumen reqguerido automiticamente de muestra

y 10 descargar a la columna.

CoLemNA.
La columna en el sistema cromatogrifico es e8! torazdn  de

CLAR, &s “uh tubo de ‘material " inerte, de diametro uniforse v

.20



resistente a altas presiones. Contiene a la fase estacionaria en
donde se llevan a cabo las separaciones de los componentes. Las
columnas para CLAR varian principalmente por gl tipo de separacion
deseada y por las caracteristicas de los materiales de empague. La
columna mids usada mide de largo de 10 a 30 cm, tienen un diametro
interno de X 5 4 mm vy el empague de la cclumna es de
diametros pequefos (3 y 10um}., Las columnas que comercialmente
se utilizan en CLAR sons: silica, alumina, octadeciisilano {Cie)
occtasilano (Csel. feniio. dimetilsilano, diol. natrilo. amino,
ciana, entre oOtros. LOS d0S primeros tipos se utlizan ean CLS y

las demas se utilizan en cromatografia de particien.

DETECTODR:

El prdposito del detector es el de medir la concentracisen del
componente en la fase mévail, Este produce wuna sefal electrénaca
progorcional & la concentracicn ael componente. Los dectores mas
comunes son  :  espectrofotometro UV/vas, indice de refraccidn
diterencial t1Ry, detector de fluorescencia Y detector
electroguimico.

Fotometro UV/VIS.

Este detector se muestra esquemiticamente en la

tigura 7,
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CELDA DE
REFERENCIA

FUENTE DE oo
MEPCURIO Cry:a‘ ELECTRONICO
254 no MUESTRA

FILTRO UV

FiGURA No. 7.- Esquema de un totéometro UV, 254 nm.

Este detector es de longitud de onda fija de doble haz, del
lado izquierdo consta de una lampara de mercurio ocue emite
(esencialmente har monocromatico) una linea aguda de espegctre con
una fuerte linea a 2%3.7 mm (258}, Un lente de cuarzo enfoca la
radiacison WV en las celdas de muestra y reterencia. La celda de
muestra contiere usualmente de 10 a 20 ul. iLa celda de referencia

usualmente es llenada con aire. Un filtro remueve las radiacipnes

ne reguerigas, La radiacidn pasa a traves de las celdas cde
referencia y muestra llegando a 1los 2 fotodectectores. La
prodruccicdn de estos 2 tfotodetectores pasa a traves de
amplificadores que producen una sefal eléctrica para ser

graticada.
Con este fotometro se dispone de varias longitudes de onda,
cada una con un filtro apropiado: 254, 280, 313, 365,436 . ¥ S48
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Espectrofotdémetra UW/VIS,

Este  detector es el mas comumente utilizado a la fecha en
CLAR, ver figura 8 . Es un detector de longitud de onda variable
que permite la seleccidn de una logitud de onda de 190 a 700 nm.
La luz de origen se enfoca en [a entrada dge la apertura de un
monocromador. Por lentes apropiados esta luzr blanca se entoca en
1a rejilla en donde la dispersa en varias longitudes de onda. Por
la posicidn de esta rejalla se elige la longitud de onda que pasa
a traves de la celda de muestra vy de referencia por medioc de un
hax de iur dividido. ta sefal del detector =e obtiene comunmente
en absorbancias. Este detector permite ancrementar la sens:itividad

y/0 selectividad de los componentes de interes.

-+ . CORTE
SROTATORIO

MUESTRA

Fiaura No. " 8- Esguema de un detector

espectrofaotometrico para CLAR.

¥
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Detector de totoiodos.

Este detector es una adicién reciente a los epectrofotémetros
Uv/VvVis, es un detector que se basa en el arregilo lineal de
fotoindos. Este intrumento permite ver los espectros rapidamente y
ademis almacenarlos. Los beneficios Que aporta son: determinar la
pureza del pico y ver los epectros a diferentes tiempos de elucion
asi como de leer de una sola vez a & diferentes longatudes de

onda.

Detector fluoramétrico.

Los detectores fluorimétricos o de fluorescencaa son
altamente sensitivos y selectivos. La selectividad se basa en gue
ciertos compuestos emiten luz cuado son exitados con luz UV. Esto
hace que los compuestos de interés sean distinguidos raApidamente
de aquellos aque no exhiban fluorescencia. La sensitividad
incrementa si la intensidad de fluorescencia del compuesto es

mayor, esta puede llegar a detectar hasta 10 ng de muestra.

Detector de indice de refraccidn.
Este es un detector universal, es mis costoso que el
detector UV, requiere de un control de temperatura y control de

flujo. La sensitavidad se limita a 1 ng de muestra.

Detector electroquimico.

Este detector se basa en que muchas moléculas o©rganicas e
inorganicas inciuyendo muchas drogas pueden sef
electrogquimicamente oxidadas o reducidas por un electrodo
adecuado. Este detector tiene wuna alta sensitividad (&6 nag de

muestra}, pero es menos selectivo que un detector fluorimétrico.



GRAF1CADOK .

Muestra la carta de registro que ayuda a la identificacidn de
los pPircos. observando su torma y tamafio de estos.
INTEGRADCOK .

Ademas de las funciones antes mencionadas del grafi:#dor,‘ el
integrador posee varios metodos para cuantaficar y reportar  los :
componentes presentes en el cromatograma wtilizando las alturas

y/o areas de los pDicos.




2.2.2 ESPECTROFOTOMETRIA (1, 2 ¥y &),

La espectrofotometria estud:ia la interaccidén electromagnetica
con atomos o moléculas. Una onda electromagnatica de determinada
frecuencia es esencialmente una corriente elsctrica alterna con
un efecto magnético asociado. Hay diferentes radiaciones
electromagnéticas que dependen de las diferentes energlas gque se

necesiten para gque se presente.( Ver fagura @ ).

ULTRAVIDLETA

Exitacidn Yisinle
flectrénica Vibeooictes Meteoutares
s .
2107° ¢m 10 1077 en
INFRARROJD WICRO OKDES - RADIL FRECULHZin

Rotacidn Molecyiar Precesidn hutlear

a0 em 107 % 167 em

tem 15 ¢n 180 e

Floura NO O - Espectro electromagnetico

Todas estas formas de radiacidn pueden describirse con 2
modelos: e} modelo ondulatoric y el modelo corpuscular. El  modelo

ondulatorio caracteriza a la radiacion como ondas viajando a la

misma velocidad (3x10:° cm/seqg) en el vacio. ver figura 1o,



discretos de energia. La

—/1 \

- ———

Fioura No. 10.- ReDresenta:i¢n5del‘modelo’ondulatoiiu

€l wodele corpuscular describe a la luz como paquetes

energia contenida en la radiacion gueda

descrita en la ecuacion de Plank:

E = h x

Constante de plany {6.63 ¢ 107 ergiostsegqg)

€/A = Es la frecuencia de la radiacien, la cual se describe

por el numero de ciclos por unidad de tiempo.



cm/neq) "

c = Es la velocidad de‘laklu;{(Sit ldfo
A = Es la longitud de nnaa; gs La?}digtéﬁC}5”~eﬁ§re‘,dns7 valles:o
crestas. : " - P ; &:“: k ; -'vg : .

Dentro de la espe:tro;:céla se'  pueden  tener dos tipos de
espectros: ’

1) De emision 2) De absorcidn

Se produce el de emisisn cuando hay liberacion de la enerqia
absorbida al pasar del estado excitado al basal, este espectro se
da como luz.

El espectro de absorcison se produce por la liberacion de
energia vy esta se obtiene como calor.

La energla absorbida por la materia se distribuye en:

Energta translacional
Energia rotacional
Energia vibracional
Energia electronica

De manera general todos los Atomos y moleculas pueden
absorber enpergia, €] tipo y cantidad de energia de radiaciodn
absorbida dependen de la estructura de la molécula. ast como del
numerco de moleculas gue interaccionen con la radiacién.

La longitud de onda maxima de una molecula, es la longitud de
onda en la cual se presenta la maxima absorcisn. Esta longitud de
onda puede presentar varies efectos:

Efecto batocromico: Es el desplazamiento de la longitud - de
onda maxima hacia mayores iongirtudes de onda, por . efecto .. de

disolventes.



Etectn hipsocromico: Es e)] desplarzamiento de la longith &e
onda maxima hacia menores longitudes de onda.

Efecto hipercréomico: Es cuando la intensidad de la banda es
mas grande, es decir, aumenta la capacidad de absorcion.

Efecto hipocrémico: Es cuando disminuye la intensidad de la
banda, lo que implica que disminuye la capacidad de absorcion.

Al grupo funcional ocuimico responsable de la absorcién
se le conoce tomo cromoforo, este es un grupo insaturado de la
molécula. Un grupo auxdcromo es aquel que por si mismo no produce
absorcaion. pero puede ancrementar el poder absorbente del

cromoforo.

ANALISIS CUANTITATIVO. (1)

La em1s8i4n o absorcion de 1a radiacidn por un’ sistema
absorbente esta dado por una longitud de onda monocromatica ¥y esta
descrita par las leyes de absortimetria las cuales se relacionan
con la 1intensidad de radiacisn sncadente hacia el sistema
absorbente (lz) v la antensidad trasmaitida (I). La ley de lLambert
abarca fartores instrumentales, v estados en qQue esta dada la
concentracien (C) ode s1stemas absorbentes homogsneos. la
intensidad de transmitancia (1) disminuye exponencialmente cuando
incrementa la longitud de Ia celda (b). La ley de Beer distribuye
la concentracieon en una ljongatud de celda definada, la intensidad
de transmitancia disminuye exponencialmente con el incremento de
ia concentracion ge sistemas adbserpentes homogeneos .

La combinacicn de estas observaciones da la ley de

Beer-Lambert



En-donde "A: Absorbancia
a: Absortavidad
b3 Lonqx;ud de la celda
C: Concentracisn de la mgestra.
Las' cantidades espe;tros:eﬁlcas ﬁue se miden “son ra
tranénitan:ia {T); .
V T =1/1a
y l1a absorbancia {A);

A = log(i/T)

La absortividad o coeticiente de extincidn es una‘ constante
de proporcionalidad que es independiente de la cun:entrakxén, esta
constante solo depende de la temperatura. estructura  mole?ular.
disolvente v la long:itud de onda de radiacion.

Para hacer upa determinacisn cuantitativa lo primeroc que_,se N
debe de tener es la longitud de onda Que sirva para  hacer las
mediciones, de preferencia dgonde se presente el Mmaxima de
absorcion, esta longitud de onda debe ser una banda unica,
libre de interferencias. Despuées se hace una medicion con solucién
de referencia en la longitud de cnda seleccionada y se relaciona
con la absorbancia de la muestra a determipar:

AC = absorbancia de la solucién de referencia
Aam = absorbancia de la muestra
Ac = a x b » Cc Ty Am =‘a x b Ca
Cc ¥y Cm son las concentraciones de .la sﬁ)u:xen‘ de . referencia

¥ la muestra respectivamente: por lo tantoj

Cec ¢ Am R
Ac

Cm =
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Esta relacion es posible si A y. C guardan una proparcidan

diretta, Ver figura 11.

v

Frooura No. it— Relacion lineal simple ontre la absorbancia
(A} v 1la concentracaidn (C) del compuesto de anteres.

Se debe tener cuildado va que la lev de Beer-se cumple en  un

tierto intervalo de concentraciones. debido que | se tienen
desviaciones de linealadad por interacciones Quimicas

prancipaimente, por puentes de mdrogeno, asociaciones

intermoleculares . interacciones con 21 disolvente o réaéciones

quimicas. . . ‘
Se recomienda utilizar concentraciones de tal nqnera‘ que " la

intensidad de la banda este entre 0.3 -a 0.4 de absorbancia.{1).

W
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INSTRUMENTACION:

Seeeemeno e oy

H . P
Fuante oa y Comeom !
Rodiacomes Reshe < Ehecira o

. 1 Macemca
Prisas
—_— 0
- H
N Moter
.
Puets & 1
Setss (si-1) !
PR . >
Datoctor
Ebnciromice
Al rtic e,
En el esquema se puede ver los componentes basicos de  un

espectrofotémetro, el cual es un aparato que se emplea en el
estudio de la absorcion (<] emisidn de la radiacidén
electromagnetica.
FUENTE DE LUZ.

La region visible wutiliza wna lampara de tungéteno céﬁa

tuente de radiacion, en la regidn UV la fpgntg u;u;l es q

a
lampara de descarga de hidrégeno. La reqicén . infra-roja Jilutiliza
una varilla de carburc de silicio calentada electrdnicamente  a

1200 “c.

SELECTOR DE FRECUENCIA.

Sirve para esceger la longitud de onda o “frecuencia de -la
radiacisn. : T N

PORTAMUESTRA.

£cta sirve para conteneﬁ la muestra la cual es granﬁpargptE'g
1a luz. Para la regién visible se emplean portamuestras de vidrio,
Yy para la regisn UV se utilizan de silice o de cuarzo.
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DETECTOR.

Emplean. dispositives electrznicos ¥ sensibilizadores los

cuales son fototubos vy tubos 1ctnmu)t:plxcabofes para detectar

la intensadad de la juz trapsmitida por la muestra.

REGISTRADOR .
€s la sedsal del detector-que se’ alimenta . con
potencaiometrico v puede graduarse para obtener una

transmitancia o absorbancia.

un  circuito

lectura de



2.2.3 VOLUMETRIA.{1,3).

El analisis velumétrico es una tecnica anpalitica 'sencilia Y
ripida para determinar la concentracidn del  -activo... Se ;basa
solamente en medir el volumen de un liguide .(valorante) que: ée
gasta para titular a la sustancia de interes, es decir, el volunén
necesario para llegar al punto de equivalencia.

El amalisis volumetrico utiliza una  solucaén valora#a;
con cantidades conocidas de los reactivos. . :

La solucidn valorada se prepara con una ' cantidad fcond:xdé
del reactivo solido puro, se disuelve v se lleva h;st$ un ' volumen
conocido. © también ya existen . en el mefcadn; soluciones’ cﬁn
concentracidn conocida. '

Por conveniencia las titulaciones se ~dividen en cuatro
clases de acuerdo al tipo de reaccidn:

~. Acido-base

- Oxido reduccicn

- Precipitacidn

- Formacion oe complejos

Para detectar el punto de eguivalencia se cugnta’ con
indicadores adecuados y metodos potenciométricos gue hacen posible
asi, que el andlisis volumetrico sea muy sensible.

De aqu: en adelante se enfocarsa mas socbre ‘titulaciones
Acido-base en disolventes mO acuosos ya que &s la tecnica que: ée
utilita en este trabajro.

Las titulacipones A-F en medio no acpuso se llevan a cabo. muy
frecuentemente en la industria quimica, vYa que Amuchos ac;dns Y
bases oOrganicas son insclubles en agua © son muy débiles én medio
acupso. Un factor importante en titulaciones en medio no acuosoc es

el disolvente empleado, el caracter-acido y basico del  disoivente |



establece limites sobre la fuerza de los compuestos Que se pueden

titular con el.

Para la eleccion del disolvente se debe tener en cuenta’ ‘lo
siguiente:
1) Caracter Acido 0 basico intrinseco

"'Z) Constante de autoprctélxsxs‘

3} Constante dieleéctrica. . - Ll
Un disolvente que cont:ene atomos de,n;dragénoT con.caricter
Acado pue&e representarse como SH. En principié‘vpuzde, transieri(

protones entre sus moleculas:

SH + SH SHé vis S

L.a concentraci®n © producto de Aégiv;;ad;”‘(éHz’)(S_), es
llamada constante de autoprotolisis, Kei esté':onstante establece
limites sobre intervalos de fuerza scida o ‘basica que puede
existir en el disoslvente.

Los disolventes generalmente son divididos dentro de 4 clases
las cuales se basan en sus propiedades dcido-base.

Los disolventes protogénicos gemeran un protén salvatado en
la disogilacian {por ejemplo, Acido acético y acido sulfurico). Los
dicsolventes protof:licos Son capaces de aceptar unh  protén, ¥y
pueden ser disociables o no disociables (por ejemplo. piridaina,
anhidrico acético vy éter). tos disolventes antiproticas pueden
aceptar o0 donar un protdn,son ejemplos el agua y alcoholes. Los
disolventes apraticos no aceptan ni dan protones ( por ejemplo, el
cloroforma y los hidrocarburos ).

La propiedades daieléctricas determinan en gran medida ia
extencion de la disocilafiln asnmaeas. Para  disolventes. con alta
constante dielectrica indican gue la disociacien ee alta. En

displventes con constante dielectrica. baja o intermedia la




disociacicn es muy pequefia..Ver figura 12 .

Disolventes D Disolventes n

Ciclohexano 2,02 Acetona 035
Diczano 221 Etanol 243
Benceno 227 Metanol 126
Eter exflico 434 Acetonitrilo 378
Cloroformo 451 Dimetilsulféxido 453
Acido acético 6,15 Agua 785
Alcoho!l t-butilico 115 Acida suifarice 100

*« A lemperatura ambierte

FIoURA No. 12~ Constantes ‘dieletricas de algunos
disolventes mis comunmente utilirados. .

Una de las titulaciones que han sido. ampliasente utilizadas
spn las que se llevan a cabo en acicdo acetico  glacial. <con este
disolvente se pueden titular principalmente sales y bases debiles.
asi como . amidas vy sales de asonio.

Por ptra parte, para determinar €1 punio de  equivalencaa de
la titulacien en discolventes no acuosos., como - se menciond
anteriormente, se pueden usar indicadores o. detectarlc por un
A2todD potenciosstrico. Este wltimn 2o una Ze las apiicacaones de
aayor -utilidag dentro de una valoracion éot;ﬁcxsget;xca;r La
lotalizacion de esie punto puede realirarse gratica o
anall ticamente., donde se encontrid en un cambio mas o menos. brusce

al representar el potencial {o el pH} en funcidn del! volumsen  del




valorante (inflexion de la curva), =ste punto tambien coincide con
el miximo de la primera derivads, o con la segqunda derivada cuando

esta vale cero en el volumen. Ver figura 13.

() {c}

Fraura No, 13~ ay valoracion en  dates crudos. LY Primera

derivada de la curva de valoracisn. ¢} Segungda derivata ‘de la

Cur+a. de valoracizn



¥

equivalencia.

En la tabla No. 3 se ‘muestra la forma.de determinar

seqgunada derivada para que al graticar determinar el

1a primera

pud(u de

v o E AE/8V v alesav? v
Ea~E1 Vievz AR BasE

Vi Ex n;nm ‘sz e :_CFE;-_ET—'M Dxé =

. EwEa o Az=Pz. By+B2

vz E2 ATy | B EEa P>
EevEd " il ViV " Ba+is

v - ;! r;: Ve-iis {x ) 72:’ - Cs Do 5

TABLA No. 3~ Cslculds para._.la cbﬁtebn:xon de “la  primera

segunda‘der;vada.

to
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3. OB.JETIQos



1~ " Desarrollar.y validar un metode analitico vulumetrico

para la cuantificacisn de diclofenac dietilamonio materia orima,

2~ Desarrocllar ¥ validaer un métodn analitico-

espectrofotométrico aara la chantificacx‘on de dxclnfena:

dirtilamonic en crema producto en. procesc y/o producto termxnadc.

Y.

los

4~ Dar apoyo al'.departaments de Control de' Calidad con

métodos analiticos desarrollados.
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4. DESARROLLO EXPERWMENTAL

de



4.1 REACTIVOS.DISOLVENTES ¥ EMTANDARES.

Marca
~ Fostato de potasic monobasico (crastales) Baker
~ Hidroxido de sodio (lentejas) Merck
~ Acido fosferico concentrado para analisds MerchH
~ ACido aceticro glacial BRaker
- Acidp perclarico 0.1 N nerch
- Agua HPLC
~ Acetonitrilio grade HFLC Omnisolv
- Metanol grado RA Merch
- Diclofenacr dietilamonio, lote: O1{PASOB) AMPHAR BV
~ Naproxen, lote: NX-B&109 'PROGUIFIN DPQTERAPICOS
~ Formulacion placebo. lote: DEF-QQ79 CAFET,S.A.
- Formulacidn crema, lote: D89-Q078 " CAFEY,S5.A.

4.2 Fourro ¥ HMATERIAL. :
Marca
- BRalo ultrasonade Cole-Parmer
~ Faipetras automaticas E . Eppenﬁor{
~ RaMo con control de temperatura : - :»Palytherm'
~ Equipo de faltracion R Millipore.
- Ralanza analitica - Hét{)ék'
- Agitador magnetico . Thermolyne
< Equipe tromatograficos: o . SN
- Bomba modelo 510 Waters:
- I'nyector automatico Wisp 710 B Waters
~ Detector de Jongitud de onda variable modelo 48B4 s Waters
~ Columna lichrospher 100 RP18 de 15 c» de longitud T Merck
~ Integradgor wmodelo 74% Waters
~ Espectrofotometroc modelo DU-37 Beckman
~ Potencidmetro modelo 345 Bochman -
~ Electrddo de combineciin reilenable: con . -
medic. celca de 91ata—clarur6 de plata. Beckman

Fa
Ty



4.3 CONDICIONES EXPERIMENTALES PARA. CADA. UNO DE LOS METODOS

ANALITICOS UTRIZADOS.

4.3.1 METODO POR CLAR

Preparacion de solucioness . .
Solucidn patron concentradai Contiene = S mg/ml  en metanol,

equivalente a diclofenac sadico.
Solucidn de referencia interna:’’ Contiene = 4;25 mg/nil
en metanal, de naproxén.

Tratamiento de Muestras:

Tomar 0.5 g de muepstra en un vaso de precapitados  de 100ml .
adicionar 2 ml de la solucion referencia anterna y 50wl de
metanol. Calentar en bafio maria durante 20 minutos a 50°C. se deja
entriar a temperatura ambiente. Transferir cuantitativamente a un
matraz volumétrico de 100 ml, llevar al  volumen con metanol,
titrar, desechar los priseros ml de fxl;radn e inyectar 20 .1 al
sistema cromatografico.

Fara la solucion de referencia, tomar 1 ml de la solucion
patrin concentrada vy tratar la’ muestra de. la  misma  manera
{50mcg/ml corresponden ‘al 100%Z aqgue se utiliza ‘en el ' método’
analttico). :

€1 porcentaje de daclefenac dietilamonio ‘en crema se’

determing partir de . las areas relativas entre la muestra b la’

solucidn de referencia, reportandose el porcentaje. como ai:xofgnaér

sodicoe. i o
CONDICIONES DEL. SISTEMA CROMATOGRAFICO:

-Fase movals Solucidn - amortiguadora de fosfato VQe . -potasio

monobasico, 0.01 M, pH = 3.3 . Acetonitrilo {( S5 1 &5 }.



~Flujo: 1.5 ml/min.
=-Fresion: 1500 psi
~Deteccion: 280 nm

-Volumen de inyeccién: 20 ul
—Atenuacisdn: 128

-Velocidad de la carta: 0.25 cm/seg

VALIDACION DEL METODO.
Especifidad:
Fara determinar los posibles productos de degradacidén gue

interfieran con el meétodeo analitico, se sometieron: placebo,

formulacion { crema de diclofenac dietilamon:o al 1 % ), activo vy

placebo mas principid activo fresco a las siguientes condiciones |

de degradacian:

VARIABLE. . CONDICION TEMPO
HCliwcone.
pH = 1-2 Reflujo’ : Tl Smin,

NaoHaaowa. v

pH = 131-12 . Reflujos "= - o 30min.
Hz0zc30%)
0.5 ml ‘Refluio X0ming




Linealinad del sistema:x
Analizar par triplicado muestras de dicliotenac dietilamonio
a G, 10, 29, 40, 50, &0 y 75 -mcg/m)l . en “metanol . equivalente a

diclofenac addico S partir de la solucidn patron concentrada.
Linealidad del meétodo: |

Analizar por sextuplicado muestras de placebos :;rqados al‘o.
&0, BO, 90, 100, 120, y 150 % a partir de la yéulucian patron
concentrada.

Erxactitug i

Tomar los resultados obtenidos en 1a linea)xaad. del metodé

pero expresados en porcentaje recuperado.

Reproducithilidad:

“CAnalizar la férnu!gc;gg 'éreni por 2 ‘a;ali;tasr en dtas
diferentes por trxplxcadn l“una; cﬁnéé&%#é:i;ﬁ tdé‘ifoL'hcg/il de
diclotenac sodaco. ) ‘ A '

Talerancia:

HModiticar a la fase mQVil:'el pH de 1a‘gsnluc1éé féeguladora.
tuerza ionica . vy p}oporcxon de - modificador org#nién d; las
condiciones normales de oparacisn: »

—pH: se midificd a = y 4.

~Fuerza 1snica: Se moditicd a 0.001. ¢y 0.1 M.
—Moditicador organico: se modificd a 55% y I5%.

4.3.2 METODO ESPECTROFOTOMETRICO
Freparacisn de soluciones:

Salucian pairin concentrada: Contiene una concentracien de

w

S mgim) en metanol eq&)va)ente de diclofenac sbdx;p,



Tratamiento de muestrasa:

Pesar 0.5 g de muestra en un vaso de precipitados de 100 ml
{ 81 me trata de placebo cargado, adicionar la alicuota
correspondiente de la soluccisn patren concentrada). Adicionar 50
ml de metanol y calentar en ba%c mar!a durante 20 minutos a 50°C,
dejar enfriar a temperatura ambiente. Transvasar esta solucisn
cuantitativamente a un matrarn volwnertrico de 100 ml, 1llevar al
volumen con wetanol, filtrar, desechar los primeros ol del
filtrado., se towa una alicuota de 5 wl depositarla en un watraz de
25 ml y llevar al volumen con metanal. Beta ultima concentracison
corresponde al 100 %. Leer esta solucisn a 281 nm,

utlizando metancl como blanco.

El porcentaje de diclofenac dietilamonio en crema Bse
determina a partir de la relaci:=n de abaorbancias entre la muestra
¥ la acluci¢n de referencia, reportandose comn diclofenac s=dico.
VALIDACION DEL METODO.

Linealidad del sistema:

A partir de la solucien patren concentrada preparar
soluciones de diclofenac dietilamonioc con 0, 2, 5, B, 10, 12 y 15
»cg/ml en metancl equivalentes a diclofenac sodico.

Linealidad del m>todo:

Analizar por sextuplicado suestras de placebos cargados al 0,
3.0, 4.0, 4.5, 50, 6.0y 7.5 mg/ml en mstanol equivalente a

diclofenac scdico.

o
&



Exactituds
Tomar 10s resultados obtenidos en linealidad pero  “expresados

en porcentaje recuperado.

Reproducibilidads
Analizar la  formulacisn: crema: por © 2 " analistas en . dias

dxferéntes. utilizando una concentracitn eguivalente al 100 % .

4.3.3 METODO VOLUMETRICO.
fratamiento de muestras; 2

Pesar w.53 de diclofenac dietilamonio -err- un ‘vaso de
precipitados de 100 ml, disolver en 50ml. de Acida acética‘ gl;cial
agitando durante S5 minutos. Esta cantidad corresponde al 100 %L
Despues tatular con acido perclédrico. O.1N.

Determinar el punto de equivalencia potenciometricamente,
empleando el métodc de la segunda derivada. Cada - ml  gastado
de acido perclzsrico OJIN en la valoracien corresponden. a. 3&6.72% mé
de ‘diclotenac dietilamonio. El porcentale de diclotenac
dietilamonio no se reporta refecido a di:lafenac sodico, se

reporta como como diclofernac dietalamonio.
Nota: Como se trata de materia .prima -en. este metodo las

determinaciones son absolutas.

VALIDACION DEL METODO.
Linealidad del Metodo:

Analizar por sextuplicado wmuestras al 80, 0. 100: 120 y 150%

de diclotenac dietilamonio.




Exactitud:
Tomar los todos resultados obtenidos #n lainealidad del metodo

peroc expresados en porciento recuperado.

Reproducubilidad:
Analizar por triplicado diclofenac dietilamonio por 2
analistas en dias diferentes, utilizindaose una concentracion al

100 %,

KN
w
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5.1 CROMATOGRAMAS, ESPECTROS Y ORAFICAS
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CROMATOORAMA NO. 1~ .Muestras. recien preparadas; &) Flacebo =3
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b} Principio activo sometido a degradacion
crema sometida adegradacidn basica. d)

Principio activo sometido a degradacicen basice.
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EsPEcTRO - NO. 1~ Espectro de absarcion de diclotenac
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5.2 RESULTADOS DE VALIDACION PARA CADA UNO DE: LOS = METODOS
ANALITICOS EMPLEADOS.

5.2.1 MeToDO POR CLAR

Especificidad del meétodo ana]itx’v:o'.i )

Para determinar la especificidad .‘ldel méindo anali tico se
analirzaron muestras de diclofenac cii'etxlanmxo. active, la
formulaciédn  crema, Vcrmula:itls;'\ pla:é& y formulacion placebo
mas principio- activo  fresco-“a las vsquientes condacipnes de

deagradacion:

PRODUCTO . ... cONDICIONES TIEMFO

-Activo ‘. . o HCI.V'A reﬂuj‘o - = C Sn;n.i
' ' V’N@O‘r{':'ii,—eflﬁujé SO somian
. Hz0z ;,re_nu}o ‘ S Zomins

~Formulacion. :Fen.’; - . HC1 a rerf‘lu_\o‘ : 7 i_Smxn.
Nﬁ¢0§i‘ a reflujo I0Omin.

: Ha0z 3 réfllujo 30min.
-For‘m’.tlacio‘n' 'Vn,!aycrebé.\‘ K HC1 ‘a reflujo Smin.
i - NHJOW a reflujo. Somin.

iR HzDz’ a retilujo Iomin.

—For;rm.l'acio;\ Dlacebc; + HCl a reflujo : Smin.

Principio activo fresco
. Y NH4OH 3 refluse I0min,

H0z. a . refluwo Tomin




El analisis se‘!levé's cabo a cuatro diferentes longitudes
de onda: 234, 280, Zqoyy 2?9 nm. Los cromatogramas se muestran en

la seccian 5.1 ( pag. 69 ).

PORCENTAJUE DE RECOBROS

a 280 nm

Condicidn HC1 NaOH Hz02
ieonc. (Gonc. ) 0%
pM=1-Z pH=tO~11 O 7ml
Formulacidén de referencia 100.9% 103.98 99.89
Formulacién crema degradada 89.29 97.90 99,08
Formulacidon placebo degradado 100.62 99.21 97.08
+ principio activo fresco
Principio activo degradado 75.68 98.96 ?9.32
€1 diclofenac dietilamonio aparece en el cromatograma
aproximadamente a los 7 minutos, ver secciéon S.1.( Cromatograma
Ne., 1),
Al observar los cromatogramas (cromatograma No.2)se tienen

productos de degradacien en medio acido y basico, sin  embargo el
método es caparz de separarlos del compuesto de interec, En medio
oxidativo no se observan productos de degradacadn. Con respecto a
las relaciones de areas semglantes, lo que asegura que el pico de

diclotenac dietilamornio =olo le corresponde a el.



Para estar aun mas seguros de la especificidad del mZtodo’ las
muestras se analizaron por CLAX® usando deteccisn de arreglo de
iodas en donde se leyeron a b diferentes longitudes oe onda y se

obtuvieron sus espectros a diferentes tiempos de . elucicen. Ver
espectra No. 3.

tinealidad del sistemas

Se prepararon 7 niveles de concentracion, incluyendo el Q,
por traiplicado. La suguiente tabla m&estra‘ }Ds }ESU1tadcs

obtenidost

NIVEL DE CONCENTRACION PROPIEDAD MEDIDA

MCG/ ML AREA

) [
S °
o

10 384776

378927

D : 376233
23 . 1465713
i 1435595

. R . 1461149

40 y 2328703
. 2340209

. 2330521

50 2914659
292122%

2911107

50 3512861
3519042

3510402

75 4385290
4319524

4386181

21 r_= 0.99998>
58607 .084 2= 0.99996

=830%.23872

a3l
L}

Yy =-98607.0848(x) ¥ (~G305.23572)



Intervalo dg‘cof\f;anga para la ordenada al origen:

3 : . —12892.46 a 2282.489

1.R.. = ez.a;{ T 710"

E.S.R.. = 4,049 x 1077
L..q brdenada de la reqgresidn lineal de MCG/ML y AREA pasa por

él origen. Ademis existe una relacion altamente significativa

en donde el modelo lineal representa de manera correcta la

relacisn entre AREA con MCG/ML.

En la gratica # Z se observa la curva de linealidad del

sistema.
LINEALIDAD DEL SISTEMA (CLAR)
DICLOFENAC DIETILAMONIO
5(ABC)

: o (2 0.99996

\ = B [S—
° - L i N "
4] 10 25 40 50 60 5
CONCENTRACION (MCG/ML)
T Series I "' Series 2 % Series 3

GRAFICA Ko, 2
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anealxdad~d91 metodo y exactitud.

Para linealidag

Vdelr

metodo .

cancentracisn por  sextuplicado

resul tados:

se

prepararon

obtenidndose

T

los

nivelies de

siguientes

CANTIDAD ADICIONADA CANTIDAD RECUPERADA PORCENTAJE
MG MG RECUPERADO
[ 0 o

[ o
o [
) °
o o
0 ©
3 3.01 100. 33
3.0L 100.33
3.01 100.33
2.98 99.33
2.97 99,00
2.99 99.67
4 4,03 300,75
4,00 100,00
4.01 100, 28
3.97 99,25
3.98 99.50
3.98 99. 50
4.9 4.%4 100.89
a,% 101,33
4,50 100,00
4,487 99,53
4.49 99.76
5,48 93,50
H] .04 100.80
4.99 99.80
a.99 99, 60
4,94 s8.80
4.98 99, 60
4,99 29.80
& 5.0% 100,83
65.06 101.00
5.95 99.33
6.26 104, X%
5.99 99.83%
6.03 10U, 5O
7.5 7.92 100,27
7.48 99,73
7.6% 102,00
7.42 98.9%
7.52 100.27
-

140.28



n =42 £,= 0.99949
m o= 1.0045 . - ri= 0.99940
b = -0.01% : :

vim 1.0085(x) + (-0.011).
Intervalo de confianza para pendiente;
C o.99s5 s 1:0132
Intervaio de éoqixanza,péra 3nte}cento:
~7—0.0479 a 0.0258
El método por lo tanto cafece dé error sistemadtico constante
y consistente,

Tabla de analisis de varianza

Fuente de Grados de . Suma de media de
variacion libertad cuadrados cuadrados F
Regresion 1 205.4157 20%5.4157° 70452.95
Error de A0 0.1166 . 0.002%9 a2
regresion . P{Fcal)= 4,71%10
Falta de 8 Q.0188 O, Q033 1.1%24
ajuste : 5

P{Fzal)=
Erraor Furo 35 Q.1 0.0029 ©.3546

Existe una relacidn altamente significativa de

cantidad adicionada y cantidad recuperada. {(Ver grafica No. 3). El
modelo lineal representa de manera correcta la relacyén entre la

cantidad recuperada vy cantidad adicionada.

-tMed:ia aritmatica del porciento recuperado = 100.11567
-Desviacien estandar = 1.0078
-Coeficiente de variacidn = 1.0068

-Intervalo de confianca para 1a media:
99.7758 a 100.457&



€1 metodo analftico cumple con los. criterios de exactitud.

Reproducibilidad:

Se llevd a cabo por 2 analistas en 2 dias diferentes
trabajando por triplicado cada muestra. Los resultados se muestran

a continuacion:

ANALISTA

3 ) 2
- 100,732 100,35
DlA 1 .21 . 101.10
101.28 R f8.90
: 99,10 100.22
[ ...to0.44 99.89

P9 .48 100.20

Tabla de analisis de varianza

- Fuente de 6Grados de Suma de Media de F
.. variacadn libertad cuadrados cuadrados
Analista 1 Q0393 Q.03991 0.0962
PFzat>Fa=
0.8247
ODla/Analista 2 0.B12S 4.3063 ¢. 58586
PiFcal>Fi=
Error a 5.8184 Q7273 0.5965

El analista no presenta efecto sobre la valoracxéﬁ Yy ~no
eniste efecto en los dias para un analista en. la valpgracaian,

Coeficiente de variaci®n total = Q.7778

Tolerancia del sistema:

Al variar sobre la tase movil el - pH, 1uérza» xcnica: Y

proporcisn oe modif:cador qtgﬁni:u. se:analizaron  Ips

51 gv'-!ﬁi,er}t’,es‘,k,

parametros que se muestran’a continuacion en  la siguiente tablaj

o
-



NAPROXEN . DICLOFENAC DETLAMONO

FLATOS TEORICOS ~ RESOLUCION. - FLATOS TEORICOS
CONDICIONES . N R N
pH = 2,500 2549 - s.ar L Zese
oH = 4.0 2184 T4.63 ; 3519
0.1 M. 2248 : 5,42 3529

c.001'M Ja24 L 837 ‘ e 3691
Cosolvente: . .

35 % ) 4082 o - -

SS % 14647 CUzLon 2261
Condiciones . o :

Narmales 2444 5.20 2020

Como podemos observar el sistema ' presenta tolerancia hacias la
fuerza idnica y ) pH, ¥ no al porcentale de msodificador Organico,
por i gue Jetemcs Je tener cuidado con este. & pesar de gue la
titima condicisn no presenta  tolerancia., existe  reproducaiblidad
entre los demis resuvltados con respecto a las condaciones normales

de operacidn.

I$
1



LINEALIDAD DEL METODO (CLAR)
DICLOFENAC DIETILAMONIO

~ariTIMAR DS~ mER
CANTIDAD REJUmESA

c -
H T
i —

A . .

- e e e . . ;
r2 0.99940

0 s L“ ! 1 :

@] 30-° L AIQ 4.5 5.0 8.0 7

CANTIDAD ADICIONADA (MG)
‘ —‘—j’Serles 1

‘. GRAFICA Mo 3




- .

-2.7 METOLDO E3PECTROFOTOMETRICO

Linealidad del sistema:

Se prepararon 7 niveles de concentracian incluyendo el O por

triplicado, los resultados se suestran en la siguiente tablas

NIVEL DE - CONCENTRACION PROPIEDAD MEDIDA
rMecG/m ABSORBANCIA

Q O
e}
<
0,091
2.092
G. 089
0.223
0.220
219
=) : ) C.3%0
Q.351
0.349
iQ : - Q.434
0.438
0.33%
12 ‘ Q.52
) .87
Q.525
s P .65
Q.6599
Q.69

o

= 0.99998
= 0.99992

y = 0.04352(x) +. 31,5810 °
Intervalo de confianza para intercepto:

~0.0002 3 Q.O032

b



La ordenada  de la:  regresitn lineal simple de MCG/ML y
absarbancia ‘pasa por el origen. Ademis existe una relacién
altamente éanxficativa en donde el modelo representa de manera

correcta dicha relacion de regresion. Ver grafica 4.

LINEALIDAD DEL SISTEMA (ESPECTRO)
DICLOFENAC DIETILAMONIO

ASSORBANC A

T - U
. r20989992

i N

0‘ : i : N 3

C 20 50 3 W 12 15

TONCENTRACION (MGG /ML)

—— Series 1

GRAFICA No. &7




Linealidad del método y exactitud.

Para a l:ireal:ad del metode espect-ofotométrico se
prepararon 7 niveles de concentracian par sextuplicado. La

siguiente tabla muestra los resultados obtenidos:

CANTIDAD ADICIONADA CANTIDAD RECUPERADA PORCIENTO
MCG ™MCG RECUPERADO
o 0 [
Q (4]
Q o]
< Q
Lo Q
[+ (4
3 3.03 101.00
I.03 101.00
3.0% 101.67
2.89 96.33
2.94 - ) 98.67
2.99 99.67
4 3.98 99.50
4.04 101.00
4.04 101.00
4.07 101.75
4.02 100.50
- 4.03 100.7
4.5 4.52 100. 44
4.51 100.22
4,52 100.44
4,85 101.11
4.9% 101,18
4,5& 101.33
S 5.01 100.20
5.03 100.60
5.00 100.00
5.04 100.80
5.06 101.20
4.91 98.20
] &.01 100.17
- 6.05 100.83
&6.03 100.50
- - &5.02 100.32
&5.02 100,33
&.03 100.50
CONTINUA. ..

[-1-3



CANTIDAD ADICIONADA . CANTIDAD RECUPERADA PORCIENTO

[gletc] tMeo RECUPERADO
7.5 7.49 99.87
7.47 99 .60
7.51 100,13
7.7 1Q2. 80
7.64 101.87
7.68 102.40
no= 342 e r_=0Q.99%74
mo= 1.00088 . . r’= 0.99948
b= —(.017460 .

Yy =1,0098(x) + (~0,01760)

Intervalo de confianza para pendiente:
1.002F a.1.0171
Intervalo de confianza para intercento:

—8LQBI2 a DL019

Como se puede ver el intervalo de confianza para la pendiente
ne pasa por 1, sain embargo @] 1intervalp de aceptacien s de 0,98 a
1.2 por 1o qQue el motodo carece de error sistemstico constante vy

congistente.

Tabla de analaisis de varianza

Fuente de Grados de Suma de Media de F

variacidén libertad cuadrados cuadrados

Regresidn 1 207 .9409 207.5309 76379.71
Error de Fiab=3.08
regresisn 30 Q. 1085 0.0027

Falta de

ajuste 5 0.0139 T EQT00RE - Aol L0278

7]
m
=1
5
S
o

Error puro 0. 0027

&7
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LINEALIDAD DEL METODO (ESPECTRO)
DICLOFENAC DIETILAMONIO

CANTIDAD RECURPERADA {(MZ3G)

. r2 0.99948

@] 3.0 c a0 4.5 s
- CANTIDAD ADICIONADA (MTG)

= Sariez 1

TUGRAFICA NG 5T
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'Exxste una relacion altamente sigmificativa entre la cantidad
adicronada v la cantidad recuperada (Ver grafica No. S). El modelo

lineal simple representa de manera correcta la relacidn entre  la

cantidad adicionada y recuperada.
Media aritmetica del porcentaje recuperado = 100.495
Desviacion estandar = 1,1533
Coeticiente de variacon = 11,1476

Intervalo de confianza para la media;
100.131&6 a  100.8584

Aunque &1 intervalo de confianza no pasa por cero.el rango de

aceptacion’ lo ‘incluye, por lo que el motodo es.exacto. .

Reproducibilidad:
Se 1ievéd a :ébn’"pc?' 2 analistas en 2 dlas"dxferéﬁteé,'

trabajando-poritriplicado.cada muestras Los~reshlfadus*se“muesﬁran -

a.continuacion:

CUOANRLUT s TA

I} 2

: 103,79 : o 100,97

DIA 1 S 102010 - . 102,09
101,37 -, ’ 103.41

102,86 T : 98.93

plA 2 102,99 - 102.37

101,70 - 102.27



0.8768 Q4766 C. 2485
g : FiFcal?m=0. acaq

Tabla de anadlims ge Vartanza : g
Fuente gp Brados ge Suma de Nedia de F .
variacion libertag Cuadrados . Cuatrados L
Analisty 1

Dia sanalrgta 2 F.835% 1.9180 1.2027
PiFealirssg asae
Error 8 12,7878 1.58947

El analigys N0 presenta éfe;to T sobre 14 ‘vajc\rac:z::n Y op

existe efecto dge les diasg Para un anaj ista en "1a Valoracian,

Coeticiente ge valoraciep totaz ‘= 1.2185 ¥

5.2.3 MeTopo VOLUMETRICD.

Linea]xdad del Motnas Y. exactitud,

Para 15 tinealjidad del metodn e Breparargn’ g'- Niveles  ge

Eoncentracian por Sextuplicadn, Obteﬂiéfndcse, log Siguientey

resul tagos ;
———

CANTIDAD RECUPERADA PORCENTAE

CANTIDAD ADICIONADA
- [+] Kl RECUF’ER‘ADO
.4 QL4003 . 100 08
0. 3030 100, 7¢
0.4038 . 100,94
0.4038° 100,91
04015 100,32
0.4024 100,61
0,45 C.4563 1014y
0.49399 ¥9.99 i
G.84g7 LBSLET
©.4550 ~ : 105,12
0. 439 : 9.9
~0.3894 9. o2
0.5 DL 805, 104,53
0,390 P9, 39
O.5014 100, 14

Continga

7¢



Tabla de andlisis de varianza

Fuente de Grados. de Suma de Media de F
variacion libertad tuadrados cuadrados
Analista - 1 Q0.47bb 3 0.476& 0.2485
PFCalIFIZo. aose
Dia. 7analista 2 3.8359 o 1.9180 1.2027
X g S PR PiFealirizo. 3304
Error 8 . ©. 12,7578 . - 1.5947

E! analista no presenta  efecto sobre: la. valoracidn v  no
existe efecto de los dias para un anélxstg en la valoracien.

Coeficiente de valoracién total = 1.2185 % .

$.2.3 METODO VOLUMETRICO.
Linealidad del Método y exactitud.
Para la linealidad del metodo s& prepararon 5 ni?eies de

concentracisn  por sextuplifado. Obteniéndose lous éxguientesr

resultados:

CANTIDAD ADICIOMADA CANTIDAD RECUPERADA - ‘PORCENTAJE
[ < I RECUPERABO
.4 7 03003 . . 100.08

: VL3030 100,76
Q@.49038 106,96
0.4036 S 1000910
L 0.80158 . 100,38
: g 0.4024 : 10Q.61
Q.45 . T 0.4563 1101.41
: 0.4499 L 99,99
0.48482 I9.61
00,4550 101,12 7
0,949 U L e B
0.8495 : 99,92
Q.5 e Q.50%a 101,13
0.4969 99.39 .
a.5016 100, 16

Continua



CANi’)DAD ADICIONADA CANTIDAD  RECUPERADA PORCENTAJE

<] G RECUPERADC

0.34951 ?9.03

0.5012 100,79

() 8 100,17

Q.55 0.5304 100.06
Q. 5497 99.99

Q. D470 99.3%

¢. 5514 1o0.25

Q. 5492 §9.19

Q. 9485 99.85

QL a0 €. 5982 99 .69
O, 5982 99.68

99.0&

100,68

Q.&6054 100.89

Q. 6008 100.14

36 r= 0.99989

n =3 2
m o= 1.00027 3 r’= 0.9998
b = 0.006s

yo= 1.000D(2)  F (O, 0006)

Intervalo de confianta para pendiente:
0.9955 & {.00%

~intervalo de confianza para interceptos
~0.0018 3 O,0027

Al abservar 1os resultados notamos gue e! mitodo carece de
error sictematico ctonsrstente y constante.
Tabla de aralisis de varianza
Fuente de Grados de Suma de Media dge F
variagiosn libertao cuadrados cuadrados
Regresiin 1 1,480007 1.3007 1871&65.1 o
Error de -
A% 3] =
regres:en Q, Q007 <« F(Fcaly} 1310
Falta de
a < .
aruste o 4 1.6638
Errcr o @ FiFcaly="¢.1835




LINEALIDAD DEL METODO (VOLUMETRICO)
DICLOFENAC DIETILAMONIO

DI 1y

CANTIDAD FECQU (3]

~

W
i R
i /
.

P . -

e e . N - . —
i

——

r2 0.9998

G2 -
A , D45 0.5 0.8 o758

CAMTIDAD ADICIONADA (G)
—— Serias 1

" GRAFICA tla. 5




Exi1ete una relacien altamente sigmificativa entre la cantioad

adicionada y la tantidad recuperada (Ver

grafiza &)}. El wmodelo

tipeal simple representa de manera correcta la relacien.

~Media arimetica de porciento recuperadeo . = 100.18.

~Desviacién estandar =

~foeficiente de variacidn =

QL6053

016042

~Intervalo de confianza para la media:

99,9636 a 100,414% -

Con estos resultados el m&todo catecéf

constante.

Nota: Para los cAlculos anteriores se incluve el nivel

Feproducibilidad: -

Se

trabajando por triplicado.cada muestra. Los resul tados

a continuacion:

llevd a " cabo  por 2 Vagé}iéf i

de : error . sistematico

cen ©2- dlas: diferentes.

se muestran

ANAL 1S TA

1 2
100, 38 1Q00.05
DI1A 8 97.13 99 .89
98.563 100.83
96.93 101,37
DiA 2 98.98 100,19
97.8% 7.16
Tabla de snilisiz de varianza
Fuente de Grades de Suma de Hedia de F
variacién libertad cuadrados cuadrados
Analista 1 $.1875 5.1875 B.5677
Dia Analista peg 1.210° 0.8005 F{Fen\rF)=8.83210 -2
Error B 5.25 Q. 686T P iFral.Fyu= iy
- .42 ® 10O



El ‘analista no presenta . efecto sobre la valoraciin v na

existe efecto de 1os dias para un analista en la valoraciln.

-~Coeficiente variacion total = 1.0326

748



6. ConcrLusionEs



METODO FOR CLAR:

£l  meétodo analitico desarrol lado para determinar 1a
estabilidad del producto es espect fico v EEIEC;XVO hacia los
degradantes y activo, cumpliendoicon los Erzterios de validacion .
por 1o que #1 meétodo es  confiable . para ser util;iada en - la
determinacion de  la estabilidad del producto {RPiclofenac

dietilamonio en crema al 1 %),

MeTODO ESPECTROFOTOMETRICO:

€l método analitico desarrollado para la cuantificacaicn de
diclofenac dietilamonip en crema al 1 % producto én procesn  wJo
oroducto terminado cumple con jos criterios de  linealidad: dei
sistema., Erxactitud y linealiagag gel metodo v reproducibilidad. Por
1o que puede ser utilizado en pruebas de rutina  del analisis de

este activo, siendo el meétodo sencillo y rapido.

METODO VOLUMETRICO:

El matodo analitico desarrollado para 1a cuantificacien .de
diclofenac dietilamonio materia prima cumple con ' los criterios de
validacion establecidos. por lo Que también este método puede. ser
empleado en pruebas de rutina para 1a cuantificacien- de este

activo.



7. RECOMENDACIONES



1.-- Optimizar el motodo espectrototometrico para su  uso ern

pruebas de rutina en el departamento de control de calidad.

2.- Hacer-una comparacion estadistica de los métodos .para de-

terminar si pueden usarse lndistintamente,

3.7 Cuando: se valide un metodo analitico en el cual se haga

tolerancia determinar este parametro primero para as.l esccger. las

‘condiciones cptimas de ‘operacidn.

4.— Hacer especificidad al mstodo espectrofotomatrico para
saber si este es especifico v poder ucar ast uno = otro . metodo

analitico.



- ANexo 1
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1
CRITERIOS DE VALIDACION' DE METODOS ANALITICOS. t 76)

En esta parte se describen Ios criterios para. evaluar la
linealidad dél sistema exactitud, linealidad y precaisitdn . del
método, Con estos parametros se determina del método analitico su
exactitud y variabilidad. para saber s1 este es confiable o no,

desde el punto de vista estadistico.
1.~ LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION.

La ‘linealidad del sistema de medicicn consiste en  la
relacion aue se establece., entre la cantidad de actave v  una
propiedad bioldgica. fisica o gquimica. mediante una recta.

Experimentalmente se determina preparando una  curva de
calibracidén a partir de wuna misma solucisn patrdn. . utilizando
cuanda menos 3 diferentes niveles de concentracion y @ haciendo: g! .

analisis por triplicado cada concentracion.

Ahora bien. el 1ntervalo de concentraciones a.analizar
dependers del propdsito del método v siempre. debe de 4ihc{uxr Vel

100 % de activo establecido para el metodo analitico.

CRITERIOS:

a) La relacion entre la concentracion y la. prcoxedéd'Vhedida
debe ser altamente significativa. r 2 0.99.- » i '

b} La ordenada al origen de 1la regFesibn }ineé? ‘sxmpie..
concentracisn-propiedad medida debe - ‘ser T éstaﬁxstiéaméate
igual a cero, b = 0.

c) El coeficiente de determxna:xén. de lav ;;lac;én:vlgnéaf
simple. debe ser mavor a 0.98 v/o la falta de asuste a‘]a Eeiac:én

lineal simpie, no debe ser ESCadLstxcamentersignifxcatxva.
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©ara los criterios anteriores se realiza lo

sigulentes

1) Tabular los resul tados en base al siguiente tformato:

Nivel de contentracién de la . Propiedad medida

solucicn patrén (X)) . . (V)
u ' : Yit, Yi2ye . ¥ie
Xz . Yzs. Yz2i Yzr

Xt . Yit, “Yi2a oo Vir

Donde t = numero de dxlucxunes" Ve el L0 T = i
r = numero de replicaciones {propiedad hedida) de .cada
concentracidn, ‘ '
Fara proceder a los cialculos. es r;ec'e"sarxc:oué e,!k numero dé'
replicaciones por conce‘ntra:;en Vsera'n..eu\;xvallenf.e's. N )
2y Caleulos prelaminares

Txom Xy +URzoe Xt}

Sy = Yia 4 Yaze .olYu o+ Yzi t Yzz ¢ .a.¥m 4 Yuo b 1= S (U

X = r(x‘z¢ xzts Lo

TZy= Yu!~ \‘uz‘...\x‘u’« Yz;z+ Y;zz‘ erz* ‘(ﬁt2ﬂ>"(\zz4....\ruz

Swi= XalVer ¢ Yiz ¥oi.  ¥ar) oo+ Xa{Ya ¢ Vzz  %...¥Ee) 4.l Xe{Va

+ Yz SLi..Yu)

n



32} Calculos finales

re{Exy)~{Ix})}(Ey?

re(Ext - ?

Ty - miEx)

rt

[rc(zxy) "~(‘—'x)V(E)IA\} .

b = twsw.n-21( Sy/%)

FrIEOn-wit

£57-(01(EY) = m{Txy )

Syrx =
e rt



rt

Sy ='5y/u -
3 Tlrey -2

tvomn-2 = es la “t" de student determinada. a partir de
las tablas a un 95 % de significancia. ’

z.
{E4)

sk

e 3
Elme-ny" =

Error. estandar ‘relativo (E.$.R.)‘, ) : )
SRR Este.Qalor debe ser
L Eeyan . menor a 0,03, U0
E.5R.= .

2.~ PRESICION DEL SISTEMA-

7L§ presicion delk sistema’ se. .define  como. la ﬁonc?rdéncxa‘
relativa éngré—medic;;ﬁeg Eeqétidaé independientes, de - una - misma
propiedad - baxro. las ﬁxsmas candxcxbnes (repetxpiixdadl.‘:

:La presicien - del sistema  se determina por anaixsi; ’por
sextuplicado de una misma solucion de referencia ccrrespénqxen£é 

al 100% establecido en la linealidad del sistema.

CRITERIOS:

El coeficiente de variacicn debe ser menor o igual-a- 1.5 7%,
Fara este criterio se real:iza lo siguiente:

1) .Tewvular los resultados
Y1+ Y2+ -Ya. . ¥n

21 Caleulos preliminares
Tyim Ve ¥z 4 ¥all Ve
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Syz= Yi¥s v2ie vate., L ve?

Donde n = rt
Desviacien;estgndar (DE3s:

n(Syz)-(Sv$z 172 -

i:DEiE [  i nin<1)
“3) Calculos finales

toeticiente de-variacion (CV):

'DE

cv.

t 100
3. LiNEALIDAD. DEL' METODG. g
La linealidad del método de medicién es  la relacisn: . aue’ se

establece entre la cantidad de tairmaco recuperado. .y el valbr reél‘

de la cantidad de farmaco adicionado.

Esta linealidad se determina experimentalmente f:pn ;.’ ﬁlécébqs

cargados, cada uno de manera independiente. se . prep Sb{h

diferentes niveles de concentracidn por sextuplicado: cada’ un

se analizan en T dias diferentes.

quehdefaf dé]

€l 1ntervalo de concentraciones 'a analizar

propssito del meteodo v debe de levaree .a - cabo. ooriun imiseos

analista en las mismas condiciones de operacign

81



CRITERIOS:

a) La relacisn lineal aimple de cantidad adiclonndd contra
cantidad recuperada, debe ser altmrntn signitficativa, r 2 0.89.

b) La ordenada &l origen de la relacion ]iineal aimpie de
1a ’cnnt.idad adicionada contra cantidad recuperada, dobe
ner astadi sticamente igual a cero, b = O,

c¢) La pendiente de la relacis®n lineal simple da la ;:antidaﬂ
adicionada contra cantidad recuperada, debe ser estadisticamente
jgual a 1, m = 1.

d)} la densviaci>n estandar de Vre-grem;n v la desviactn
astindar del error puro, debe de - cumplir . con:"loa requisitos
establecidoa para el principio de md\cicn .v/o‘para la utilizacién

del mAtodo de medieisn. - =

Para los criteriosa anterioren se realiza 1o

siguiente:

1) VTabl]lrar los repultados aon bape i1 siguiente formato;

Cantidad, recuperada L -~ Total
3 L)
“2) caleular: ia euma*jde. la cantidad adicionada (£x),. .. auma

de cuadrados ' de la santidad . adicionada (‘:;xz); guma - de la
cantidad recuperada {Zy), la suma de. cuadrados. de  la cantidad
V-XV‘EC\VIPBI‘adB ('-"y:). suma del producto dc la cantidad adicionada

por la cantidad recupcrndxi ,(:xy).(\)ér- "lzrﬂgrih'n A1). La suma  de

cuadrados totalen (£Y.%) y determinar el nimero de cantidades



adicipnadas (t), &1 numera de replicacaones por - la ‘cantidad

adicionada (r} vy el numero de pares ordenados (n).
n = rt
3) Calcular el valor de la pendiente (m) v ‘el valor de  la

aordenada al origen (b):

n{xy) - (Zx)(Zy)

m= 2 2
nlIn") = ()

Sy - m{Ix})

Construir la tabla del anilisis del varian:za:
4) Calcular la suma de cuadrados de regresisn (SCr) ' v la suma

de cuadrados del error de regresisn (SCerd:
SCr = milxy) + LIEy) -1 ( a

SCer = Eyz = @m(Exy) - b(ITy)

Calcular la suma de cuadrados del. e@rror puro (SCep) Y la

Ul
-

suma de cuadrados de la falta de ajuste (8Cfa)s

SCfe = SCer - SCep

o
o



Tabla de anxlisis de varianza

Fuente de Grados de Suma de Media de F
variacisén libertay cuadrados tuadrados
Regresion 1 SCr SCr Frs scr
: " "MCer
SCer
Error de n -2 SCer MCer= ———
regresion 3 . oler
N ) scfa o MCfa
Falta de A2y (oL SCfa MEfa= = “TMCep
; glra
ajuste 3
- . SCen
Error tir-1) SCep MCeps———
Qlep
puro

L3} beterrmxn\ér en-la tabla de distribucion F los valores para
Fo(gli, gler; al 0.0L)'y F (Qlta, 9lapt al 0.05). '
7) Establecer la decision en base a la siguiente regla:

‘a) 8i Fr 2 Frv(ql.,glgr: al 0.01). existe  una

altamente significativa entre la cantidad adicionada.y la canéidgd :
éecunerade. ) : :

b} S1 Fr ¢ Fo(glr.aler; al &.01}. no . erxiste uma éelé;iod
altamente significativa entre la cantidad adicionada y lacantidad
recuperada. . . ; . s o '.

€} Si Fta 2 F' (glia.glept.al 0.05), existe falta de asjuste ‘a
la relacian lineal simple. } : : L

g} Si Fra < F.(glfa.glest 3l Q.05), no existe ‘falta de ) ajuste
a la relacisn lineal .simple. ’

B8) Calcular el coeficiente de determinacian  (R%):

= 2
(£x)($yl]

[n(S::y) -

[n(:xz) - (:r,’z_’“' nezyy-
L

relaciodn. .



9) Construccien del intervale de confiante para la ordenada al
orrgen:

a) Calcular la desviacidn estandar de regresicon (Sy..xi;

12
&Cer
Sv.x = e
aler
b) Calcutar la desviacion estandar de la ordenada  al origen
{Sby: ’

Sb = Sy.x =

cV Determinar en 1a. tabla de distribucisnl*t® ge student,” el
valor para tu,m-z. o. »7si. N E

d) Calcular el intervalo de confianza oara’ la  ordenada al
origen {(1Cbit ) ' B i

~ICH =8 = tn-2. o.e73X(Sb]}
10) . Tonstruccion del intérvalo de confianza vara ia
pengiente:

a) Caltular la desviacion estandar de la pendiente (Smi:

Sm = Sy.x
)

n) Calcular el intevalo de contiania para la penoieata (10ms

ICm = m 2 tr-2, o, 0r3{Sm)



4.- Exacmitup.

La exactitud es la concordancia absoluta entre el valor de
una propiedad medida experimentalmente (estimador) y su vaior real
de reterencia (parametrol. “ .

Fara determinar la exactaitud del metodo, se‘puedgn tomar . ‘1os
datos de linealidad del meéetodo de cantidad recuperada v pasarlos-a

porcentase recuperado.

CRITERIOS: N RN e R T .
a)l £} intervalo de contianza para [q.médxa Gebg/,ye‘ incluir
el 100%, ‘ N

Bl £l toeficiente de variacisn total deﬁe ﬁer mennf'al 2%

flara estos. criterios - ce realxza io sigdxente:

1) Yabular los resultados de porcentaje recuberado {yl.

2Y " -Caleular la- ‘suma. de'"porcentaje recuperado .. (Ly) Uy
determinar el numero  de recobros’ (n), as: como. . la suma de

2
cuadrado; del porcentaje recuperado (&y ).

.3) . Caicular. la media af;tmetxca (;) v la desyiacién estandar

_({DE) del porcentajle recuperado.

n(Sy?y ~ (Sy)?

nin-1)/

4) Determinar ean . la tabla de distribucidn. “t” de student el
valsr e Sae3 0. 97T .
~SyiCsicular-elrintervalo . de - contianzaci Dara -:la. .media del

porcentaje recuperado:

o1z
5



DE
IC = v £ ta-s, o995

&) Calcular el coeficiente de variacion total (ev);

DE | :
LIS LCL

CV =
y

5.~ REPRODUCIBILIDAD.
Determina el grado de reproducibilidad al

‘hacer medicipnes repetidas independientes.

~. La reproducibilidad se determina por ‘lo menos. con O
analistas en 2 dias diferentes, analizando: muestras por
triplicado. Se debe de trabajar de manera independiente las

muestras del  producto cercana al 100 % de la concentraci®n

estimada.

CRITERIOS:

al El coeticiente de variacion total debe ser menor a2 %,

b) La reproducibilidad entre analistas y -la regroducibilidad
entre dia-analista debe satisfacer. los requisitos establecidos ' al
construir una tabla del analisis de varianza. ;

fara los crilerinz anteriores .se realiza

lo siguiente: - o - o



1Y Tabular los

Dia,

D1 azay

resultados en base al

Analista
i)

siguiente formato:

2) Calcular la suma de las combinaciones: Analista-dia {Yy),
suma para cada analista (Yi...1, la suma total de los datos {Y..:)
v la suma ge cade da%e elevado al cuadracdo (SZE\‘x;\\z.
Yoy T oYi; o+ Y2 4 Y
Z¥n o+ Ivn
Y F Vi, et Y2..
jo— N 2 w z \ B . 2 2 2
(ZSSvip b = (Yasd T+ (Y2} (Y te (Yaza) e {VWi22) 7+ (Yaza) "+
cvan e (wnn®e vz ®e tvazo e (vzzai®e (vazsi?
3} Calcular la suma de cuadrados del analista (SCa):
(zve.? (v.o.n®
a
sta d(ry a(ria
Donde: ¢ = Numero de replicaciones
@ = bumers 2o oas
a’'='Numero de-analistas

0



4) Calcular la’ suma de  cuadrados del dia. anidado en el
analista (SCd):
(ZEYVa: ) tgv., .2y
SCd = —7 atrt
%) Calcular la suma de cuadrados dei erraor (SCe):
: (zEvL )
T SCe = (ITEYax) - -
Construccion de la tabla de anzlisis de varianza:
Tabla de analisis de varianza
Fuente de. Grados de Suma de Media de Fsat
variacien libertad cuadrados cuadrados
MCa
Analista gla = a-—i sCa MCa = SlCa/sgla Faaﬂgaa-
- . MCd
Dia gld={d-1)a SCd MCg = GCd/gld Fi= ~mmo—
Errar gle=({r-1lad SCe MCe = SCe/gle
&) Se establecen decisiones:
a) ka Fa = Fuglagld: o, o5, el metodo anmalitico no es
repraoducaible por los analistas.
b) S Fa < Fulogld 0. 0%, el me todo analitico es
reproducible por los analistas,
€) Si Fa 2 figtdale; 0. 0%, el metodo ne 'es.reproducitle en
distintos dias por un analista. -
d) 81 F3 < Figldgle.: o0.0m, .21 metodo’ es  repradgucible en

distintos dias por un analasta.

7)' Calcular 1 coefitiente de variacian-total {CV)i



€100

LTV

n

~

e grEval) —rsgevan?

nin-1}

no= a(dir

X - b&.~ ESPECIFICIDAD. .
ta especitficidad:. determina- ‘si el . método anilitico es

espgcl{x;ar con los ‘productos de - degradacién - del actaivo o
componentes de la tormulacisn es decir se confirma si el . metodo
e« capai de solamente cuantificar al producto de  interes.

S1 no se cuenten con los productos de degradacion se somete a

nue el producto se degrade. S5e suglere que la degradacisn sea tal

que la concentraciin del activo ge 1nterss este disminuido en un
10 a 3 4, este se logra sometiendo ei activo. as! como e}
placebo ¥y formulacion. a condiciones de degradacién.las
condiciones de degradacien se establecen de acuerdo a las

propiedades tisicoquimicas del activo v de la tormulaciszn misma.

Estas condiciones pueden se- por eremplo:

3) Colocar e} activo. placebo ¥y formulacidn en un  horno a
70°C ~ 120°C. 20°C menos due el punto -de. fusicn del activo,
gurante T a2 4 cemanas.

b} Exponer el actaivo. placebo y formulacién a luz UV , a luz
fluorescente v/o a humedad.




c} Exponer act:vo; placebe vy tormulacan a pH = 1 a 2 vyrso
pH = 10 a 12 a reflulc. S1 son fermas  tarmaceticas liquicas ©
semisslioas pueden degradarse por oxidacisn con perii1dos. Yogas
estas condiciones se llevan a caba en solucidn acucsa.

Una ver que se tienen productos de degradacisn de ser
pasible hadra gue separlos por CLAR, C6 y/0 por ‘cromatografia en
capa fina.

CRITERIOS:

Verificar gue tada producto de degradacidén se.encuentre separado
del activo. Para meétodos por CLAR es muy importante cumplir con

este criter:o, vya que a partir de esta 1nformacidn se elige el

compueétc de referncia internas.

7.~ TOLERANCIA DEL SISTEMA.
La tolerancia ve 2] grado de reproducibilidad del motedo

analitico al cambiar una -de las condiciones  normales de
operacisn. por eyemplo. en CLAR cambios en la fase mavil: la
proporcisn ge maditicadar organico. la fueza i1zrhnica ~/o el pH. En

otras palabras se confirma la potencia del metodo ¥y el grado de
error que se podra tolerar al cabe~ que e 1ste en el metodo
analitico. Los resultados obtenides aqul se comparen con los

obtenidos a las condiciones normales de Speracisn.

Para los calculos gQque se necesitan para la validacizn de los
metodos anal:ticos fueron realirados por medio de un
programa estadistico elaborado por CAFET,S.A.

a
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