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I.= INTRODUCCION

La prnpxedad de bloguear ' los impulsos colinergicos pasgangliona
res reside especialmente en una serie de alcaloides naturales
(Atrnpina; Hiosciamina vy Eéccpnlamina) que se encuentran en vegeta
les de la familia de las Solanaceas. Estos alcaloides poseen accig

-nes miltiples sobre distintos sistemas organicos., muchas. de las
chaleé':unstituyen aefectos colaterales i1ndeseables cuando se desea
" actuar en una estructura determinada. Por esta razén, se han s{ntg
'Eizaﬂn compuestos come €1 Metilbromuro de Mepenzolato. para‘ abté—
ner una accion selectiva a nivel del tracto gastrointestinal bajo.

El praopésito de este trabajo fue desarrollar y validar un meto-
do de analisis para cuantificar Metilbromuro de Mepenzolato en una
suspensidn oral que también contiene Fura:zolidona. Este estudio se
realizé porque no hay un metodo oficial que permita su determina-
cién en esta farma farmacéutica y aﬁemas al aplicar el metodo des-
crito en la USP XX. para la valoraci1on de Metalbromuro de Mepenco-
lato, en las formas farmaceuticas de solucioen oral y de tabletas,
ee obtuvieron resultados bajos. Probablemente con este metaodo exas
te alguna interferencia debida a 10s excipientes o a la presencia

de la Furazolidona en el producto.

Con base en la propiedad que tiene el Metilbromuro de Mepenzola
to de reaccionar con un colorante acido (Purpura de Braomocresol)
para formar un par 16mce de color amaraillo, el cual es solubie en
Cloroformo, se apliced el Método del Colorante Acido. En esta etapa
de farmacidn del par 16nico en la fase cloroformica, se determina-
ron las absorbancias de dos soluciones correspondientes a la  Sus-
tancia de Referencia y a la muestra problema, respectivamente. Las
absorbancias medidas a 470 nm fueron semejantes en el estandar vy
en el problema, pero al obtener los espectros de absorcién a un
intervalo de longitudes de onda entre 360 nm y 480 nm, el prabliema
na presentd un Pico de maxima absorcion que si presentg el estan-
dar a 420 nm. Como consecuencia de esto, fue necesario efectuar
una segunda etapa de extraccidn, que consistio en tratar la fase

cloroformica con una salucion diluida de Hidroxido de Sodio para



extraer la sal sédica del colorante, que permanece en la fase acug
sa impartiéndole un color morado., La intensidad de color de esta
sal se determina en la regién visible del espectro a una longitud
de onda de aproximadamente 590 nm y as{ se aobtiene de modo indirec
to, la concentracién de Metilbromuro de Mepenzolato que se liberd
en la fase organica.

El métaodo anterior se valiod realizando ®) estudio estadistico,
1o que implicéd determinar los siguientes parimetros analiticos
espacificidad, linealidad, exactitud, repetibilidad, reproducibili
dad y estabilidad de las soluciones obtenidas en el proceso de ant
lisis. Los raesultados obtenidos mostraron que el método es confFia-
ble y aplicable al control de calidad del producto farmacéutico.



IX.~ GENERALIDADES

Los nervios colinérgicos inervan el masculo liso y las glandu-—
las exocrinas. Como las terminales nerviosas no hacen contacto di-
recto con las células de estos dos sistemas orginicos, se requiere
de un neurotransmisor que lleve al i1mpulso nervioso a traves de la
hendidura sinAptica que separa las terminaciones nerviosas de las
células del musculo liso y de las glandulas exocrinas. Este neuro-—
transmisor es la Acetilcuuna“, que al ser liberada en la hendidu
ra siniptica, produce cambios en la estructura molecular de los re
ceptores especificos que se encuentran en la membrana postsinapti-
ca {células efectoras musculares y glandulares) y se une a ellos.
Esta union altega la permeabilidad de la membrana celular originan
do dos tipos de procesos: a) un aumento en la entrada de los iones
Sodio al interior de la célula, lo cual provoca el potencial post-—
sindptico excitador por despolarizacién de la membrana y b) un in-—
cremento en la smalida de los iones Potasio que da lugar al poten—
cial postsinaptico inhibidor por hiperpolarizacisn de la membrana,
para producir una estabilizacién de la misma e impedir una despola
rizacién eventual®.

La actividad postsiniAptica aparece cuando el potencial postsi-
naptico excitador alcanza un nivel critico y da origen a un poten—
cial de accién propagado en la célula efectora, lo que conduce a
una estimulacién de ésta en forma de contraccidn muscular o secre-—
cioén glandular. En el caso del potencial postsindptico inhibidor,
la hiperpolarizacién y la estabilizacién da la membrana causan la
inhibicién de la estructura 1mpl£:ada".

Para un flujo ordenado de impulsos que ocurran del nervio al
musculo o a la glandula, el transmisor quimico debe ser destruido
después de interactuar con su receptor y la disociacién subsecuen-—
te del complejo receptor-agonista. La Acetilcolina es removida de
la sinapsis por medio de una hidrolisis catalizada por la enzima

Acetilcolinesterasa®®.

El sistema nervioso colinérgico contiene dos clases de recepto—



res 1 muscarinicos y nicotinicos, asi llamados porqhe ‘el prir}\ern~

es estimulado especificamente por la muscarina Y el altxmn por ‘la ,:
nicotina. La estructura del receptor muscar.l nica ha’ sida mejor e]u
cidada debido a que tiene mas requerlmientns espe:xecos d f "
que los receptores nicotinicos®

[:]
Figura 1. Modelo del receptor muscarinico en u unién con ta
Acstileotina @ 1 Zona aniémca reprosentada por un grupo carbe
xtlo, al cual se une por enlace electrovalente, -t catién de
ameme cudtermarie de la  Acetilcolina: 2 Zona catidnica que »e
une a través de un enlace dipolar, con los dom alectrones que
oxtgenc del grupo éster: © Zona catiénica que ae une

al - oxigeno del grupo carbonilo por enlace dipolar.

Las acciones muscarinicas que se efectuan principalmente en el
musculo liso y en las glandulas secretoras incluyen : inhibicion
cardiaca, vasodilatacién periférica, contraccion de las pupilas de
los ojos, incremento del fluio de la mayor parte de las glandulas
secretoras y contracciones y/o0 movimientos peristalticos en el

tratracto gastrointestinal y genitnurinaria“.
2.1.—- FARMACOS ANTICOLINERGICOS,
Son compuestos considerados como analogos a la Atropina

por lo que al actuar sobre las celulas efectoras, inhiben
las respuestas de éstas a los impulsos de las fibras coli-




nérgicas posganglionares vy a la Acetilcolina, bloqueanda
aul los receptores colinérgicos. Estous farmacos tienen laos
efectos opuestos de los agonistas colindrgicos vy su admi~
administracién esta caracterizada por®®

- Incremento de la velocidad cardiaca.

~ Disminucidn de la secrecisn salival, gistrica, intesti-
nal y de la produccién de sudor.

~ Digminucion de la matilidad intestinal e inhabilitacidén
para orinar.

Dilatacién de la pupila.

82 ban preparado muchos compuestos sintéticos y semisintée—
ticos semejantes a los alcaloides naturales, para intentar
obtener firmacos de accién mis selectiva, sobre todo a ni-
vel del intestino®'. En genaral, la estructura quimica de
la Atropina ha sido la base de un gran nimero de farmacos
anticolinérgicos, los cuales se han clasificado en dos gru
pos @ aminas terciarias y compuestos de amonio cuaternario.
Las formulas de diversos compuestos de tipo atropinico ge-
naralmente presentan la estructura siguxﬂntcl‘ T

En donde = R‘ ¥y Rz =0Nn generalmente estructuras ciclicas.
R. as un -H, -0OH, -CH‘ o —CNIOH-
X es un grupo capaz de uniones hidrégeno (éster,
alcohol o amidal. X
Y 85 una estructura que contiene un dtomo de ni
trégeno basico.



Los compuestos mostrados @n la Tabla I son  anticolinérgi-—
cos usados clinicamente e ilustran la aplicabilidad de es—
ta formula.

Tabla I. Antagonistas muscarlnicq=~dekuttiidnd clinicat*.

Nombre
Ganérico

Clarhidrato

Oxifencicli-
mina

Metilbromuro

—CGHG

de
Mepanzolato

Bromuro

de
Clinidio

Bromuro

de
Glicopirro—
lato




2.2.1.~ Mecanismo de’ accién de firmacos-anticolinergicos.

Los farmacos anticolinérgicos muestran semejanzas estructy
rales con los compuestos colinérgicaos. Esto indica que am—
bos pueden atacar e interaccionar de una manera similar
con un receptor simple. La diferencia estA en el tamafo
del grupo acilo y en los sustituyentes sobre @l Atomo de
nitrégeno. Los grupos grandes ademas de incremantar la afi
nidad del farmaco anticolinérgico hacia los receptor

también son capaces de blogquear el acercamiento de la Ace—

tilcolina al receptor®?

. As{, se ha sugerido que estos com
puestos compiten con la Acetilcolina po los sittos recepto
ras muscarinicos (figura No. 2) y al unirse a estos ocasig

nan que la respuesta agonista no se anctuan.

M

m.{\ﬂo\ '/C
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dearady
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Figura No. 2. Modelo del receplor muscarinco en = unién
con los thrmacos anticolinérgicos; es para et caso de la
1-Hiosciamina, componente activo de ta Atropina 3 1 Zana
aniénica  representada por un grupo carboxilo ol cuol  we
une por enlace electrovalente, el catien de amomo cuaters
nario; X el oxigeno del grupe <carbonilo se une por enlace
de  eus dos elecirones no compartidos con lo zona catiénica;
3 el hidrégeno alcohélico se une por un enlace de hudroge
no con una zona aniénica; & el anllo bencénico e une

con la zona plana por un enlace de Van der Waals.

Algunos invest:qadures” han propuesto que la parte acti-
va del receptor en una membrana celular, consiste de dos
cadenas paralelas de proteina, enlazadas por uniones hidrg
geno y ionicas. Lka accion despolarizante de la Acetilcoli-
na resulta de la ruptura de las uniones hidrégeno, causada

por su interaccién can una de estas cad y el en



2,2.2.—

2.2.3.—~

2.2.4.-

2.2.5.~

2.2.6.-

te pasaje de iones. Los firmacos antagonistas ademds de
atravesar las dos cadenas, interactGan con ambas. Esto
las. conserva de ser atacadas y previene el flujo de iones.

MONOGRAFIA DE : METILBROMURO DE MEPENZOLATO.

Nombres quimicos.

Bromuro de 3-C(hidroxidifenilacetilloxil-i,i-dimetilpipe
ridinio®.

Metilbromuro de N-metil-3-piperidilo, Bencilato de®*.
Metobromuro de N-metil-3-piperidil difenilglicolato®*.
Bromurg del Bencilato de 3-hidroxi-i,i-dimetilpiperidi~
nio .

Bromuro de 3—benc£loiluxi—1,1—dimeti1piparidiniu‘z.

Nombre genérico : Metilbromuro de Hapenzolatn'.
Férmula condensada t € H BrND:‘.

21 28

Férmula desarrollada™.

Peso molecular : 420.37°°.
Sindnimos.

cantil, Cantril, Gastropodil, Trancolon, Eftoron, Tralan—

ta, Colibantil, Colum®™*¢.



2.2.7.-

2.2.8.~

2.2.9.—

b

2.2.10.~

a

b

)

Descripcidn.
Es un polvo blanco o ligeramente crema®®

Solubilidad.

El Matilbromuro de Mopenzolato' es 'Hbramnnt'a” soluble™ en

Metanol. Es poco soluble en Agua Y cluruFurmn

camente insoluble en Eter®®.:

es practi”

ldentificacieén.

Punto de fusisn : Entre 228 °C y 229 9c*°.

Espectrascopia infrarroja : E1l espectro de absorcidn
infrarrojo de una dispersién de aceite mineral de Metil—
bromuro de Mepenzolato, previamente secado a BO °C duran—
te 3 haras en una estufa de vacio, solo exhibe maximos a
lags mismas longitudes de onda que un Estandar de Referen-—
cia NF de Metilbramura de Mepenzolata™®

Métodos de valoracidn.
Andlisis volumétrico.

Titulacién en medioc no acucso : Se utiliza Acido Acético
Glacial, Acetato Mercurico y se titula con Acido Percléri
co. El punto final se determina potnnciumetricamentelo.

Anilisis espectrofotométrico.

Extraccion l{quido~liquido con espectrofotometria en el
visible 3 A la allcuota de una solucién acuosa &acida de
Metilbromurao de Mepenzolato se le adiciona una soluciédn
de Cobaltotiocianato de Amonio y se extrae con Cloroformo.
El complejo colorido que se farma en la fase cloroférmica

se datermina a 620 nm>°,




2.2:11.-

2.2.12.~

‘Farmacodinamia.

El:-Metilbromuro de Mepenzolato es una sal de amanio cua—
ternario cuyas acciones periféricas son similares a las
de la Atropina, por lo tanto antagoniza las acciones de
la Acatilcolina en 1os sitios colindrgicos posganglicna-—
ras, Disminuye la motilidad del colon. la del intestino
delgado y en un grado menor la del estémago. También rela
ja el esfinter de Oddi. Administrado parenteral u oralmen
te en dosis elevadas, reduce la secrecién acida gastrica
de dcido clorhidrica, pero este efacto no ocurre durante
el uso clinico ordinario promoviendo lo contrario®™®®,

Las dosis _téxicas da e‘ste compuesto producen dos tipos de
bloqueo: ganglianar y neuromuscular somdtico. La inhibi-
cion de la transmisién ganglionar es capaz de contribuir
en los efectos antiespasmddico y antisecretorio.

Los efectos del Metilbromuro de Mepenzolato en el Sistema
Nervioso Central, son minimos debido a que es un compues-—
to muy polar que no cruza facilmente la barvera hematoen—
cefalica®.

Farmacocinética.

Los derivados de amonio cuaternario tienen coeficientes
de particién lipido/agua relativamente bajos con respecte
al valor del pH fisiolégico: en consecuencia no atravie-
san facilmente las membranas de la mucosa gastrointesti-
nal, de la conjuntiva y de la barrera hematoencefalica.
De este modo, la absorcion gastrointestinal de Hetilbromy
ro de Mepezolato @e escasa después de una administracién

15,20,82
oral .

Esto fue comprobado con un  estudio pilato
en el que se administrd a cuatro voluntarios humanos, una
dosis oral de 25 o 30 miligramos de Metilbromuro de Mepen
lato, conteniendo aproximadamente 24 ug de ¢**. La elimi-

nacien de C'* se srguié en la orina v en las heces por 4



¢ 0:5 dias'y se’ enc}:nﬁ:ré q" e el c'Y se @limine an 1a- uﬁina‘
en’unpromedio del 13.% st K

2.2.13.~

1z

Usos.

‘El Metilbromuro de Mepenzolato es usado en.el tratamiento

2.2.14.~

de ia colitis ‘ulcerativa (aquda, subaguda o crénica : co--

1L tis mucosa, colitis espatica, colon irritable can dia-

rrea y/o constipacién), de la ileitis. caomo coadyuvante

en la diarrea infecciosa (diarrea de origen bacteriano a
parasitario) y en otros desardenes 1nflamatarios del trag
ta gastruintestinal’.

Cuando la diarrea se asocia con inflamacion naotable de la
pared del colon, es necesario que la terapéutica anticolj
nérgica se combine con la  terapéutica antibacteriana o
antiparasitaria. Ast, el Metilbromuro de Mepenzolatao uni-
do a la Furazolidona, es prescrito @ pacientes para dismji
nuir la flora bacteriana excesiva y eliminar los microor-—

ganismos pato';enasg.

A daosis moderadas, la unidn de este anticolinergico con
Fenobarbital, tambien se prescribe con frecuencia. Fues
asi se praporcionan dos efectos : el antiespasmddico y el
sedante. En la mayoria de los padecimientos gastrointesti
nales el efecto cedante siempre es deseable v potemciali-

< : Y
za la accidén antiespasmddica .

Efectos colaterales.

Los efectos colaterales causados por el HMetilbromuro de
Mepenzolato a nivel de los diferentes sistemas orainicos
: z7

incluyen :

Sistema Nervioso Central : Cefalea, insomnio, somnulentia
marea, confusi16n o excitacién en pacientes ancianos, ner-

viosismo. debilidad.



‘Cardiovascular F Palﬁitﬁ:ibnes, “t;quicardia.

Ojos s Visisn borrosa, midriasis, aumento de  la  tension.’
ecular, cicloplejia, fotofobia.

Gastrointestinal : Resequedad de la boca, disfagia, aci-
da'z,nitomacal, pérdida del qusto, niusea, estrefiimiento,

vémito, ileo paralitico.

Genitourinario 5 Titubea y retencisdn urinaria.

" Piel 1 Urticaria, transpiracisn disminuida o anhidrosis.

2.2,185.~

2.2.16.-

.
Otros : Fiebre, reacciones alérgicas.

Una de la principales ventajas del Metilbromuro de Mepen—
zolato es que los efectos colaterales que se encuentran
con relativa frecuencia al utilizar otras farmacos anticg
linérgicos derivados de la Atropina, son menos notables
con éste*®.

Los efectos de este firmaco en el Sistema Nervioso Cen-—
tral no se observan excepto con dosis muy elevadas. Hasta
@] momento nNo Se conocen repartes de reacciones s$evaras o
taxicas. Sin embargo, las precauciones y contraindicacio-—
nes que se tienen con el uso de la Atropina, deben infaor-—

marse al administrar Metilbromuro de Hepanzulatn‘o.

Formas dosificadas.

Tabletas que contienen 25 mg de Metilbromuro de Mepenzala

to; Solucién Oral con 12.5 mg de Metilbramuro de Mepenzo-—

lato en 5 m1” %]

Via de administracién : Oral’.

12



2.2.17.< Dosis.

:La dosis. inicial. para adultos es de 25 mg 4 veces al dia
La dnsis puede saer incrementada gradualmente a S50 -wg . wi

‘”nsr ng::sé\(io, hasta que se obtiene el efecto terapéutico
deseado’. : ' s

Caontraindicaciones.

El Metilbromuro de Mepenzolato estiA contraindicado en
glaucéma de Angulo cerrado, uropatia obstructiva, enfarme
dad obstructiva de vias digestivas, colitis ulcerativa
grave, miastenia grave, hipersensibilidad a anticolinérgi
tos, L{leo paralitico, atonia intestinal, condicion cardio
vascular inestable en hemorragia aguda vy megacolon
toxica® .

2.3.—~ VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

En los altimos afios la validacidn de métodos analiticos ha
adquirido gran importancia en la industria farmaceutica,
cuyo objetive principal es fabricar productos que permitan
recupaerar la salud o prevenir padecimientos y que por lo
tanto tienen requisitou estrictos de calaidad. Por esta ra-
zédn, @ Mecesario validar tanto el proceso de fabricacién
como el método analitico.

Un método validado es Gtil porque permite realizar en for—
ma confiable, rapida y a un costo razonable, la determina-—
cidn cuantitativa de firmacos que se encuentran en diferen

tes formas farmacéuticas de productos terminados®? ",

La validaciéan de un método analitico se define como ) prg
ceso por €] gque se establece mediante estudios de laborato
rio, gue las caracteristicas de capacidad del metodo cum-
plen los requerimientos para las aplicaciones analiticas
deseadas. Las caracteristicas de capacidad se expresan en



2.3.1.-

términos de pardmetros analiticaos que al ser evaluados a
través de un andlisis estadistico, permiten demostrar 1la
confiabilidad del método analitico y que este cumple con
su propdsito. El termino “Validacién® sugiere una activi-
vidad que toma lugar después de que el procedimiento anali
tico de medicién ha sido desarrollado®.

Por otra parte, los criterios que deben cumplir los parame
tros analiticos san establecidos por organismos internacio
nales {por ejemplo, la Administracién de Alimentos y Farma
cos de Estados Unidos, la Secretaria de Salud de México),
los cuales han publicado una serie de normas y especifica-
cionas }egales que deben respaldar al m¢todo analftico. To
mando esta referencia, cada laboratario realiza la valida-
cién de sus métodos analiticos de acuerdo con sus regueri-

mientos™.

Los parametros anallticos que generalmente se consideran
@n la validacién de métodos de valaracion de los fFarmacos
que wstaAn presentes en diferentes formas farmacéuticas, se
daescribren a continuacién :

Ecpecificidad.

Es la capacidad de un método analitica para gue la respues
ta obtenida proceda del firmaco de interés y no de otros
componentes que estén presentes en la formulacién, como
principios activos adicionales, excipientes o praductos de
degradacién.

La prueba de especificidad se realiza de acuerda con su
aplicacién. En el caso de formas farmacéuticas que corres—
pondan a prndu:to. terminado, se efectua para conocer las
posibles interferencias debidas a los demds :nmpom'antes de
la .Formulaciom Asi, la especificidad del mé¢todo analitico
se determina analizando muestras que correspondan al farma
co de‘ interés, a placebos y a muestras que presenten todos

14



2.3.2.-

los constituyentes de la formulacién. Se comparan los re-
sultados y los requerimientos se cumplen si la respuesta
obtenida con la formulacién completa es igual a la del fap

maca® 2,

Linealidad del sistema.

Es la relacién que se establece mediante una recta que se
obtiena al evaluar una prapiedad fisica, quimica o biolégi
gica, en funcién de la cantidad del farmaco presente. Indi
ca que la respuesta obtenida es proporcianal a la concen-—
tracion®’®,

La linealidad del sistema s determina al realizar el ana-
lisis del farmaco, utilizando un minimo de cinco concentra
ciones diferentes, incluyenqu el 100 Z . Los valoree Qque
representan la concentracion de farmaco utilizado y los re
sultados de las respuestas obtenidas, se tratan por el mé-
todo de minimos cuadrados para evaluar la correlacidon Ii1-

neal entre los datus”’ La linea recta que s& obtiene a
través de este tratamiento estadistico, estad definida por

la ecuacién siguiente :
y = mx + b
donde: y = Cantidad recobrada.
x = Cantidad adicionada.
b = Ordenada al arigen.

m = Pandiente.

Las transformaciones matematicas utilizadas en el anilisis
de regresién son 2

15



nIExy)i= (Ex) (Ey)
ARty =m0

Pendiente. (m). =

Dl‘frclenaqaral Dfiqqn (,b.

In(Exy) = (Ex}(Ey) 33"

" Coeficiente de .
AR TICnEY?) gy F

determinacion

e R e
o EneEx®)

Coeficiente de regresién = t?z,]"’z

donda - : n = Namero.de-datos.
x = Cantidad adicionada de fdrmaco.
y = Cantidad encontrada de fdrmaco.

En ausencia de errares, la linea recta de regresisn tiene
una pendiente de 1, un intercepto de O y un coeficiente de
carrelacién de 1. Esto indica que tados. los puntos caen so
bre la linea. Sin embargo, en la prdctica esto no ocurre,
ya que, aan cuando los errores sistematicas se eliminan,
laos errores aleatorios provocan que el procedimiento analf
tico no proporcione resultados en concordancia exacta pa’ra

todas las muestras®.

La presencia de errores aleatorios en el método anilitico,
lleva a la dispersién de los puntos alredor de la 1linea
recta vy a una desviacién ligera de la pendiente y el inter
cepto calculados, de la unidad y cero, respectxvamentes.

Para conocer si los valores de la pendiente vy el intercep—
to que se obtienen en forma experimental, son significati-—
vamente diferentes dé los valores considerados como teori-—
cos, se aplican pruebas de t y se establecen 1los .limites

. .0
de confianza para m y b .



1.~ Las _hipdtes’isu' v.las expresiones’ parr'a 1. “t'de Stud-nt““iun a

a):Drdenada’ al'origenis -

‘Hoirb-=23

°

,H' x. b‘# a8

b} Pendiente

Halmﬂr
H‘xnﬂl-r

Cimi= )38 3C (n =712
t o= %

cal s
/%

Desviacidn estiandar . en.la dtreécién Y. (S—y/x)r}, _

-~ (V23
£y - y?
s = . 1
v/% n- 2

2.- Intervalos de confianza 1

a) Desviacidon estandar para la ordenada al oriqenv(sb) K

17



Limites de confianza para la béndientﬂ 1

e =m 2 (n-2,0.975)1C5 1
™ tab m

donde t m = Valor de la pendiente experimental.
¥y = Valor de la pendiente tedrica = 1.
b = Valor la ardenada al arigen experimental.
3 = Valor de la ordenada al origen ted6rico = 0.

*= Cantidad adicionada.

[

Media de las cantidades adicionadas.

n x
n

Desviacidn estandar de las cantidades adiciona
das.

L}

Namero de determinaciones.
~

<3’

Los valores de Y, san los puntos sobre la 11—~
nea de regresién calculada y corresponden a
lusAvalures individuales de x . Los | valores
de Yy, Para un valor dado de X+ san facilmente
calculados de la ecuacion de regresidn.

18




2,.3.3.~

El‘sistema de. medicidn es lineal si m, b y r cumplen  con

los siguientes criterios de aceptncidn"’.

Ordenada al origen (b) 3

51 |tml| < tu.:b {(n-2,0.975) y los limites de confianza
incluyen al 0, entonces se acepta H° y se concluye que el
valor de la ordenada al origen que ze obtiene en forma ex-—
perimental, no es significativamente diferente de O.

Pendiente (m) 3

3 |t“l] < tmb {(n—2,0.975) y los limites de canfianza
incluyen al 1, entonces se acepta H° y s@ concluye que el
valor de la pendiente que se obtiene en forma experimental,
no es significativamente diferente de 1.

El coeficients de correlacidn (r) debe ser mayor o igual
a 0.99 .

Rapetibilidad del sistema.

Es la precisién del sistema expresada como la concordancia
entre los valores de los resultados que se obtienen de de-—
terminaciones independientes raealizadas por un s6lo analis
ta, usando los mismos aparatos y técnicas. Se analizan un
minimo de & solucionas del firmaco de interés con una con-
cantracidn al 100 % , establecida en la linealidad del sis

tema. Se evalia con el coeficiente de variacion :

c.v. = X x ‘100

donde : Sx = Desviacién estandar.

X = Media de la serie de datos.

19



2.3.4.-

Criterio de aceptacién :
C.V. € 1.5 % (técnicas espectrofotométricas)®®.

Linealidad del métado.

€8 una relacién representada por una recta, la cual se

establece al evaluar la cantidad recuperada del farmaco en
estudio y la cantidad adicionada de dicho fArmaco. Este pa
rdmatro se determina al realizar el anilisis de muestras
de placebos adicionados con cantidades conocidas del farma
o de interés y que corresponden & un minimo de cinco con-
cantracjones diferentes, incluyendo el 100 % .

Los datos obtenidos en @l analisis se reportan de la si-
guiente forma : en el eje de las abscisas la cantidad adi-

- cionada al placebo y en el eie de las orderadas la canti-

dad encontrada. En seguida, se procede a efectuar las ope-
raciones siguientes utilizando las férmulas matematicas
descritas en la prueba para determinar la linealidad del
sistemat ??C ;.

Evaluar la correlacién lineal entre los datos para obtener
m by r.

Aplicar pruebas de t, para conocer si los valores de la
pundiente y el intercepto, que se obtienen en forma experi
mental, san significativamente diferentes de los wvalares
considerados como tedricos.

Establecer los limites de confianza de la pendiente y de
la ordenada al origen.

El mé¢todo de medicién es lineal si my, by ¢ cumplen con
los siguientes criterios de aceptacidn :

20



1.-

Drdenaqa;ai‘nﬁigen [{-} ]

Si|t | <k, (n-2,0.975) y los limites de confianza
in:ldyen al 0, entonces se acepta H° vy se cancluye que el
valor:de la ordenada al origen que se obtiene en forma esu—

périmental, no es significativamente diferente de O.
Pendiaente (m) 1
Si [teat| <t (n=2,0.975) v los limites de confianza
incluyen al 1, entaonces s@ acepta H° y s@ concluye que el

valor de la pendiente que se obtiene en forma experimental,
no es significativamente diferaente de 1. N

Eli coaficiente de correlacién (r) debe ser mayor o igual a
0.99 .

Exactitud del método.

Es la concordancia que existe entre un valor obtenido expe
rimentalmente y su valor real de referancia. Se exp?ﬁsa ca
mo el porcierto de recobro obtenido del analisis de place-—
bos adicionados con cantidades conocidas del farmaco.

Uno de los procedimientos utilizados para determinar la
exactitud consiste en hacer n ensayaos de placebos adiciona
das con un minimo de tres concentraciones diferentes inclu
yendo ®1 100 % de la concentracidn tedrica. E£n este caso.
se pueden emplear los resultados de los porcentajes encon-
trados en la linealidad del método.

La exactitud se evalua por medio del modelo probabilistico
"t de Student” y el cdlculo del intervale de confianza pa-
ra la media o a través del cdlculo del coeficiente de wva-

. 1,3,5,6.20
riacion .
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3

) dande :

b

La distribucidn "t" ests.definid

o LTRSS, :
enlf:ulada : Sx‘/(n,tle

= Media de las detarmina:igﬁés
= Madia tedrica (100 % ). . -
= Desviacidn estdndar.

3 0 %
x

= Namero de determinaciones.

or la. expresion t .

Previamente se establece un contraste de hipétesis i

= 100 % .

x
% 4 100 % .

Intervalo de confianza del porcentaje encontrado (1.C.)°T

. s,
I.Co= x.— t(n—1,0.979) | ————veme
(n,n/z

El método de medicién @s exacto si se cumple con los cri-—

..terios de aceptacidn siguientes =

Sift_ | <t
cal tab
incluyen al 100 % , entonces se acepta Ho Y

{n-2,0.975) y los limites de

confianza

concluye

el valor de la media que se obtiene en forma experimental,

no es significativamente diferente del 100 %

El valor del coeficiente de variacién debe
igual a 3 % (técnicas espectrofotométricas).

22
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2.3;6.— Rabetibilidad y reproducibilidad del método.

La precision de un método analitico se expresa como la con
cordancia entre los valores de los resultados de medicio-
nes experimentales sucesivas, que se obtienen bajo las mig
mas condiciones (repetibilidad) y/o bajo diferentes condi-—
ciones‘ de trabajo (reproducibilidad).

- La rapetibilidad del método se determina al realizar el
andlisis de un minimo de seis muestras correspondientes a
un placebo adicionado con el 100 % del farmaco. Se calcula
el coeficiente de variacién con los resultados obtenidos.

Criterio de aceptacioén :
C.V. & 3 % (técnicas espectrofotometricas)’’?,

ta reproducibilidad del método se determina al analizar
muestras de la formulacidn por triplicado con dos analis—
tas, en dos dias diferentes. Se trabaja de manera indepen—
diente partiendo de una muestra homogénea de)l producto cer
cana al 100 % de la concentracién teorica®®.

Los resultados obtenidos se tabulan de acuerdo con la Ta-
bla I1°® para evaluar 1a reproducibilidad mediante el ana-
11 IIB,ZB.II. Es

te anAlisis permite conocer las interacciones entre analis

lisis de varianza representado en la Tabla

tas, dias y analista-dia,
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2.~

2.3.7.~

E1 m¢todo de medicidn es reproducible si se cumple con los
criterios de aceptacién siguientes 1

El C.V. debe ser menor o igual a 3 % (técnicas espectrofo-
tométricas).

Si s @) Fiuada a ¢ Flavtas a
B Flatcutada o € Frabtas b
) Foatcutada a0 ¢ Fiobtas an

Entonces no existen efectos por analista, por dia y por
interaccién analista-dia.

Estabilidad de las soluciones obtenidas en el proceso de
analisis.

Se pretende conocer las condiciones en las tuales, las so-
luciones gue se obtienen durante el procesa de ansligis,
mantienen constante su propiedad medible en un lapso deter
minado. Esto proporciona una mayor confiabilidad en los re
sultados, pues se compruaba que no presentan degradacion,
antes de medir su respuesta para ser cuantificadas.

El estudio de estabilidad de las soluciones, se realiza de
la forma siguiente : las soluciones analizadas previamente,
se almacenan en diferentes condiciones, por ejemplo, en re
frigeracisn, en la oscuridad, a temperatura ambiente y an

prasencia de luz blanca . Posteriormente se vuelven a apa-

lizar en el tiempo que establezca el analista. Los resulta
das abtenidos se tabulan con base al formatoc de la Tabla

IV, para calcular el coeficiente de variacion®® 1
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Para cada :cndtciéﬁ/tiempn/muestra calcular el. factor I

Tabla IV

“Tiemb‘n
U 4, P B

Condicion:

7

Encontrado

“Cuz_Blanca

Oscuridad

Refrigeracion

Cilculo del coeficiente de variacien

con la siguiente fo&rmula @

(analisis muestra/condicién/tiempoli

k1007

I {analisis inicial )
L] 00 1 Yo 100 1. =—22 100
v x 1 10 ® 10 ¥ ¥
A D o
v“ B Yzo
x 100 ;“ Voo % 7100“ R v, x 100
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© Para cand.i:ién/t.ienpu calcular la medi el factor (1) con ]

la siguiente f4rmula 3

1 = Eltcondic ién/tiempo)
N

dande : N = Namero de muectras para cada condicién/tiempo.

T = 2 2 s T 19 L7 18
E 3 L] E s -
‘i = x4 M x’ * IS 1 = IID * 120 * xll
3= T D I S
_‘_=17+1_+x° igxﬂ*x:'ﬁ-x“
] 3 L] 3
‘-l. = :o+ lll+ ll: i = IRS * l!d * 127
ST s o s %
T = lll* Ill* 115
E I

Criterio de aceptacidn :

La media del factor (I) para cada condicién/tiempo se debe
encontrar entre los valores de 97 4 y 103 Z. .
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" 2.8.- METODO DEL COLORANTE ACIDD.

El Método del Colorante Acido es un método de anilisis co-
lorimétrico aplicable para la valoracién de sales de amo-
nioc tuaternario y de bases nitrogenadas como las aminas
primarias, secundarias y terciarias®’?®, Este procedimien—
to, llamado también Extraccién del Par lénico, estA basado
en la reaccién de un colorante anidnico con un compuesto
catiénico, en una solucién amortiguadora de pH espect fico,
para producir un compuesto de adicién o par idnico colori-
do, el cual es soluble en un disolvente arganico, con el
que se e@xtrae cuantitativamente, permitiendo su determina

nacién gspectrnﬁ:tcmétrica" 17,48, 23

Loa pares idnicos en
algunos casos tienan una estequiometria sencilla 1:1 y 1la
a@lectroneutralidad se mantiene por los iones de ambos cam-
ponentes. Cuando la reaccidn se efectda con indicadores
acidos que son dipréticos camo @l Azul de Bromotimol o el
PGrpura de Bromocresol, se obtienen pares idnicos de compg
sicion 1:2; es decir, una molécula de colorante reacciona

con dos moléculas de la sal de amonio cuaternario'®*>**;

H
» H
r C s
CH.
& . -
"QOH e el —
4
o
O\I ar Calién de "
B0 i : TR
2 ameonio :

cuaternario
pirpuro de Bromocresol

+
N R

B -
"

s

. £ ) - 2HCL
\Cé:o
- .
SO‘N R‘

Par iénico



En la extraccisn de una base organica como  par. idnico,
existen una serie de equilibrios importantes que se efec—
ttan al mezclarse conjuntamente el colorante anidnico y el
compuesto cationico. en el sistema de dos fases organica—

acupsal*t?2s.oe
+ -
AH ——+ - AHD,
toq taq) +— torgs

Donde : AH" es’ la base protonada.
0" es el colarante aniénico.
AHO es el par i6énico neutro.
Kz v K. son los equilibrios que representan la par
ticion del colorante anionico y de la base protona
da entre las fases acuosa y organica.
K‘ es el equilibrio que representa la particién
del par idnico en las dos fases.

6i el analito es polibasico o se adiciona a ls fase argan)
ca una sustancia que i1ncremente el coeficlente de extrac-
cién del par idnico, entonces se deben consideras otros
equilibrios adicionales por la presencia de varias espe-
cies ionicas y complejos.

En algunos casos, cuando el par ionico es inestable en pre
sencia de luz o bien existe interferencia de otras sustan-
cias, s requiere tratar la fase organica con una solucion

diluida de Hidroxido de Sodic para formar la sal sddica
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del colorante, la cual permanece en la fase acucsa. La in—
tensidad de color que presanta 1a solucidn de Hidrdxido de
Sodio, estd en funcion directa de la concentracién de di-
cha sal y se mide en la regién visible del espectro, para
obtener de modo indirecto la concentracién de la base que
se liberé en la fase organica’®.

Los equilibrios en este método, dependen principalmente de
los siguientes factores @

pPH de la soluciodn amortiguadora. Para elegir el pH adecua-
do que permita la formacidn del par idnico, es necesario
tener conocimiento de las constantes de disgciacidn del co
lorante &dcido (contra—idn) que se va a utilizar y del com—
puesto bdsicoc que se va a valorar, ya gue, el pH depende
da las caracteristicas de particion de las dos sustancias
y de sus productos de adicién en los disolventes acuoso vy
orgAnico. Normalmente, dependienda del pki, la base estara
presente en su forma ionica en concentracion significativa.
solamente en un intervalo limitado de pH. Asi pues.es nece
sario que el intervalo de pH en el gque esta ionizado el
contra—ién sea tal, gue cubra @l intervalo de iomizacion
de la base. Por ejemplo, mientras los compuestos de amonio
cuaternario estan cargados positivamente en toda la aescala
de pH, la extraccién de una amina como par 14mco requiere
de un pH suficientemente aicido qQue permita tener una con-—
centracién significativa del ion amgnio conjugado y facily
te la ionizacién del colorante. si este es un Acido rrlat)
vamente fuerte. Es par esta razen, que en este tipo ode
reacciones se utilizan los colarantes Acidos alguilfosfory

foricos, alquilsulfénicos y arilsulfonicos'™™,

Naturaleza y concentracién éptima del colorante. El calo-
rante se emples en exceso, lo cual no causa interfarencia,
ya que al caontrolar el pH de la fase acuosa se reduce la
cantidad de colorante en la fase organica. Sin embargo, se

recomienda carrer un blanco de reactives, para eliminar el



error causado por la pequefa cantidad de colorante que po-—
dria estar presente en la fase orgdnica. Se sugiere traba-
bajar caon un pH arriba del pka del colorante, si su coefi~
ciente de particidn intrinseco es relativamente grande. La
condicion anterior se elimina si la forma 4cida del indica

dor es insoluble en la fase organicazmsﬂ

El tamafo y polaridad de los sustituyentes del contra-ién
tambien influyen en la eficiencia de la extraccién. En ge-—
neral, los grupos no polares grandes (arilo o alquila) in-
crementan el coeficiente de particién del par idnico en el
disolvente orgahico, mientras que los grupos pequefios © pg
lares (hidroxilo. carboxzilo o amino), lo reducen™,

Naturaleza del disolvente. El coeficiente de particién del
par iénico depende en gran medida de la capacidad del di-
solvente para farmar uniones hidrégeno. Mouin y Schill rea
lizaron estudios en diferentes sistemas y encontraron que
s@ obtiene un coeficiente de particién elevada cuande se
forman uniones fuertes de hidrégena entre el cation y el
anién del par, ¥ entre el par idnico y el disolvente. Por
esta razdén, propusieron que los compuestos donadores o
aceptores de hidrégenos requieren ser extraldos con disol-
ventes aceptores o donadores de protones respectivamente .
Sin embargo, la selectividad es mayor, si el contra-ién es
el componente del par iénico, que dana los protones para
unirse al disolvente'*.

Los enlaces de hidrégeno de los componentes del par idni-
co, influyen tanto en su polaridad como en la unién al di-
solvente. Puesto gque los componentes de un par ionico es—
tan unidos por fuerzas electrostaticas, las uniones hidro-
geno entre los iones, bajan la polaridad del par iénico e
incrementan la constante de extraccidn. El complejo es so-
luble en disolventes de baija polaridad, porgue las cargas
itnicas de compuestos organicos que poseen cationes o anig

nes grandes, son protegidas por el disolvente®.
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3.1.-

3.1.1.—

b

[

-

XI1l.- PARTE EXPERIMENTAL
Trabajo Experimental.

El trabajo experimental consistié en aplicar el nprocedi-
miento indicado en el método propuesto, para analizar un
medicamento en la forma farmacéutica de guspensidn aral pa
ra adultos que contiane 90.75 mg de Metilbromuro de Mepan-
zolato y 343.00 mg de Furazolidona en 50 ml de suspensiodn.

Método Analitico.
Reactivos.
Solucién amortiguadora de fasfatos, pH 5.3,

Disolver 3.8 g de Fosfato de Sodio Manobdsico Hidratado
R.A. y 0.2 g de Fosfato Disddico Anhidro R.A. en agua des
tilada, diluir a 100 ml y mezclar. Verificar el pH de la
solucidn resultante y en caso necesario ajustar a 5.3 .

Solucidn del colorante de Purpura de Bromocresol.

Disolver totalmente 0.08 g de Parpura de Bromocresol R.A.
en una mezcla de SO ml de agua y 1.3 ml de solucién de
Hidréxido de Sodio 0.1 N aprox. y si es necesaric ajustar
el pH de la solucidn a 5.3 con solucisén de Hidréxido de So
dio 0.1 N aprox., diluir a 100 ml v mezclar.

Solucidn A.
Mezclar volumenes iguales de la solucidn amortiguadora de

fosfatas pH 5.3 y de la solucidén del colorante de Purpura

de Bromocresol.

d) Solucitén de Hidréxido de Sodio 0.05 N aproximadamente.
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3.1.2.~

3.1.3.~

J.1.4.—

Cloroformo R.A., Metanol R.A., Hidréxido de Sodic R.A.,
Sulfato de Sodio Anhidro R.A.

Preparacion de la solucien de referencia.

Pesar exactamente alrededor de 12.5 mg de Metilbromuro de
Mepenzolato, Sustancia de ReFerencia', transferirla cuida—
dosamente a un matraz volumétrico de 250 ml, adicionar 0.3
ml de Metanol, agitar bhasta disolucién completa, agregar
agua destilada basta &1 volumen y mezclar. La solucién tie
ne una concentracion de 0.05 mg/ml.

'Nota :,8¢ utilizé como Sustancia de Referencia, la mate-~
ria prima de Metilbromuro de Mepenzolato y se valord de
acuerdo al procedimiento indicado en la USP XX, para deter
minar su pureza. El titulo de pureza en base humeda fue de
P9.40 %4 .

Praparacién de la solucién de la muestra.

Homogeneizar perfectamente el contenido de cinco frascos
de la suspensién y mezclarlo. Determinar la densidad de la
muestra obtenida por el método del picndmetro y proceder a
pesar en un matraz volumétrico de 50 ml, una cantidad de
suspensitdn equivalente a 2.5 mg de Metilbromuro de Mepenzp
lato; agregar 1.3 ml de Metanol, agitar, adiciohar agua
destilada hasta el volumen y mezclar. La solucién tiene
una concentracién de 0.05 mg/ml.

Procedimiento.

Transferir S5 ml de la solucidén de referencia, S5 ml de la
solucién de la mubstra y 5 ml de agua destilada (blanco
de reactivaos) a cada uno de tres embudos de separacién de
125 ml y proceder en todos los casos como sevindir.'a a con

tinuacidn s



Je1.5.-

Agregar S ml  de solucién A y agitar por 30 segundos.

Extraer con tres porciaones de Clarofarmo de 20, 20 y 9 =l

respectivamente, agitando durante 30 segundos en cada

extraccién. Filtrar las fases clorofdrmicas a través de pa
pel filtro Whatman Nao. i gue contenga 0.5 g de Sulfato de
Sodio Anhidro, previamente humedecido con Cloroformo. Reci

bir la solucién cloroférmica filtrada en un matraz volumée—
trico de S0 ml, llavar al volumen con Clorofarmo y mezclar.
Tranferir 10 ml de esta solucién a un embudo de separacién
de 125 ml, adicionar 15 ml de una solucidn de Hidréxido de
Sadio 0.05 N aproximadamente y agitar durante 1 minuto. De
Jjar weparar las fases y recibir la fase acuosa @n un vaso
de precipitados de 50 ml. Determinar las absorbancias de
las soluciones acuosas que correspondan a la Sustancia de
Referencia, a la muestra problema y al blanco de reactivos,
en un espectrofotémetro adecuado, a la longlitud de onda de
maxima absorcidén de aproximadamente 589 nm, utilizando la
0lucidén de Hidréxido de Sodio 0.05 N aprox. como blanceo
de referencia.

Calculos.

Calcular la cantidad de Metilbromuro de Mepenzolato expre
sada en gramos, contenida en 50 ml de suspensién, aplican
do la férmula siguiente :

[A' Bl x C x 15 ml % 50 ml x SO ml x SO ml
Metilbromuro SR BR

de
Mepenzolato

O ml x5ml xV
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3.2.—

3.2.3.-
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donde ¢ A o= Absorbancia de la solucidn de la muestra de
suspension.

A__= Ahsorbancia del blanco de reactivos.

A__= Absorbancia de la solucidén de raeferencia.

€ = Cancentraciép de la Sustancia de Referencia
{ug/ml) .

VvV = Volumen de la muestra en ml, que contiene una
cantidad de suspensién equivalente a 2.5 mg
de Metilbromuroc de Mepenzolato. Este volumen
se calcula apartir de la cantidad pesada para
#1 andlisis, tomando como referencia la densji
dad de la suspensioén.

Validacidn del método analitico.

Con base en el valor de pureza obtenido al valorar la mate
ria prima de Metilbromuro de Mepenzolato, se realizaron
1os ajustes necesarios para cada una de las concentracio—
nes utilizadas en el proceso de validacién.

ta validacidn del método analitico se afectio al evaluar

los siguientes parametros 1
Especificidad.

Se hizo un barrido espectrofotométrico a un intervalo de
longitudes de onda entre 530 nm y 420 nm, para obtener los
espectros de absorcidén de las siquientes muestras :

Sustancia de Referencia : Metilbromuroc de Mepenzolato (es—
tandar secundario).

Muestra problema.

Placebo : vehicufo de la suspensién + Furazolidona.

Blanca de reactivos.
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3.2.35.~

3.2.4.~

3.2.5.-

Linealidad del sistema.

Se prepararon soluciones de Metilbromuro de Mepenzolata,
Sustancia de Referencia, en concentraciones que correspon-
den al 80 %, 90 %, 100 %, 110 Z y 120 % , de la cantidad
de Hgtilbrnmuro de Mepenzolato expresada en el marbete de
la muestra problema. Cada una de las concentraciones se
analiza por triplicado.

Repetibilidad del sistema.

Se efectuo analizando seis muestras de una misma salucidén
preparada con Metilbromuro de Mepenzolato, en concentra-
«ién correspondiente al 100 % de la cantidad e@xpresada aen
el marbete de la muestra problema.

Linealidad del método.

Se trabajé con muestras de placebos adicionados con Metil-
bramuro de Hepenzolato, Sustancia de Referencia. en concen
traciones correspondientes al 80 %, 90 %, 100 %, 110 % vy
120 %, de la cantidad expresada en el marbete en la mues-
tra problema. Cada placebo adicionado se analizd por quin—
tuplicado.

Exactitud del método.

Este parametro se evalud comparando los porcentajec de la
cantidad encontrada de Metilbromuro de Mepenzolato,  con

los procentajes de dicha Sustancia de Referencia, 'a'dir_'iong' T

dos a cada muestra preparada para la determinacién de la
linealidad del método.
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3.2.6.4

3.2.7.~

3.2.8.~

Repetibilidad del método.

S® analizaron seis muestras diferentes de un placebo al
que se le adiciond Metilbromuroc de Mepenzolato, en una con
centracién que corresponde al 100 % de la cantidad expresa
sada en el marbete de la muestra problema.

Reproducibilidad del! método.

Dos analistas analizaron por triplicado en dos dias dife-~
rentes, muestras de un placebo al que se le adiciond Metil
bramuro de Mepenzalato, en una concentracidn que correspon
de al 1Q0 X de la cantidad expresada en el marbete de 1la
muestra problema.

Estabilidad de las soluciones obtenidas en el proceso de
analisis.

La determinacién de este parametro se efectud en dos eta-

pas :

En la primera etapa se analizaron nueve muestras de un
placebo al que se le adicioné Metilbromuro de Mepenzolato,
en una concentracién que corresponde al 100 % de la canti-
dad expresada en el marbete de la muestra problema. Poste—
riormente en cada caso se desarrolld el procedimiento del
método propuesta, hasta el paso en que se obtiene el par
idnico en los 50 ml de solucién cloroférmica. Estas solu-
ciones cloroférmicas obtenidas, se mantuvieron durante 3,
& y 24 horas, en las condicianes que a continuacidn se in-

dican :
- Luz blanca (tres soluciones).

- Oscuridad (tres soluciones).
- Refrigeracidén (tres solucianes).

38



Al_:umplirse el término de cada condicién se continudé el
procadimiento analitico para finalizar el andlisis y eva-—
luar 6i las muestras se mantienen estables.

£n la segunda etapa, con el objetao de evaluar la estabili-
dad de la solucidn que se obtiene al extraer la fase cloro
Fdrmi;:a can la solucién de Hidrdxido de Saodio 0.03 N
aprox., para formar la sal sédica del colorante, s& mantu-—
vieron alicuotas de nueve muestras analizadac, en lag con—
diciones que a continuacidn se indican, durante 3, & v 24
horas @

~ Luz blanca (tres alicuatas).

-~ . Oscuridad (tres alicutas).
— Refrigeracidn (tres alicuotas).
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IV. = RESULTADOS
' 4.1.- Especificidad.
Lok resultados obtenidos se expresan en la Tabla No. 1y

en los espectros de absarcién que corresponden a cada una
de las muestras analizadas (figura No. 3 y figura No. 4).

Tabla No. 1t

Absorbancia AbScrbancia, €, c,
A = 88O nm {ug/ml) {ug/ml)
Metilbromuro de
Mepenzalato 0.484 0.421 3.4 .40 |
(Sustancia de . 3 iy
Refarencia) S
Muestra 0.498
Problema
Placebo
{vehicula + 0.075
Furazolidona)
Blanco de
Reactivos 0.065

Ablorbon:tozi Ablurbanctul—A\:norbnneLa del blance de reactivos.
€ = Concentracién adiclionada de Melilbromuro de Mepenzolato.

& = Concentracién encontroda de Metilbromuro de Mepenzxolalo. .. .
- !
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Basandose en los datos de la Tabla No. & y en los espec—
tros de absorcion obtenidos, se plantean las conclusiones
siguientes:

l.a espectroscopia visible de las soluciones obtenidas al
efectuar @l procedimiento del método propuesto, para la va
racidén de Metilbromuro de Mepenzolato en la solucién de ra
ferencia y en la suspension en estudio (muestra problemal,
presanta espectros de absorcién semejantes, con miximo de
absorbancia a 587 nm.

El blanco de reactivos y el placebo presentan absorbancias
muy bajas, por lo gque cabe suponer, que ni la Furazolidona
ni el vehiculo de la suspensidn causen interferencia signi
ficativa.

Paor lo antes expuesto, se concluye que el método es e@spec)
fico.

Linealidad del sistema.
La Tabla No. 2 muestra los resultaddas obtenidaos en la prue

ba de linealidad y en la griafica No. | se observa la ten-
dencia lineal entre los datos :
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Tabla No. 2

Cantidad Cantidad
adicionada encontrada
(mg) (mg )
F.a1 9.90
.81 .75
7.81 .97
11.15 11,23
11.15 11.10
11.15 11.10
12.33 12.45
12.35 12.30
12.35 12.30
13.74 13.39
13.74 13.42
13.74 13.54
14.94 15. 11
14.%4 15.22
14.94 15.15
Promedio Promedio Regresiun
cantidad cantidad lineal
adicionada encontrada
(mg) tmg)
9.81 9.87 m = 1.0016
11.15 11.14 b_=-0.0238
12.35 12,35 r®= 0.9918
13.74 13.45 r = 0.995%
14.94 15.16
Ordenada al arigen Pendiente
t = «0.0360 t = 0.0304
zal cat
tq.uh (3,0.975) = 3.1820 t'.cb 13,0.975) = 3.1820

1.C.= ~0.0238 ¥ 2.1001
LS = 2.0763
LI = -2.1239

I.C.= 1.0016 % 0.1677
LS = 1.1493
L1 = 0.8339
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Soluciones de Metilbromuro de
Mepenzolato, Sustancia de Referencia.

Cantidad Encontrada (mg)

181 '
1f
s — AR

9 1 13 e
Cantidad Adicionada (mg) ;
Qréafica No. 1. Linealidad del Sistema.



f4.3.~

El sistema de medicion es lineal, ya que, b, m y r cumplen
con los criterios de aceptacion como ee muestra a continua
cién. =

Ordenada al origen (b) =

Como-ft_ | < t_, ¢3,0.975) y los Iimites de confianza
incluyen al 0, entonces se acepta H, v =e concluye que el
valor de la ordenada al origen obtenida en forma experimen
tal, no es significativamente diferente de O.

Pendiente (m) :

Coma t < t (3,0.975) y los limites de confianza
col tab

incluyen al 1, entonces se acepta H° y se concluye que el
valar de la pendiente obteni‘da en forma experimental, no
es significativamente diferente de 1.

Coeficiente de correlacidn (r) @

Como r > 0.99 , hay una relacidn entre la cantidad adicio-
nada y la cantidad encontrada. La relacién se representa
por la linea recta propuesta.

Repetibilidad del sistema.

La Tabla No. 3 presenta los resultados obtenidos para la
evaluacidn de este parametro :
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: .., Tabla'Na. 3
Cantidad Cantidad

3
adicionada encontrada encontrado
{mg) {mg)

‘12.35 12.45 100.81
12,35 12.30 99.59
12,3% 12.30 79.59
12,35 12.26 99.27
12.35 12.26 99.27
12.35 12.34 99.92

n =&

X = 99.74 % B

Sx= 0.58

C.V. = 0.58 %

El sistema de medition es repetible , ya que, @l C.V. ob-

tenido es menor que 1.5 % .

Linealidad del métado.

La Tabla No-4 presenta la cantidad adicionada da Metilbro-
muro de Mepenzolato a placebas, la cantidad encontrada en

la muestra respectiva y su % correspondiente. €n la grafi-
ca No. 2 se observa la tendencia lineal antre los datos
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“Eantidad

- A
i encontrado

“7100.00
- 100.75
..98.94
©.98.19
102.67
102.63
100.34
-102.63
101.33
100.9%9
101.04
. BR.67 99.26
90.00 99.62
88.66 96.14
92.53 102.42
98.03 98.62
98.30 98.8%
79.40 ?97.50 98. 09
99.40 98.30 99.89
99.40 98.57 99.16
107.87 108.01 100.13
107.87 106.95 ?%9.15
107.87 106.95 99.15
107.87 108.27 100.37
107.87 108.27 100.37
Promadio Promedio Regresidn
Cantidad Cantidad lineal
adicionada encontrada
(mg) (mg)}
72.0% 72.09 m = 0.9457
a1.37 B82.646 bz'ﬂ 3.0978
90.34 90.43 r= 0.9969
99.40 98.14 r = 0.9984
107.87 107.69
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106

Suspension preparada adicionando
Metilbromuro de Mepenzolato al placebo
(Placebo = Furazolidona + vehiculo).

Cantidad Encontrada (mg)
110

100
96
[0
86
80

75

70 : L 1 ) 1 ) . . l“;“

70 75 80 86 90 96 100 105 110 o

Cantidad Adlicionada (mg)

QGréfica No. 2. Linealidad del método.



Ordenada al’ origen ’ - Pendiente

tnyn T 10933 AR ELE 102670
Lk, (35,0.975) =-3.1820°| .t . (3,0i975). = 5.1820
tab h + : tab} Pt
I.Ci= 3.0978 = 9.0162° 1.C.%°0.9657 . 0.099¢
12,1140 : LS =ii.0647 5T

LS =
Ll m ~5.9184

L1 =70.8667°

El método da medicion es lineal, ya que, b, ;n y cumpl-n
con los criterios de aceptacién como se mueltra a contxnun

cisén 1
Ordenada al arigen (b} 3

(3,0.975) Y limites ~ de
entonces se acepta Hc y se concluye que

los confiranza

ol < tlub
incluyen al 0,
valor de la ordenada al arigen obtenida en forma experimen

tal,

Como t
L
el

no es siqniﬁc;ﬂ:ivamenta diferente de O,

Pendiente (m) :

Como Ithll <ty (3,0.975) y los limites de confianza
incluyen al i, entonces se acepta H° y se concluye que el
valor de la pendiente obtenida en forma experimental, no

as significativamente diferente de §.

Coeficiente de correlacion {(r)

Como r > 0.99 , hay una relacién entre la cantidad adicio-

nada y la cantidad encontrada. La relacion se representa

par la linea recta propuesta.




4.5.~ Exactitud del métodas i

.‘Par‘_a ’r:cnf::er:' a_exactitud" del ‘mé¢todo se considerarcn . los

(:valﬁres ”devp’or:ej;'lta_ye‘en:ontradas de -1a Tabla No. 4.

25
£100.07 %7
= 1:45
€.V, = 1,45 %

Eeateutada T 941
t (24,0,975) =-2.06

SR tablas

Intervalo-de confianza del % ré:upﬁradn.

1.C. = 100.07 ¥ 0.40
imite superiar : 100.67 % .
Limite inferior : 99.47 % .

El método de medicién es exacto, ya que :

1.— Como (:eaLe < tmb (24, 0.975) y los limites de confianza
incluyen al 100 %, entonces se acepta Ho y se concluvye que
el valor de la media obtenida en forma experimental, no es

significativamente diferente del 100 %Z .
2.~ El valor del C.V. obtenido es menor que 3 % .
4.6.— Repetibilidad del método.

La Tabla No. S muestra los datos de porcentaje encontrados
para evaluar la repetibilidad del metodo.



: Tabla. No. 5.~
Cantidad . Cantidad

adicionada encontrada.
(mg) 5 Amg) e

© . 90.34 il 90,82
9034 S e9:28

90,34 Cle3,1e

90.34 ; 1.30 o i
90.34 Tyl gg g : - 98:8075 [ o
- 90.34 o ; s

n ; = .
W'=7100.54 % Lo
§,="1.85 "

c.V. = 1.82 %

El método de medicién es repetible, ya que, ®1 C.V. obte-
nido, es manor que 3 % .

4.7.- Repraducibilidad del método.
En la Tabla No. & se indican los resultados obtenidos al
efectuar el pruéedimiento del método propuesto para la va-—
loracién de Metilbromuro de Mepenzolato, en la muestra pro
blema, por dos analistas y en dos dias diferentes. |

Tabla No. &

Analista (i)
-
% Recaobra
Bia (30 ! 2

101.0& 97.70
1 99.26 97.20
9. 62 97.20
] 98.14 99.16
2 102.42 103.50
102.72 103.80
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1.~ "l:ueﬁ.rciehta de variacidén 't

L s sC S Feal Fiab
KY3) 1 1.81 1.81 0.18 161.40
Dty 1 36.22 36.22 3.58 161,40
a-D 1 10.12 10.12 2.83 5.32
EG K 8 | 28.59 3.57

_no= 12

¥ =.100.15%
s, 2.4
CE.Vi=2.46 % 0

Tabia No. 7 ..

Como : a) Efecto por analista, 0.18 < 1461.40 .

b) Efecto por dia, 3.58 < 161.40 .
c) Efecto por interaccidén analista~dia, 2.83 < 5.32 .

BasAndose en el Analisis de Varianza de los datos obteni-
dos, @1 método de medicién es reproducible, ya que, no
existen efectos por analista, por dia y por interaccidn
dia—apalista.

Estabilidad de las soluciones obtenidas en el proceso de

analisis.

tas Tablas No. 8’y No. 9 presentan los resultados de la va
loracidn de Metilbromuro de Mepenzolato, después de mante-
ner las soluciones en las condiciones indicadas.
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Primera etapa de extraccidn : Solucion cloroférmica, que
contiene el par. iénico (solucion amarilla),

Tabla No. 8

_Tiempo Condicién
th) % Encaontrado
- Luz blanca Oscuridad Refrigeracion
100.07 101.54 100. 22
o 98.37 99.22- 98.746
102.59 100,09 99.04
92.78 102.13 100.351
3. 99.78 101.84 100.22
102.03 101.54 99.34
100.07 102.99 99.63
Pl By -] 98.10 102.43 ?9.04
98.78 102.26 100.22
92.47 100,39 P6.41
24 93.88 100. 39 LT 31
416 98.93 97.29

Tabla No. B.1
Promedio de datos de la Tabla Na. 8

Tiempo Condicion
th) % Encontrado
Luz blanca Oscuridad Refrigeracion
3 100.20 101.56 100. 6%
& 98.99 101.94 100,29
24 93.20 9. 463 97.23

Como se obsaerva en la Tabla No. 8.1, la muestra es i1necta
ble s6lao en presencia de luz blanca a las 24 horas, porque
el valor de la media para el factar I no se encuentra en-
tre 97-103 % .
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Segunda etapa de extraccidn :  Solucidon de Hidréxido de’
Sodio 0.05 N aprox. que contiene la sal sodica del coloran

te (solucion morada) ¢

Tabla No. 9

“Tiempo Caondicaidn
th) % Encontrado
Luz blanca Oscuridad Refrigeraci1on
100.07 101.54 100,22
[+ 98.37 99.22 98.7&6
102.59 100.09 99.04
i 95.29 98.35 99.04
3 23.688 95.57 ?7.30
97.53 97.18 5.99
93.31 P&, 02 ?1.72
§ ?1.63 93.99 a8%.67
95.83 25.73 F0.55
79.54 85.26 ag. 60
24 78.14 as.227 78.54
a3.76 85.83 BO. &0

Tabla No. 9.1
Promedic de datos de la Tabla No. 9

Tiempo Condicion
) 7_kncontrado
Luz blanca Oscur idad Retrigeracion
3 95.24 96.76 98.42
& 94.25 94.98 91.25
-2 g0. 18 84.53 80.44

Como se observa en la Tabla No. 9.1, la muestra solo es es
table en condicianes de refrigeracion durante las tres pri
meras horas, ya que, el valor de la media para el factor 1
se encuentra entre 97-103 % .
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© V.= CONCLUSTONES

Basdndose en 105 rasultados obtenidos al efectuar el pracedi.

mienta del método propuesto, para valorar .Netilhrnchura “de re
penzolato en la suspensidn oral estudiada, se plantean. las
conclusiones siguientes @

El. método propuesto para la valoracién de Metilbromuro de Me
penzolato en la suspensidén oral estudiada, es especifico, ya
que, los espectros de absorcidn de las soluciones obtenidas
después de efectuar el procedimiento analitico en la Sustan—
cia de Referencia y en la suspensioén oral, son semejantes.
Asimismo,,se encontrd que en las condiciones de analisis, el
blanco de reactivas y el placebo presentaron absorbancias
muy bajas a 587 nm, que es la longitud de onda en que se pre
senta el maximo de absorcidn, para la sal sédica colorida
del Purpura de Bramocresol.

El sistema y el mé¢todo de medicién son lineales, basindose
en lo siguiente :

El andlisis de la GBrafica No. t (pag. 45) permite opbservar
la tendencia lineal del método propuesto, cuando se valoré
Metilbromuro de Mepenzolato, Sustancia de Referencia, en un
intervalo de concentracivones de 80 %4, 0 %, 100 %4, 110 Z vy
120 %.

lLa Grafica No. 2 (pag. 49) refleja la linealidad del método
propuesto, cuando se valaré Metilbromurc de Mepenzolato en
la suspensidn oral. El intervalo de concentraciones estudia-
do fue semejante al de la Sustancia de Feferencia -

En el si1stema v en el método de medicion, las pruebas de ¢t
aplicadas, demuestran gque los valores obtenidos de la ordena
da al origen y de la pendiente no son significativmente dife
rantes de O y i, respectivamente. El coeficiente de correla-

cién en ambaos casos es mayor que 0Q.97.
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S.3.-

S.4.-

a

b}

£n el intervalo de concentraciones que correspondan al 80 %,
90 %, 100 %, 110 % y 120 % , de la cantidad de Metilbromuro
de Mepenzolato expresada en el marbete del producto estudia-
do, el método es exacto, ya que, &l C.V. obtenido es menor
que 3 %Z vy la prueba de t aplicada, demuestra que el valor de
la media experimental no es significativamente diferente del
100 % .

El método propuesto es repetible, ya que, en las pruebas
efectuadas en la Sustancia de Referencia, el C.V. obtenido

fue menor a 1.5 % (pdyg. 47) y en las determinaciones realiza

das en la suspensidén cral, el C.V. fue menor del 3 % (pag.
52).
Al realizar las pruebas de valaracién de Metilbromuro de Me-—

penzalato en la suspensién oral, se obtuvieron valores que
cumplaen satisfactoriamente con los criterios de aceptacién
especificados para el C.V. y para el analisis de varianza
efectuado (pig. S3), por lo que el método es reproducible.

Basdndase en los mesultados obtenidos al efectuar las prue-
bas de estabilidad del farmaco en las soluciones de valora-
cidn, se conluye lo siguiente :

El par idnico formado en la fase cloroférmica es inestable a
la accidn de la luz blanca a las 24 horas; sin embarqgo, es
estable si la solucidén clorofdérmica se mantiene en la oscuri
dad y/o refrigeracién durante el mismo tiempo. Asi pues, la
solucién clorofdérmica debera ser guardada en la oscuridad
y/o0 refrigeracién si se desea cuantificarla en un lapso de

tiempo cercano a las 24 haras.

En el caso de la Solucién de Hidrésido de Sodio 0.05 N
aprox. que cantiene la sal sodica del colorante, se encontré
que la sal sédica sd6lo es estable en condicitones de refrige-
raciédn durante las tres primeras horas, por lo tanto es nece

sario efectuar la determinacién de las absorbancias. inmedia
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tamante después de finalizar el procedimiento de la  segunda
etapa de extraccién.

Caonclusidén final

Los resultados obtenidos muestran que los pardmetros evalua
Aus en el método propuesto, cumplen satisfactoriamente con
los criterios de aceptacién establecidos en la wvalidacidn
métodos analiticos. Asi pues, se demostré la confiabilidad
del método desarrolilado para la cuantificacidn de Metilbromu
ro de Mepenzaolato en la suspensién oral estudiada.
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