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INTRODUCCION

Desde hace. varios affoe, la industria farmacéutica desarrolla
métodos analiticos para el anilieis de materia prima, producto a
grane!, producto terminado y mAs recientemente para estudios de

@estabilidad, pero surge la pregunta: E! método que se esta

utiifizando es confiable?. Para r P! d damente a ésta
pregunta es necesario contar con la evidencia documentada de una
serie de estudios de |aboratorio, que demusstran que el método
analfitico cumple con los requisitos que s¢ han establecido para ser

considerado confiable.

El objetivo de este trabajo es validar un método analitico,
para la cuantificacién de nitrato de wmiconazol en crema, que
presente ventajas sobre los nétodos reportados, los cuales son

laborioscs y complicados.

El método analfitico conniste en la titulacién del nitrato de
miconazo! aen medio no acuoso, previa extraccidén del principio activo
con cloroforma. La determinacidén del punto final en {a valoracién ae
daterminé de dos maneras:

1.~ Con un {ndicador visual.

2.~ Con un métodoc potenciométrico, y log resultados se
compararon estadisticamente.

El presente trabajo consta de 5 capltulos en donde se presentan

aen orden los siguientes temae:



1.~ Monografia del principlo activo y del producto terminado.
2.~ Generalidades de analisie volumétrico y medio no acuoso.
3.- Generalidades sobre Validacidn de métodos analiticos.

4.~ Desarroilo y validacién del método analitico.

$.~ Discusién de resul tados y conclusiones.

La importancia del método que se desarrolldé y validd esti en
que presenta ventajas sobre los otros métodos reportados como son:
disminucién en el tiempo de anilisis, menor complejidad, y

disainuocién de costos.

E) método desarrollade presenta la limitacidn que Unicamente
puede ser utilizado para el control de calidad de producto a granel

y terminado.
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MONOGRAF LA DEL NITRATO DE MXCONAZOLA

FORMULA DESARROLL ADA:

o<
EANC

FORMULA CONDENSADA: C4 gHigCl'uNaGy

PESO MOLECULAR: 479.2

PESQO EQUIVALENTE: 479.2 g/eq (Tltulaclan en acidu acéth:n glacial}

NOMBRE QUIMICO: Nitrato de 1~ [2—(2 a4 diclorafanll)-zl.'(z 4~dicloro-

fenil )matoxl)et(ll-lH i idazol

DESCRIPCION: Polvo cristalino blanco FEL e Al idos
CONSTANTE DE DISOCIACION: pka= 6.7
SOLUBILIDAD: Muy ligeramente soluble eniag ~soluble 1. en

125 de etanol, 1 en 300 d 1 en 70 de

metanol.

PUNTO DE FUSION ISOMERO C+)>: 135%
PUNTO DE FUSION ISOMERO C=): iyas_c
(mata

ROTACION ESPECIFICA: = + 89 “orme‘dextrorrotatoria. .

= =58 lrﬁet‘anol‘)". ‘Forma I’e'vorroia;oria.



ESPECTRO DE MASAS: principales wm/c. ‘159, 161, 51‘. 335.’533, 337.
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IDENTIFICACION:
1.~ El espectro de absorcidn al infrarrojo, de una muestra preparada
an pastilla de bromuro de potasio exhibe mé&ximos a las siguientes

longitudes de onda.

A ten h Grupe funcional.
822 Nitrato.
859 Fenilos sustituidos.
1035 Amina terciaria.
1082 Eteaer.
1400 Nitrogeno cuaternario.
1470 Metilenocs.
1580 Grupo amino en anilioc aromitico.



2.- El espectro de absorciOn ultravicieta de una soluciln 1 an 2500
de nitrato de miconazol en una solucién 1 en 10 de solucién 0.1 N de
4cido clorhidrico en alcohol isopropilico, presenta miximos a 254nm

Y 272 nm y el minimo a 248 nm,

3.- Pasar alrededor de 3 mg de nitrato de miconazol, adicionar 0.1
ml de acido sulfurico y 0.05 ml de una solucién que contenga 0.5 g
de difenilamina en una mezola de 50 al de Acido sulfirico y 10 ml

de® agua. Se produce un color azul intenso.

4.~ Quemar 20 mg de la muestra empleandoc 5 mnl do solucién 0.02 N de
hidréxido de sodio como llquido de absorcidn. Cuando el proceso es
completo, diluir con 20 ml de agua y acidificar con solucidn 0.1 N
de® 4cido nitrico. La sojucién resuitante da positiva |ja prusba

caracteristica para cloruros.

PERDIDA AL SECADOt Secar a 108°C por 2 horas, no debes perder mas

de 0.5 % de su peso.

RESIDUO A LA IGNICION: No ma&s de O.2%.

PUREZA CROMATOGRAFICA?

Solucién problema.~ Disclver 100 mg de |a materia prims en 10

mi de una mezcla cloroformo-metanol (1:1).



Solucién esténdar.— Preparar una solucidn de nitrato de
miconazol sustancia de referencia eon una mezcla de
cloroformo—metano! (1:1) para obtener una concentracidén de 10 mg/ml.

Solucién westandar diluida: Prep

r a partir de 1a soclucién
estandar una soclucidn que contenga 25 mcg/ml.

Aplicar en oarriles ssparados porciones de 50 mcl de las 3
moluciones, en una piaca de silica gel GF 254 de 0.25 ma de espesor
y dejar correr e! cromatograma wutilizando una fase mévil de
hexanotcloroformotimetancl thidréxido de amonio (60:30:10:1) hasta que

el frente del solvente llegus hasta tres cuartas partes de Ila placa.

El valor de Rf de la mancha principal de la solucitén probleaa
debe corresponisr al obtenido por la solucién estandar y ninguna
otra mancha observada en Ia solucién problema dabe ser des mayor
intensidad que ta presentada por !s solucidén estandar diluida

10.25%1.

VALORACION. - pesar oon exactitud aproximadamente 350 mg de
nitrato de aiconazol, pasarios ma un vaso de precipitados, disolver
con 50 m! de Acido acético glacial y tituler con solucién 0.1 N de
HC10¢, Determinar e! punto final potenciométricamentw wempleando un
electrodo de vidrio y calomsl. Hacer un blanco para efectuar la
correccién necesaria. Cada mililitro de solucidn 0.1 N de HCIO« es

equivalente a 47.92 mg de nitrato de miconazol.



FARMACOLOGIA.

La molfecula de nitrato de niconazo! presenta un anillo
imidazolinico, e! cual le oconfiere una actividad antifdangica de

amplio espectro y también una cierta actividad antibacteriana.

El nitrato de miconazol es fungicida para varias especies de
Trichophyton, Epidermophyton, Microsporun, CAndida, Cryptococcus,
Aspergilius, Caccidioides, Paracoccidiodes. Cladosporium,

Phialophora, Madurstlla, Blastomycetes e Histoplasma.

Su pwomnismo de accidn se basa en la caracteristica de que el
nitrato de miconazol embebe por parmeabilidad la quitina de Ia pared

abilidad de la membrana a diversas

celular fdngica y aumenta la per
sustancias intercelulares. El firmaco penetra fAcilmente al estrato
cérneo de & pilel y permanece ahi mis de 4 dias después de su

aplicacién.

El nitrato de miconazo! es eapleado pars e! tratamiento de! ple
de atleta, alivia ®! prurito en pocos dias, y las vesiculas ocuran
rapidamente. Estudios realizados {Brugmans y Col. 1970}, indican que
w! f{ndice de curacisn es dal 98X. Otros padecimientos para los
cuales s atit son: tiflacruris, pitiriasis versicojor,

dermatomicosis, onicomicosis y cAndidiasis cutanéa.

E! miconazol es efactiva contra bacteriaus gram posgitivas, en et



tratamiento de la candidiasis vulvovaginal, ia frecuencia de cura al
ftinal del mes es entre el 80 y 95%, comparada con cerca de! 85% de
Ila nistatina, el prurito en algunas ocessiones oz mejorado después de
una simple aplicacién. Algunas infecciones vaginales csusadas por T.
glabratus solo responden al miconazol.

En algunos casos ®s usado para el tratamiento de la micosis

oftaimica.

TONXICIDAD, EFECTOS SECUNDARIOS ¥ PRECAUCIONES.

Algunas ocasiones Ccausa quesaduras Yy maceracién en la
aplicacién cutsnea, dolor, prurito, urticaria, erupciones, cefalez y
calambres pelvianos pueden producirse después de una aplicacion

intravaginal, la frecuencia de estos efectos a&s menor del 0.2 %.

Las rescciones adversas después de au administracion
intravenosa incluyen nauseas, flebitis, anemia, trombocitopenia y
espacialments prurito. Se ha observado hiponatremia hasta en @l SO %X
de los pacientes, artralgia, anafilaxia, peicosis aguda e

hiperiipidemia también se han registrado.



METABOLISMO

Una dosis da 50 mg alcanza su maxima concentraci@in en sangre de
4 3 8 horas después do administrada. De! 168 al 20 % de 1a dosis es
wexcretada por al orina en 4 dias y suvlo wencs del 1 % o3 exoretado
inalterado.

Fraesenta absorcidn incomplets después de ls administracidn oral
y absorcidén pobre después de la administracién tépica.

Cerca del 10 al 20 % de la dosis oral es excretada en la orina
an 6 dias, y cerca dael 1 % es excretada inalterada., Ei S50 %X de la

dosis a@s excretada por las heceaes.

Su vida media en e! plasme e de cerca de 24 horas, su volumen
de distribucién es de aproximsdamente 20 L/Kg, ia fijmcidn de
proteinas en @l placma #s airededor del 92 %. La dosis letal media
iDL 50) por via oral en ratones vs de 578.1 mg/Kg.

Su metabol ismo consiste en ia oxidacidn a &pido

2,4-diclorumandél ico.
PREPARACIONES
El nitrato de miconazol se vende en locién o crema al 2X para
usarse en la piel y ufas, o en crema vaginal =l 2 %.

Se aplica una o dos veces por dia a la piel durante 4 semanas,

o una vez por dia intravaginalmente durante 14 dias.
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El nitrato de miconazo! también 6e uea por via parenteral para
8l tratamiento de infeccidn fdngica sistémica aevera; para este
propédsito se vende an ampelletas de 20 ml que contiensn 10 mg de
miconazol por mililitro, esta dosis se administra habituaimente

cada 8 horas.



MONOGRAFIA DEL NITRATO DE MICONAZOL EN CREMA,

FORMULA:
Nitrato de miconazol...vervseirocssnsnssascsansaled g

Exciplente c.b.ip...ivreatnecnsrvannes sesa:20.0 g

DESCRIPCION: crema homogenea, de color blanco, textura suave y
untuosa, libre de particulas extrafas.

TEMPERATURA DE FUSION: entre 50 y 60°C.

pH: entre 3 y 4.5

CONSERVACION: Preservar en tubos colapsabies y herméticos.

FUGAS: Seleccionar una muestra de 10 tubos, limpiar y secar
completamente la superficie exterior de cada uno, con una tela
absorbente. Colocar cada tubo en posicién horizontal, sobre una
hoja de papel secante y mantener en una estufa a eo°c durante @
horas. Durante la prusba no debe haber fugas, ni en el cuerpo del
tubo ni en la tapa. S{ se observa fuga @n un tubo, repetir la prueba
con 20 tubos mAs. La muestra satisface la prueba si no se encuentran
fugas en los primeros 10 tubos probados o si solamente uno de los 30

tubos probados presenta fugas.

LINITES MICROBIANOS: La muestra no debe contener mas de 100

celonias/gramo y debe estar |ibre de microorganismos patédgencs.

IDENTIFICACION: Pesar una muestra aquivalente a 50 mg de

nitrato de miconazol, flevar a 10 ml con  una mezcla de



cloroformo-metancl (1:11) y agitar 15 minutos, filtrar la solucién a
un tubo de ensayo. Preparar una solucién. de nitrato de miconazol
sustancia de referencia con la misma mezcla de disolventes a la
misma concentracién. En una placa de silica ge) GF 254 previamente
activada por 30 minutos a 80° C, aplicar por duplicado 400 mc! de la
preparacién del esténdar y de la muestra problema. Desarrollar la
cromatoplaca en una camara utilizando un sisteama compuesto de:
n-hexano:cloroformoimetanol shidréxido de amonio, (60:30:10:1}, hasta
que ®! frente de! disolvente alcance las tres ouartas partes de l»o
placa. Obsesrvar bajo luz U.V., el valor de Rf de la mancha principal

de Im solucién problema corresponde a |a de |a soluocién esténdar.

PESO PROMEDIOt Seleccionar una muestra de 10 tubos, pesarlos
individualmente y calcular wl contenido neto por diferencia del

contenido bruto menos wl contenido de cada envase.

YARIACION DE PESO: El promedio del contenido neto de 10 tubos
probados no debers ser menor que sl de la cantidad expresada en el

uarbete.

IRRITABILIDAD: Preparar un parche cuadrado de gasa quirdrgica
que mida 2.5 X 2.5 cm y con un grosor de dos monocapas conteniendo

0.5 g de ia crenma.

Los animales se inmovilizan con los parches asegurados en su

lugar con tela adhesiva. Todo el tronco del animal se envuelve en un



material jppermeable, por un periodo de 24 horas. Dalp:'a- de la

exposicién se quitan los parches, y se evaluan las reacciones

resul tantes segun los criterios establecidoes.

VALORACION. = (Gaseos) .

Solucidn de wstindar interno.~ Pesar 10 mg de colestano, pasar
& un matraz volumétrico de 10 ml, disolver y ltevar & volgmen con
una mezcla de volumenes {(guales de metanc! y cloroformo, mezclar.

Esta solucidn contiene { mg/ml de colestano.

Solugién de referuncia.~ Pesar una cantidad de la sustancia de
referencia equivalete a 12.5 mg de nitrato de miconazol, pasar a un
matraz volumétrico de 25 ml, disolver y llevar a volumen con metanol.
Pasar una parte alicuota de 10 wml de la solucién anterior a un tubo
de ensayo y evaporar a sequedad sobre un B.M. con la ayuda de
corriente de aire filtrsdo. Disolver ®! residuc en un parte alicuota
de 2 ml de solucitén de estindar internc. Esta solucitn contiene 2500

wmocg/nl de nitrato de miconazol.

Preparacién de 1a wuestra.- Pesar una cantidad de ia muestra
squivalente a 20 mg de nitrato de aiconzzol, pasar a un matraz
volumétrico de 100 ml, disolver y illevar & volumen con una mezcla de
voldmenes {guslws de alcoho! isopropilico y cloroformo, mezclar.
Pasar una parte alicuota de 25 ml de Ia solucién anterior a un vaso

de precipitados de 1S0O al y evaporar a sequedad sobre B.M. con ayuda

15



de una corriente de nltrdégeno. Agregar al residuo 10 m! de
cloroformo y calentar sobre un 8.M. a ebullicién, Sacar el vaso de
precipitados del B.M. y agitario. Evitar 1a excesiva evaporacién del
cloroformo. Agregar 50 ml de pentano en porciones pequefias con
movim{ento continuo. Dejar reposar de 10 a {5 wminutos para permitir
la cristalizacidn. Filtrar a través de un filtro de porosidad media
con ayuda de aplicacién de aire en la superficie, a través de un
orificico en e! tapén {fijsdo sobre e! embudo. Lavar e] vaso de
precipitados con cuatro porciones de pentano de 5 m)l cada una. Secmr
el precipitado contenido en el filtro haocisndo pasar por el mismo
sire filtrado durante varios minutos. Colocar el filtro conteniendo
#! precipitado sobre un matraz volumétrico de 50 ml y disolver ei
precipitado adicionando pequeflas porciones de mstancl y aplicando
afire filtrado al embudo para facilitar la filtracién. llevar a
volgmen con metanol y sezclar. Pasar una parte alicuota de la
sotucién anterior a un tubo de ensayo y evaporar a sequedad con
ayuda de aire filtrmdo. disolver el residuo en una parte alicuota de

2 m) de solucidén de estandar interno.

Condiciones del equipo.- Gas de arrastre: helio; detector de
ionizacidn de ftlama; toemperatura de la columna 250°C: temperatura
del {nyector 250 C: temperatura del detector 300°C; flujo 50 ml/min;
columna de 1.2 m X 2.0 mm smpacada con tierra silicea para
cromatografia de gases de 80 a 100 mallas, que previamente ha sido
fundida por calcinacién mezclande tierra de diatomaceas con

carbonato de sodio, fundida y calcinada a mas de 900°C. lavada con



4cido y después con agua hasta reaccién neutra sin lavar con Alcall
y recubierta con un tres por ciento de una mezcla de 20 % de
fenilmetil y 80 % de dimetil polixano.

Procedimiento.- {nyectar al cromatografo por separado 5 mcl de
12 preparaciédn de referencia, ajustar |os pardmetros de operacion y
el tamalMo de los picos correspondientes a colestanc y nitrato de
miconazol, que son eluidos en este orden. El coeficiente de variacidén
no debe ser mayor del 3 %X y el faotor de resolucidn entre el
colestanc y e! nitrato de miconazol, no debe ser menor de 2. Una vez
cumpl idos los parometros anteriores, inyectar al cromatédgrafo por
separado 5 mol de la preparacién de referencia y de la nusstra,
obtener sus respectivos cromatogramas y calcular las ireas relativas
correspondientes.

Calcular la cantidad en wmiligramos de nitrato de miconazol/gramo
d® 1a muestra por medioc de la siguiente fdrmula: 0.04 C/P (Rm/Rref},
®n donde C es la concentracién en mcg/ml de la preparmcién de
referencisa; Rm y Rref son las Areas relativas obtenidas en el
cromatograma con la preparacién de la suestra Y referencia
respectivamente y P es e! peso de Ia nmuestra en gramos, hasta

miligramos.



GENERALIDADES
DE
ANALTISTIS
VUOLUMETRTICDO
4

MEDIO NO ACUOSD

18



ANALISIS VOLUMETRICO

En el analisies titulométrico se denomina valoracién a 1a
operacién experimental basica. En una valoracién, una solucidén de
resctivo de concentracién exmctamente conocida {(solucién estandar),
se afiade a otra solucién, cuya concentracién se desea determinar,
tomsndo |as disposiciones para determinar ®! momento en que la
solucién estandar ha resccionado con Ia totulidad de s sustancia
problema, y oonociendo adem&s la concentraci®n de la solucidn
estindar y la estequiometria de |a reaccién, es posibie determinar

la cantidad de la sustancim problesa.(l)

Al mowento donde lia totalidad de s sustencia problema, ha
resaccionado con la solucién estandar recibe el nomabre de *"punto de
equivalencia®, también llamado "punto final estequiométrico®™ y ®punto
final tedrico®*, & la estimacién de este punto ya ses por alguna
propiedad de 1a solucién (como por ejemplo, el color dado por un
indicador}! o por otro método, recibe wl nombre de punto final. Asi,
on rea)idad se determina en una valoracidn sl punto final, el cua!
debe estar lo wmhs cerca posible del punto de squivalencia, para tener

un error do titulacién pequefio.

La titulometris es un método de mnklisis clasico muy usadec en
ol andlisis farmacéutico,como se cowprusba hojsando lss Qltimas
edicionss de diferentes farsacopoesas y formularios nacionales e

internscionales.

19



CONDICIONES NECESARIAS PARA REALIZAR UNA VALORACION

1.~ Es necesario que se efectue una reaccidn.
2.= La reacclén debe smer rapida, de manera que la duracitdn de 1a
titulacién no sea exagerada y que no se necesite esperar largo

tiempo después de cada adicidn de reactive titulante.

3.~ Se requiere conocosr los coeficientes estequionétricos, ese decir
1a estequiometria de la reaccidn debe ser conocida y perfectamente
definida bajo laz condiciones de trabajo. En caso de no conocer los
cosficientes ustequiométricos ©6 posible saber 1a equivalencia dal
titulante con 1la sustancim Problema, pesando un estandar y
titul&ndolo en las condiciones de |a valoracién, conociendo asi la
equivalencia por mililitro de titulante con 1a sustancia problema.

Este caso se presenta oen |a titulaciédn de las peniclilinas.

4.- Cuando se trata de una alicuota de la solucién problema, éste
volumen debe ser medido con matsrial volusdtrico, En caso de conocer
exactamente la densidad de la sustancia problenma, el volumen puade
conocerse por pesada de una de una cantidad detarminada de la

solucién.

S.= La concentracién del titulante debe ser conocida con precisién,
1o cual indica precaucionee relativas a la proparacidn de esta
solucidn (dencminada solucidn patrén), ta cual debe astar

normal {zada..

20



B.- E| volumen de 13 sclucidn del reactivo titulante hasta el punto
de equivalencia debe sa&ar conocido con exactitud, debe usarse una
bureta calibrada con 1a capacidad adecuada para tener un aerror

minimo (80 % de su capacidad).

7.- Cuando la sustancia por valorar se encuentre en disclucidn
acompafiada por otras sustancias, éstas no deben interferir en el
desarroilo de ia reaccién de titulacién, es decir no debe impediria

ni deben consumir reactivo titulante.

8.= La cuantitatividad de 1a reaccién de titulacién debe ser grande.

Dicho en otra forms, un valor de constante de equilibrio alto.

9.~ Debe existir alglin medio adecuado paras datectar el punto de

aquivalencia.

10.~ LlLa sustancisa a titular y el reactivo titulante debsn ser

astables en ias condiciones de desarrollo de {a remccidén.

11.~- La sustancia titulante debe, cuando sea posible, tener un peso
aquivalente alto para reducir 1os efectos de incertidumbre debidos a

1a determinacién de peso.

No siempre es posible cumplir todas estas condiciones, peroc siempre

debe tratarse que se satisfagan el mayor numeroc posible.
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TPOS DE TITULACIONES

Las titulaciones se dividen ent

Dirmcta

Titulacion En retroceso o por =

indirecta
Por producto.

TITULACION DIRECTA.

El reactivo titulsnte resmccions dirsctamente con la sustancia
problema. La adicién del reactivo titulante se suspende cuando se

1lega sl punto de equivaiencia.

Sieapre que sea posible se dete tratar de realizar las

valoraciones por medio de una titulacién dirscta.

Diagramm:

MURSTRA.
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TITULACIONES INDIRECTAS.

En retrocesc o por exceso: A la sustancia problems se le afiade

una cantidad conocida de una solucién la cual es suficiente para

reaccionar con esta, quedando adem&s un exceso de la solucién, el

cual s® valora con una solucién patrén.

Conociendo 1a osntidad y la concentrecién de Ila primera

solucién y restando el exceso de! mismo se tiane el nlmerc de
milisquivalentes o milimoles que resccionaron con la sustancia

probleas.
Diagrames:

MURETRA

» SOLUGION EN CANTIDAD
¥ t
4 SUFICIENTE ¥ LN EXCESO.

—

TITULANTE

Esta tipo de titulacionos se lievan a cabo principalmente

porque 1a titulacién directa no es cuantitativa, por ests razén se

requiere adicionar adem&s de Ia cantidad suficionts de titulante, un
exceso, para desplaszar sl equilibrio hacia los productoe, logrando

asi 1a cuantitividad requerida en toda valoracién.
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Estas titutaciones tienen m&s error que las directas, debi{do a
que intervienen dos soluciones, con wsus respectivas sedidas de
volumen.

A veces se utiliza la valoracién por retrocesc para muestras

volétiles @ insolubles.

% En al omso de hacer un blanco no es necesario conocer axactamente
1a concentracién de la solucién que se encuentra sn exceso, debido a
que al hacer el blanco se obtiene la equivalencia del volumen de una
concentracion X con el volumen de concentracién exactasente conocido

del titulante con el que se dJdetermina el exceso presente en ia

muestra. Asi, para los céloulos se utilizan dos volGeenes pero una

sola concentracidén.

TITULACION XNDIRECTA POR PRODAUCTO.

En &ste caso ia sustancia problema se transforma en otro

compuesto {sal soluble, insoluble, complejo eto), al cual

(1] Imante ®s nesesario separar y valorar por titulacién directa,

Diagrama:s

RUESTRA

T
-

v
-

!

|

1

|

i
-
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CURVAS DE VALORACION.

Una curva de valoraciin es una repressntacisn grifica de alguna
variable qus esta ®n funci®n de! volumen de titulante a%adido
durante la titulmcién. En ®! cmso de una valoracién &cldo-bmse en
medio acuoso se grafica pH vs m! de titulante (Fig. 1), y para
valoraciones en medio no acuoso, de precipitacidn, oxido-reducoién y
formacién de complejos se grafica mV (milivoltios) vs mililitros de

titulante (Fig. 2).

pH v

» 'Y

mi de titulsnte ml de titulante

Figura 1. Figura 2.

Es posible predecir estss ocurvas de valoracién, conociendo ia
concentracién de la sustancia probless, del titulante y las
ecuaciones que dofinen la valoracidén al inicio, antes det punto de

equivaloncia, en el punto de squivalencia y después de éste.
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ESTANDARIZACION

En todos los métodos analiticos se requiere de un estSndar, con
base en @l cual seo realizan todos los cilculos, por lo que de su
adecuada preparacién dependeran en gran parte l(os resul tados. En el
cas0 de Iss titulaciones se utiliza como westiAndar una solucién
noraatlizada con un patrén primario, resultando asi una soluciédn
patrén secundario con @l que se efectia !a valoracién, de ahi 1a
importancia de hacer adecusdamente la normalizacién, la cual se guede
definir como una titulacién en donde se encuentra la concentracién de
una solucién o el titulo, expresado en términos de aiguna sustanpcia.
Esta se® realiza por titulaci6on de una cantidad conocida de una
sustancia |lamada patrén primario, y debe realizarse cuando menos por

triplicado.

Condiciones requeridaz para una normalizacidén.

Disponer de un patrén primario que debe satisfacer los

siguientes requisitos.

1.~ Debe tener alta pureza (el contenido total de impurezas no debe
sxceder de 0.0f a 0.02 %), para lograrlo es necesario gue Ia
sustancia sea ficil de obtensr, adoemis debe mantener su estado puro.
Este requisito no se sncuentra habitualmente en los hidratos ya que

es dificil eliminar completamente la humedad sin provocar una
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descomposiciaon, lo cuatl conduce a sustancias de composicidén
desconocida.

2.« La sustancia debe permanecer inalterada al! contactoc con el aire,
en e transcurso de la pesada, por tanto, no debe ser higroscdpico
ni debe reaccicnar con el oxigeno o con el didxido da carbono.

3.=- No debe reaccionar con el recipiente que io contiene.

4.~ Debe ger posible controlar i(as impurezas wmediante ansaycs
cualitativos o de otra naturaleza.

5.~ Debe tener una masa equivalente tan alta como sea posibie con el
fin que los errores de pesada sean deepreciables. (Para que el error
no sea mayor de O.! % se requiere pesar por lo menos 0.2 g cuanda ge
utiliza una balanza con sensibilidad de 0.1 mg.

6.~ Dabs disolverse facilmente en las condiciones que se va a
ut{lizar.

7.~ Deba aatisfacer todae |as condiciones para realizar una

valoracién, mencionadas anteriormente,

Ademas se deben de cumplir los siguientes requisitos:

~ La normalizacidn debe wesfectuarse por titulacidn directa. No se

recomienda utilizar titulacioness por retroceso, porque aumentan |as

posibilidades de error.

~ Debe efectuarse realizando por lo menos tres determinaciones que

deben coincidir con un error no mayor de 0.2 %,
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MEDIO NO ACUOSO

Desde hace muchos afNos s sabe que se pueden observar en
disolventes no acuosos fendmenos anilogos a las reaccliones aAcido-base
en agua, tales como |os cambios de color de 1o0s indicadores y
reacciones estequiométricas perfectamente definidas de soidos vy
bases. En 1912, Folin y Flanders valoraron 4&cidos en bencano,
cloroformo, y wmezclas de cloroformo-stancl, en 1927, Conanty Hall
dieron a conocer sus importantes investigaciones sBobre el

comporta

iento do las bases en #cido acético glacial, pero fue hasta
los aftios comprendidos mntre 1940 y 1850, cuando se iniciaron extensos
estudios pré&cticos y tadricos, sobro ! comportamiento Scido-base en

asdioc no acuoso.(l)

Estos estudios muestran que la wutilizacion de diferentes
disclventes ofrecen numerosas posibilidadaes, puesto que las
propiedades quimicas pusden verse modificadas cuando se cambia el

disoivente.(8)

Cuando se pasa de un disolvente a otro, no solamente pueden
cambiar las constantes de los ogquilibrios sino que también pueden
dejar de existir en ®! nuevo disolvente l!as especies quimicas gque
existian en el agua y wn su lugar pueden aparecer otras especies,

nuevos grados de oxidacién, Acidos, bases o complejos diferentes.(8)

Esto ofrece numerosas nuevas posibilidades y £stas a sU vez €e
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pueden multiplicar en gran numero utilizando mezcimse de disolventes,
en diferentes proporciones, haciendo variar asi de forma continua

las propiedades dol sistema.(6)

Casos on log que se recomnienda ewmplear el madio no acuozo.

1.= Cuando se requiere valorar un %cido o base con Ka o Kb < 10E-5,
ya que si se quisiera valorar este tipc de %cidos o bases en aguas,
no competirian de manera efectiva con ©l disolventes por el protén o
hidroxilo,{titulante) en términos pricticos no seria valorabile.

2.=- Para valorar sustsncias org&nicas débilmente &cidas o bésicas
insolubles o de solubilidad limitada en agua, pero que se disuslven-
facilmente en un disolvente orgénico adecuado.

3.= Para valorar mexcias de &cidos o bases gque en agua parecen tener
ia misma fuerza, como es e! caso do los Acidos: HCl0< ,H2S0¢, HCl y
HNOs, los cuales se les considera de |a misma fuerzs en agus, pero
al titularios won #Acido ascético glacial presentan fusrzas

di ferentes.

TIPOS Y CLASIFICACION DE LOS DISOLVENTES ENPLEADGCS EN HEDIO NO

ACUOSO.

Existen varias clasificaoiones, |a primera de eilas los agrupa

an disolventes disociables y no disociables.
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DISOLVENTES DISOCIABLES.

E! a@jemplo clisico as sl agua que se disocia de acuerdo can la

reaccidnt

Ha0 ——————b W + OH

Otros disolventes se disocisan de sanera similar. El etsno!

reacoiona para originar el ién etéxidos

CHLCH,0H P H® o CHatH,0

y ®! &cido acético giacial:

CHaCOOH ~—————5 W™« CHCo0™

En estos casoc wl protdn se encuentra solvatado por 1o que es
una espescie diferente sn oada disolvente.
Algunos disolventes se disocian sin producir el proteén

solvatado, ! anhidrido acético es uno de ellos:

CeHLCOY

*  CHLCOe - CHyCO
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DISOLVENTES NO DISOCIABLES.

Los éteres @ hidrocarburos son ejemplos de este grupo. En
real idad, incluso sstas sustancias pueden discciaree un grado minimo

perc tal disociacion no es detectable.

Otra clagiticacidn agrupa a los disolventes ent

1.= Protogeénicos.
@.= Protofiliocos,
3.= Antipréticos.

4.= Aprétioos o inertes.

1.~ Difsolventes Protogénicos: Originan un protén solvatade al
disvciarse, son conocidos por sus propiedades 3dcidas. Ejemplos:

s40ido acético, Acido sul farico, scido férmico.

2.= Disolvantes Protofilicos: Son ospaces de aceptar un protédn,
pusden ser disolventes disociables o no discciables, son conocidos
por sus propiedades basicas. Ejenplos: anhidrido acético, #ter,

piridina, amonisco liquido, butilamina, etilendiamina y cetonas.
3.= Disolventes Anfiproticos: cuando tienen propiedades Acidas ©

basicas. Ejenplos: aguUR ., metanol, etanol, etilenglicol L]

isopropanot .
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4.~ Disolventes apréticos o inertes: No tienen tendencia a dar o
aceptar protones, carecen de caricter 4acido o basico. EjJemploss

cloroformo, e hidrocarburos.

Ls dltima clasificacién los agrupa en disolventes molsculares

poco disociados y disolventes disociados.

-Disolventes moleculares poco disociados: tienan una constante
dieléctrica baja, menor a 20.
~Disolventes aocleculares disociantes: su constante dielectrica es

superior a 20.

EFECTO NIVELANTE Y DFERENCIADOR.

Son dos los factores que dictan el grndo.de protédlisis de un
#cido: Primeroc esta su fuerza intrinseca, wusto as, su tendencia
inherente a ceder protones. El otro factor es la basicidad del

disolvente, a8 decir su tendencia a ganar protones.

Por ejemplo, en un digolvente de basicidad alta, los &cidos con
fuerzas intrinsecas relativamente bajas, pueden |legar a ceder por
completo sus protones al discivente, y so comportan entonces coso
acidos fuertes a pesear de que no lo son, esto quiere decir que este
discivente ojerce un efecto nivelador para 1os &cidos, porque los
iguala en cuanto a sus fuerzas debido a la alta basicidad del

disolvante.
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Otro ejemplo de efecta nivelador sa tiene con los 4acidos
clorhidrico, sulfirico (primera disociacién}, nitrico y perclérico,
los cuales tienen la misma fuerza en agua, debido a que todos son lo
suficientemente fuertes para convertir cuantitativamente el agua en
H.o", el cual es @l &cide mas fuerte que puede existir en el agua,

por lo que se puade decir que el agua es un disolvente nivelador

para los &cidos minerales mencionados.

Se puede representar este efecto por medio de la siguiente

reaccidén.

Ha - g =—-=---- » SH e A  (Remccién cuantitmtiva),...i

Donde § representa al disolvente.

Pero cuando un &cido o una base no reaccionan cusantitativamente
con el disclvente, la reaccién se pusde representar de la siguliente

manerat

HA - S -~z==-b SH® + A (Reaccién no cuantitativa)...2

Aparantemente parece e mismo caso de la reaccien (1, la
diferencia esti en que en |a reaccitn (1) el wequilibrio esta
totalmente desplazado hacia los productos y en la reaccldén (2) el

aquilibrio no se desplaza totalmente haciam los productos.
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Como un elemplo de la reaccidn {2) se tiene al &cido acético en

agua.

Ahora, cuando s® tienen en agua, #£cido ciorhidrico y Acide
scético, é#stos presentan fuerzas diferentes, por 10 que se dice que

@l agua es un disolvente diferenciador para estos acidos.

Se puede aplicar este efecto para diferenciar a los 4Acgidos
minerales si se disuelven en una sustancia poco bdisica, como wi
fcido acétice glacial en donde por !a baja basicidad de éste se

presentan con fusrzas diferentes.

FACTORES QUE INFLUYEM EN LA ELECCION DEL DISOLVENTE.

1.~ Su mcidez o basicidad.
2.~ La constante de autoprotélisis o sutodisociacicn.

3.~ La constante dieldctrica.

t.= Acidez o bamicidad del disolvente.

Se establece como regla gens que un disclvente ocon

propiedades fuertements Acidas hace que un soluto muestre
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scter{sticas bisicas wmas notorias, asl Ia constante de
disociacidén para una base débil aicanza valores mas altos en estos

disolveantes que en el aguas, !a cus! presenta propiedades Acidas y

basicas mas débiles.

Un disolvente con propledades fuertemente biszicas ocasiona que

@l soluto presents caracteristicas &cidas mas marcadas.

Se puede dmoir entonces que cuanto mis f£o0ido o bisico es el
disolvente, més hacia la derecha esta desplazado el equilibrio y por

consiguiente es mas factible que ia reacciédn se lleve a cabo.
2. = Conmtante de autopraotélisiz o autodizociacién.

El grado de cuantitatividad de una remccién de titulacién &ecido
base @n ®! punto de equivalencia en un solvente anfiprético es
funcidén de la constante de autoprotélisis del disolvente, la cuml
indica el grado en el cual se disocia el disolvente; puede

representarse para un disolvente AB como: AB -- A++ B—,

La constante de autoprotélisis viens dada por:

Kauto = (A+)(B_) o pkauto = pA + pB

que en al caso del agua (AT )1=tH*) y (BTi=(OKT)

Kauto = § x 10 E~14 (pKauto= 14), &s por esto que \m escala de
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PH va de O & 14 { Fig. 3 ), asi para el etanot con un valor de Kauto=

8 x 10 E-20 (pKauto= 18.1) la e

ala de pH va de O a 18.1, (Fig. 4 )

ESCALA DE ESCALA DK
ACIDEY, KN ACIDEZ EN
=L AQUA. ETANOL.
“
10,
Figura 3. Figura 4.

Pars comprender la isportancia de esta diferencis de valores de
la Kauto se tiene que en agua, para pasar de un pA (es decir pH= 1
hasta un pB (pOH) = § o pH = 13, ha de atravesarss un margen de
scidez de 12 4rdenes de magnitud ya que pA + pB = ia, (Figura 5}. En
etanol sin embargo para pasar desde pA=1 hasta un pB=l se requiere un
intervalo de 17.1 Ordenes de acidez, (Figura 6). Esta diferencia se
refleja en que en etanol se dispone de un mayor intervalo para
valorar sustancias de fuerzas varisbles, adesis ia cuantitatividad
me jora ya que ®! salto de pH en el punto de equivalencia es mayor que

on el agua.
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pARaxpH pAxt

12 ORDENKE. 17.1 ORDENES
pE=s=pon
-
pR=g
o4
Figura 9. Figura 6.

La constante de autoprotdlisis tiens relacidn con el efecto
nivelador ya que si esta ss grande, ejercerf un wefecto nivelador
también grande sobre los solutos; por lo tanto en tal disolvente no
existe un campo amplio de fuerzas &cidas y basicas, en cambio cuando
se tiene una constante de autoprotédiisis pequefia ! efecto nivelador
disminuys a tal grado que se dice que el discivente tiens un efecto

diferenciador grande. (1)

3. - Constante dieléctrica.

lonizacién y disooimcién. La ionizacién es el proceso de

produccidn de iones y la disociacién es la separacién de especies. La

ecuacién general que repressnta estos procesos

-~ * A"9” » A° « @

La especie A* B se denomina par iénico.
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La constante dieléctrica (D) repraée’ntaf',:ll z:/ang.tdad: deiitrabalo -

requerido para separar, an el process . dedis ™

‘asg pa’i{tl ‘\.‘l“ﬂ‘ﬂ,' :

v ;}uada‘ cqlculirsa

Donde e @5 |Ia carga eléctrica, D.#s la constante dleléctrica, r

o8 la distancia entre los iones vy F es {a fuerza de atraceidn.

€n cualquier disolvente SH un sciute B *sin carga® y con

propiedades basicas reacciona de la siguienta manera:

. -

» BH' « §

8 . SH > BH's”

En tanto gQue un soluta HA sin carga can propiedades 2Acidas se

disocia segun:

-
HA - SH ———> SH.A

> SH," AT

Ambas reacciones requiaeren transferencia de cargs, ( etapa de

ionizaci®n) y la separacitdn de las particulas cargadas,l{etapa de
disociacidn. (31

En disolventes de elsvada constante dial%ctrica, las enlacas

idnicos se rompen totalmente y los pares 14nicos practicamente no

axisten, asto &5 lo que sucede en medio acuuso !Dagua=78.%) Tabla 1.
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Y de forma general en los disolventes de constante dimifatrica

superior a 40,

Tabla 1.

Constantes dimléctricas de los principales disolventes.

Disolvente. Constante dielécrica| Temperatura®c
N-matil tamida 178.9 30
Acido cianhidrico. 118.3 18
Formamida. 108.0 25
Acido sul farico. 101.0 25
Acido fluorhidrico. 83.8 o
Aguas 78.5 25
Acetamida fundida. 60.8 94
Acido férmico. 56.1 25
Hidracina. 51.7 25
Sul fé6xido de disetilo. 48.9 20
Tetrametilensul fona. 44.0 3o
Oxicloruro de selenio. a6.2 20
Glicerol,. 42.5 25
Etilenglicol. 37.7 25
Etanolamina. 37.7 25
Dimetil formamida. 36.7 25
Acetonitrilo. 36.2 25
Nitrometano, . 35.9 30
Tricloruro de amonio. 33.2 - 75
Metanol . 32.8 25
Etanot . 24.3 25
Amoniaco iiquido. 22.4 -33
Anhidrido acético. 22.1 20
Acetona. 20.7 25
n-Propanol . 20.1 25
Hetiletilostona 18.4 20
{sopropanot. 18.3 25
Iscbutanaol. 17.7 25
Metilcelosolve. 16.0 3o
Cloruro de acetilo. 15.9 20
Ciclohexanol . 15.0 25
Etilendiamina, 14.2 30
Anhidrido sul furoso. 14.1 20
Oxictoruro de fésforo. 13.9 20
Piridina. 12.3 25
1,2-Dicloro etano. 10.4 25
Sulfuro de hidrégeno. 10.2 -80
Cloruro de sultfurilo. 10.0 22
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Cuando ia constante dieléctrica es baja, los 4cidoas y ias basee
8@ {onizan pero sus cargas tienden a unirse formando pares ic¢nicos y

de ®stos s&lo une parte se disocia. (7)

Por todo lo antericr resulta evidente que 1a resccién de
disociacién de un soluto "sin carga® estmri m&s desplazads hacia Ia
derecha en un disolvente de constante dieldéctrica alta que en unc

que possa una constante baja.(3d)

Cuando el solutc es un 4cido o base débil rcargado®, 1la
situsci¢én es diferente, y para solutos de propiedades 4&cidas o

bAsions s® tisne respectivasente:

Aqui se tiene transferencia de cargas pero ninguna “ssgaraciGn
de ocargss”". En estas ocircunstancias ia sagnitud de la constante
dieléctrica tiene poco © ningdn efecto sobre la constante de

disociacién del soluto.

Debido & que del valor de ia constante dieléctrica dependeris en
gran parte ia disociacién, ésta influirA sobre el grado de
cuantitividad de !a reaccidén. Cuanto mayor sea wl valor de Ia
constante tanto mayor serhk el grado de cuantitatividad de la

reaccién en el punto de equivalencia. (3)
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ELECCION DEL DISOLVENTE.

Resuita gvidente que en Is a@lecciOn de un disolvente para una

titulacion dads, sin considerar la obvia ne

sidad de una situscién

de solubilidad operacional para el soluto, ses regirk por varios

factores, 108 mas importantes soni

1.~ Lws propiedades Hcidas o bAsicas del disolventw, es decir su
capacidad para donar o reaibir un prott¢m resulterin de importancia.
En ia titulacidén de un &cido débil, debe utilizarse da preferencia

un disolvente que poses propiedades basicas fuertes y visceversa.(3)

2.~ La sagnitud de la oconstante de autoprotélisis del disclvente
rasultars de importancia, de preferencia un valor bajo de dsta
favoreceris la posibilidad para determinar el punto de equivalencia

con razonable exactitud.{3)

3.- La constante dieléctrica del! disolvente influird sobre el grado
de cuantitatividad de la rescoién de titulacién. Cuanto mayor ses wl
valor de la constante tanto mayor serA el grado de cusntitatividad

en el punto de equivalencia. (3)

Ciaro que todss estas condicjones no pueden presantarse en el

caso mis <favorable, pero hay que tratar de cumplir 1a o las que

te

an una influencia mayor segin 1ia sustancis gue se vays a

titular.



TITUWLACION DE BASES.

DISOLVENTES. - Deben ser Acidos o neutros todos los que se
utilizen como medio para 1a valoracién de bases, esto favorecs a qua

®»! equilibric de !a reaccién se desplace hacia la derecha.

El Acido acético glacial es el disolvents mis espleado ya qus
practicamente no tiens basicidad. El snhidrido acético sirve para el
andlisis de bases =muy déblles tales coac amidas que no son
t&ciimente acetiladas. El dioxano se uti{liza msolo o mezclado con
Acido acético, también pusden emsplearse acetonitrilio, acetona,

isopropanol, y motilisobutil cetona.

Disolventes nsutros pusden ssr empleados, como el benceno,
cloroformo o mezclas de glicol~hidrocarburo las cuales son adecuadas
para sustancias dificilmente solubles, ya que por lo general! el

componenets hidroxilado es un buen disolvente.

TITULANTES.- En titulosetria en medio acucso, la seleocién de
uno de los Acidos mineraies como vaiorante es indiferente, y que en
®l agua los nivela hasta una misma fuerza. Psro en Acido acético
glacial u otro disolvente de los mencionados @l afecto diferenciador
ocasionn que los %foidos wminerales tengan fuerzas diferentes,
easocogiendose entonces al 2cido percldrico, el m&s fuerte de ellos
disuelto en Acido mcético glacial. Otros tituiantes utilizados son

el acido paratclusnsul féonico y el Acido fluorosul fénico.{1 }
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TITULACIONES EN ACIDO ACETICO GLACIAL.:

Por seor el disolvente mis e$p19a60isa requiere ﬁrofqndizar un
poco mas acerca de él. Por suﬁ pfop{e#aqﬁg marcadamente abidaﬁ lg;
bases débiles se@ lonizan complietamente,.  pero .por . su ccﬁstiﬁt;
dieléctrica baja  fofman- p;;agirléﬁlcésr que se “disegian’ - solo

parcialmente.

Las reacciones que se llevan a cabo cuando. se titula una base

en scido acético glacial son:

1.~ La base al disolverse en el disolvente reacciona con éste.
- - o

B-NH; + CHaCOOH ——=b  B-NHg 0-G-CHg

de manera que forma la base conjugada del acido acético f{acetata) en
cantidad equivalente a ia base por valorar, el acetato formado es ia
base mas fuerte que puede existir en este disolvente y es esta la

que reacciona con el titulante.
- - - -
B-NH;-0-C-CH; + HCIO, — B-NHy CI0, » CHaCOOH
formando el clorato correspondiente y acido acético glacial.

Muchas sustancias de inter®s farmac2utico son bases débiles vy

experimentan las reaccicones anteriores, pero otras s5e encuentran en



forma de sales de amina, que se pueden valorar como acidos en medias
acu0608, pero dado que ganeralmente )a poroién amino es la que tiene

interés, ésta es la parte que se ha de analizar.

La base al estar protonada no puecde ser titulada por un Acido,
para desprotonarla se empiea un método propuesto por Pifer y Wollish que
hace rasccionar 1a sal con un exceso de acetato mercurico¥ al cual libera
la asina para la valoracién .

» -

2R-MHaX + Hgaloacd ———> 2R-NH, < HgXs <+ 2HOAC

#® Practicamente indisociable en acido acético glacial.

Bases que e pueden titular en medic no acwoso.

= Aminas prisariss, secundarias, terciarias y aromaticas.
~ Haeteroclclos nitrogenados: Oxazoles, piridonas, quinolinas,
purinas, pirroles, indoles, carbazoles y alcalocides.

- Amidas en anhidrido acético.

-~ Sales de amonio sodio o potasio de Acidos carboxilicas.

— Sales de Acidos inorganicos: sulfato de sodio, bromurc de sodio,
cianuro de scdio, carbonato de sodio y bicarbonato de sodio.

~ Algunos aminodcidos por su baja solubllidad en Aacide Acetico

giacial, son cuantificados agregando una cantidad suficiente y en

excesc de Acido percldrico para reaccionar con el aminoicidao, el
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exceso es titulado por retroceso con acetato de potasio disuelto en
4clido acético glacial.

-~ Detarminacién de sustancias que no son intrinsscamente basicas,
genaraimente por convarsién a un derivado basico. El més utilizado
de estos procedimientos es el introducido por Pfizer y Wollish,
mencionado anteriormente.

- Beses de Schitf dei tipo ArCHelN-Ar y ArCHe=R, azocompuestos,
imidas, nitrilos, oximas, sulfonamidas, ureas y tioureas.

~ Sulfatos y Nitratos de aminas. ( Nitrato de Miconazol)

EFECTO DE LA PRESENCIA DEL AGUA.

Muchas aminas puedan ser tituladas en dcido acético conteniendo

ha,

a un 2 a 3 % de agua. Si una cantidad mayor de agua se encusntra
presente, el punto final no es bien definide y se obtisnen

resul tados inexactos.

En alcohol se prasenta un efecto similar, pero la tolerancia
puede ser un poco mis grande porque &ste s menos bAsSico que ®
agua.

Aunque muchas asminas pusden ser tituladas en presencia
de alguna cantidad de agus, |a determinacién adecuada de muchag

bases débiles requiere la menor cantidad de agua posible.

Se sabe que el titulante pusde introducir agua al sistema, en el
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caso del Acido perclérico se debe afiadir una cantidad suficiente de
anhidrido acéticeo y esperar un dia para que reaccione con e! agua
proveniente dei scido perclérico sl 70%, a pesar de ésto algo de agus
wsta presente durante la titulscién porque el 4acido acético grado
reactivo contiena de 0.2-0.5% de agua. Una técnica conveniente para
evitar la presencia dea agua es llavando a cabo la titulacién en un
disol vente conteniendo un excesc de anhidrido acético, una limitacién
de esta técnica es que sclo es aplicable para 1a determinacién de
aninas terciarias y algunas sales, las cuales debido s sus
propiedades basiocas no son destruidas por acetilacién., Se bha
demostrado que en ciertos casos !a acilaocién de aminas primarias y

sucundariag puede ser prevenida haciendo 1a titulacidn a o°c.

- -

Cuandc @l agua ests presents, prchablasents @l HaAC ClO, ws
P

convertido & Ha0 CiIO, @l cual es un #fcido considerablemente mis

débil, por 1o tanto la resccidn se vuelve menos cuantitativa.
La Figura 7 muestra el efecto de o adicidn de psquelias

oantidades de agua sobre el a&cido scético glacial y el nitrometano,

se observa que ocasiona una considarablie caida del potencial.
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Resul ta preferible ia tota! ausencia de agua para no aumentar

ia debilidad de la sustancia por titular.

TITULACION DE ACIDOS.

DISOLVENTES. = Deber&n solubilizar perfectasente al cospuesto gue
s va a titular y deberan tener propiedades marcadamente basicas o
neutras, la basicidad del disolvente hace aumentar el caricter scidoi
y los disclventes neutros son adecuados (para la valoracitn de

mezclas.
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La dimetilformamida, n-butilamina y piridina son disclventes
basicos que se esplean ampliamente, éstos absorben facilmente el COz
atmosférico por lo que hay que sellar el sistema y hacer un blanco

para !a correccién correspondiente.(i)

Otros disolventes wusados son: sl benceno, wsetancl, wetanol,
acetona, petiletilcetona, metilisobutilcetona, alcohol! terbutitlico,
isopropanol y smoniaco liquido, el cual tiens la dolv.‘ntnj- de tener

que eaplearse & tempeoraturas bajas. (7)

TITULANTES. - Debe ser una bases fuerte en un disolvente no acido
¥ ®stable a largo plazo. El metdxido de sodio en benceno y sn alaochol
metilico o el hidréxido de tetrabutil amonio, en benceno y alcohol
mwetilico o isopropanc! se emplean como titulantes. Los metédxidos de
sodio y potasio presentan las desventajas dae que forman precipitsdos
gelatinosos durante el curso de wuchas valoraciones y estos geles
pueden dificultar |a deteccidn de! punto final. ( El metdéxido de
1itio no forua estos geles ), ademss ol error alcalino¥ impide usar

@l electrodo de vidrio.(8)

Por otro lado las soluciones no sacucsas de hidréxido de
tatrabutil amonic u otros hidrédxidos cuaternarios de amonio
generalmente forman sales solubiss sn los disclventes que se
utilizan, adesis de que se pusden obtener curvas potenciométricas

muy exactas enmpleando los electrodos de vidrio y calomel.(8)
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Otro titulante es e! aminoetlxido de scdio que da buenaos
resul tados cuando el disolvents es una mazcia de

estilendisasina-etancl. (7)

# Efecto producido por 10s wmetales asicalinos oomo sodio y
potasioc los cuales al estar en grandes concantracionma acasionan que
@l wleactrodo de vidrioc los confunda con ios jones H" y entonces se
produce una disminucién en los valores de pH, impidiendo seguir Iia

titulacidén potenciosétricaments.

Las rsacciones que s& llevan a cabo son semejantes a las de

1as bases:
- Resccidn del acido con »l disolvente.
- -
HAc *  CCHzO,-N-CHO ———— { CHg! 2~NH-CH™O Ac

= Titulacién dw la dimetilformamida protonada, proveniente de la

resccién oon el Acido.
- - - - -
CCHy )3 NH-CH®O Ac - CHa-0 Na — CCHy Ja=N-CH"0 <+ AcNa
Acidos que se pueden titular en medioc no acuoso.
Fenoles, 2cldos carboxilicos, enocles, imidas, halogenuros de

Acidos, anhidridos, sulfonamidas, sales de saminas arom&ticas, Acidos
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sul fénicos, pirroles, ciertos P tos nitr d y diversos

conmpusstos que contienen azufre.

EFECTO DE LA TEMPERATURA Y COMO CORREGIRLO.

Unc de los inconvenientes de utilizar titulantes preparados en
disolventes no acuosos ss su alto valor de cosficiente de expansién
ctbica., Esto significa que con cambios de tesperatura ia normalidad
de s solucién valorante varia mAs ampliamente que 1o que lo hace

una disolucién acuosa.

Por aejempio el cosficiente de expansidn chbioa para
el &cido acético es de 1.07X10E-3/grado y para el agua es de
0.21X10-3, por tanto cabe considerar que una disoluciédn de 4cido
perclérico preparada en A&cido ac#tico glacial cambia un 0.1 % por
cada grado celsius que varie 1a temperatura, es por esto que no se
pusde despreciar este sfecto. Para corregirioco 1o que se hace es lo
sigutente: al normslizar el titulente se registra su tesperatura,
as!{ la concentrmoid¢n obtenida serd soloc valida pars ess temspsratura,
y siampre que se use esté sclucién se tomsrs su tesperatura y so
aplicara 1a siguiente correcciédn: + O0.000iN por omda grado de
descenso, (porque ! titulante se oontrae y por Jlo tanto se
concentra) y -0.0001N por ocada grado de aumento. (el titulante se

dilata y por consiguientes se diluye).
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DETECCION DEL PUNTO FINAL.

Al iguml que en medio acucso )os dos m2todos wis ampleadod aant

uti}izando indicadores y la determinscisn potencioadtrica.

Indicadores.- Es posible i uso de (ndicadores también en medio

no acuoso ya qus s» lleva & cabo uns neautralizacidn, pero debido a

quea iss caracteristicas wn ¢ste nedio son diferentes & las que =se

presentan ean e! agua =} nidsero de indicmdores es mis [imftado. Ei

indicador mas assquibie para la valoracisn de heses os ei orisia)

violeta o vioista de genciana, @) vicieta de metiic estrechaments

relacionada con ei antsrior, se comparta de aanara sisiltar. El

cesmbic de coior del cristal viciets &s pasando del! violeta {(oolor

basico), al azui, verde azuiado, verde, verde amariitiento y asarillo

{color Acido) Figura (&),

(.e_,u@s.c.on + »P= .@w@jco — @?Oc-@m&i

vioteta
& ® n ®
anl B ) B e (e ) 8y
% @ 2
amanlio
verde

Figura €.
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Muchae aminas pueden ser tituladae usando cualquiers de estos
indicadores, si se tomwa como punto final cuando el color vicleta
desaparece. Otros {ndicadores para la valoracidén de bases son el
rojo de metilo, anaranjado de metilo modificado, violeta de metilo y
1-naftolbenzeina., (5} La p-naftolbenzeina s uno de los indicadores
848 adecuados para las valoraciones en &cido acético glacial, el
camnbio de color es de asarillo en Ila forma basica, hasta e! verde en
Is fcida. Otro buen indicador b&sico es el rojo de quinaldinas, mas
fuerte que el anterior, el vire es de rosa en la forma basica a
incoloro en solucion solda. En la siguiente tabla de indicadorss ss

pusdan ver los n&s comunwe.

Tadbia de indicadores.

GlLO4
HCLO4, b

CONSTANTES DE ¥ ION PBE INDI ot
. ACIDO ACETICO OLAQGRAL.

Color y longitud de mAxima
Indicador. Conxtante de absorcidn.
forsacién. Forma Bésica Forma Acida.
Mo jo de etilo AXIO: Rojo,BO8 Incotoro.
CGristal violeta. o0 (Kfe) violeta,Bp0 Azul ,coss
Exg0_(XIZ) Axul,cen Amaril,ans
Sudan IIX 'nno: Amarillo,ntz Azul ,a18
®udan 1v BX10 Bojo,540 Azul , a8
Rojo de -
@uinaldina. 110 mojo.32D Tncoloro.
Verde de -
malaquita. 2xc0, Verde-aszul. Amariilo.
p-Maftolbenzeina. 1X30 Amarillo,«54 Verde, 623,
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Para ia valoracitén de &cidoa un busn indicador cuando se titula
®n benceno o en dimetil formamida, es @l azul de timol que vira de
amarillo a azui. El] vicleta azo(p-nitrobenceno—azoresorcina) se
euplea como indicador @n iss valoraciones de los 4acidos que son

denasindo débilms para dar el punto final con azu! de timol.

Es importante mencionar que la variacion de color
correspondiente al punto fina! dependerA de ia base en particular y
de! disolventw, por lo que es recosendabls para una sayor @xactitud
titular una muestra con indicador potenciométricamente, registrando
los colores durante ia valoracién y ewscogiendo @l color que marca el

punts de equivalencia deterainado potenciomsétricasente.
DETERMINACION POTENCIOMETRICA DEL PUNTO DE EQUIVALENCIA.

La potenciosetria se basa en |a determinacién de la fuerza
elactromotriz de una oelda quimica, El que ésta téonica pueda
aplicarse a una determinacion en particular, dopenders4 do @nhcontrar

los electrodos adecuados.

El sistema so compones de un potencilsetroc con un slectrodo de

nedida y uno de referencia.

ELECTRODOE DE REFERENCIA.

Para determinar potenciométricanents el punto final en una
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titulacién en medio no acucso, se usa al igual que en medio acuoso el
sisctrodo de calome! saturado con sclucién de cloruro de potasio.
Algunos autores recomisndan cambiar la solucidn acucsa de cloruro de

potasio por solucién saturada del mismo en astanocl.

Otros proponen el espleo de un puente salino que contenga un
disolvente no acuosc en ia parte que entra ean contacto con la
solucién probleaa para que @l potancial no varie con t{as propiedades
Acido-bésicss del agua. Otro electrodo de referenciz que se ha
sspleado para dste tipo de titulaciones es de plata-clorurc de plata
oon un puente salino de solucién satursda de cloruro de potasio en

dimetilsul téxido.

ELECTRODOS DE MEDIDA.

E) ‘@lectrodo de vidrio es ol wuss empleado debido a que
proporciona resultados satisfactorios tanto para Acidos como para
bases en una gran variedad de disclventes. Sin embargo, ocuando se
utitlizra ests wlwctrodo an disclventes no acuosos de cardcter muy
basico se tisnen errores muy grandesc debidoa a la falta de moléculas
de agua entrs las superficiec de la membrana de vidrio, las cusles
son extraidas por la acoidén deshidratante del disolvente, ademés al
titular con metéxidos se produce el error alcalino por lo que se
utilizan otros tipos de electrodos como pueden ser e! de oro, platino

o platino polarizado.
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DETERMINACION DEE PUNTO DE EQUIVALENCIA.

Métodos graificos y métodos na

Métodos grificos.~ estos se basan en ia curva que resulta ai

graficar pH o mV en funcidn del voiumen del titulante.

Nétodo de la biszeccidn. - Esta técnica representada sn la Figura

(9) susle aplicarss a curvas relativeasente simétricas, donde se

ocbtienen secciones sproximadasente rectas antes y después del punto

de equivalencia.

<+ of cOmo taagen ey Lines de 1a renura
o
a .t At ds inflexidn
- [ Linaa dal punto de inthexitn
 la ntavmecién con of efe dai
As Yolumen y perpendicular 8
dxa
F1%

/Volumn del punto da equivalencia

L
-
© oo 120

)
mi de titulants, vy

Figura 9.
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Método de las tangentes paralelas.- Se trazan dos tangentas
paraielas que toquen, cada una en un punto a la curva una antes del
punto de squivalencia y |1a otra después de! punto de equivalancia, y
a partir de estos puntos se mide Ia misma distancia en direccién al
centro de la curva, enseguidm s® unen estos dos puntos y el lugar
donde gruzan ia curva corresponde al punto de equivaiencia. Figura

(101,

(13
4
r Punta do nf
nta de inflexide
£ wh e -
L ——1& P e
. lham/
o ™~ Linew del punto de inflexida o lo
£an ol sie det veiu-
M o ¥ ls parpendicuier o e
S
V/ohmndllpnmho—grum;h
[ L E— L 1.
] ) [ ) ] T
il da tinime, Uy
Figura 10.

Nétodo de los Circulos.- Se trazan circulos cuyas ocurvaturas
correspondan & las sscciones inmediatamente anterior y posterior al
punto de squivalencia, tratando de que el circulo toqus el sayor
namerc de puntos de la curva, enseguids se unen con una recta los
centros de cade oirculo, y donde esta linea cruza |a curva, es el

punto de equivalencia. Figura (11).
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Clreulos cuyos radios s sus

180 3 la curve #n #5t0s punios

Cantro det cireulo

Cantro dal ciraulo

Lines de! punto de inflexibn o ls
fe—— inrmccibn con ol e del volu-
men y perpandiculer s bsm

Valumen del punto de squivalencia
5 1 1 : '
% w 0 ) 60 0
=l de ttulante, Vr
Figura 11.
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METODOS MATEMATICOS

METODO DE LA PRIMERA DERIVADA

Edemplo:
Con los datos de mililitros de titulante (Columna 1) y pPH o mV

{Columna 2}, obtener los siguientes valoreas:

Colummna 1 Columna 2 Columna 3 Columna 4 Coluwna 5 Columna ©

wml de Lit M -l PN -t PR/ ml
[3 18] P, PO IXL) 4.80 ———— ——— -
{XR) o, PS5 (X2} 4. 60 P. P25 o.8 .08 s. 0
(M2) 40,00 (XR) ?.00 o. 070 2. 4 ©. 00 <. 8
40.083 9. 40 40, 08D R. 4 .08 “.®
0. 10 ©e. 70 10, 078 o.8 o, 08 g. 0
10. 20 10. 00 40, £ B3O o. 8 o, 08 a.Q

1.~ QObtensr los wmilfli{tros promedio, (mi, oolumna 3), dae 1Ia
siguiente manera: X1 ¢+ xz de la columna 1 entre 2, x2 + x»
sntre 2, etec.

2.~ Obtener e! valor del incremento en pH, ( pm, columna 4}, de los
datos de |a columna 2 restando x:-xs, Xs-xz, etc.

3.~ Obtener e! incrementc en mililitros, { mi, columna 5), restando
de |a coluzna 1, xa—-Xt, xs-x=z, etc.

piomt, (columna 68), dividiendo ios valores de ia
columna 4 entre los de ia columna S.

5.— Graficar pmswl, {columnm 8), gontra mi, (columna 3), unir los
puntos de la grafica, prolongar si es necesario. El punto donde
s® unan corresponde al voiumen de titulante en =) punto de
esquiivalencia.

pRomL
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METODO DE LA SEGUNDA DERIVADA

Ejemplo:

A partir de loe datos de 1a primera derivada, (columnas 3,4 y

5) me obtener los siguintes valores.

Colum 3 Colum 4 Colum 3 Colum 7 Colum 8 Colum 9 Colum 10

= o ~t =% pu® m® put, m?
{8 P, 028 (X1) O. 8 Q.08 ——-- ———— -
(% ¢ 3] . 078 (RX) 2.4 0. 08 >. 03 2.8 °-° 2.1
(M8) 410,028 (XD} R. 4 .08 10. 00 .0 .0 o. 0
10. 078 o. 8 - Y- 1.1 40. 08 -R. g 0.0 -2. 4
10, £ B0 0.8 2,08 40, £ 4 0.0 o.0 0.0

Obtener sl promedic de los mililitros promedio, (wl, columna 7},
de la siguiento manera:t x:1 + xz de la columna 3 entre 2, xz + xa
entre 2, etc.

Obtener el incrusento de los incrementas de pH, pll. columna
8), de l|os datos de la columna 4 restando x2- Xu&, s xz, eto.

Obtener sl incremento de los incromentos de mililitros, { ml'.
columna 9), de la coluana 5, restando xz-xi1, Xa—xz, etc.

Obtener e} p-‘/ nl.. (columna 10}, dividiendo los valores de

columna 8 entre los deo ia 9, s{ los valores de la columna H =son
diferentes a cero, si iguales a cero la coumna 10 sars igual a

la columna 8.

Graticar el p-'/ m\:, {columna 9}, contra wi, (coluana 7y, el
punto de la gratica donde cruza con @i aje X, corresponda al
punto de equivalencia.

on®, m?
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VALIDACION DE METODOS ANALITICOS.

En todo laboratorio farmacéutfico es necesario contar con métodos
ansliticos adecuados para cuantificara los diferentes principios
activos, tanto durante el desarrollo de una nueva formulacidn como en
la fabricacidén del! producto. Es indispensable que o)l método analiticoe
sea confiable para garantizar que el medicamento |leve realmente ia
cantidad correcta de f&rmaco, ya que de esto, ademss de otros

aspectos de [a formulacién, dependers que el paciente se cure o no.

Por esta razédn es necesario demostrar 1a efectividad y
confiabilidad de las técnicas analiticas. Para cubrir esta
necesidad s requiere llevar a oabo la "Validacién de metodos
analiticos®, que pusde definirse como el proceso por el cual queda
establecido después del ‘tratamiento sstadistico de una serie de
experisngias de laboratorio, que ! método amnalitico ws confiable
pars cuantificar una sustancia, por cuaiquier quisicoc en cualquier

momento.

El tratamiento estadistico consiste en obtener una serie de
pardastros y compararios contra un criterio estabiecido, si el método
cusmple ocon el criteric s considerm que ha quedado validada,

considerandoio confiable.

Durante la validacién se trabaja inicialmente con el principio

activo, para determinar si el wmétodo lo detecta adecuadasente,
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enseguida se® cuantifica el principio activo en placebos adicionados,
para saber 8l los excipientes interfieren, y finalmente se analiza
al producto terminado, en donde se evaltta si el procedimiento de
manufactura afecta a la formulacidn, de manera que evite cuantificar

el principlo activo.

El criterio de aceptacién dependers de |a complejidad de!
método analitico y de la forma farmacéutica, ya que no es o aismo
trabajar con tabletas, que con cremas en donde se presenta mayor
dificultad en el anslisis, debido a que en ocasiones el principio

activo es soluble en los mismos disolventes que los excipientaes.

La vaiidacién s un cGmulo de experimentos sucesivosr con e) fin

de establecer que tan variable y exacto es el wmétodo.

La validacién es enfoca s conccer el error de los métodos
anaiiticos y si ese error es menor que el establecido, se considera

validado.
Actualmente la validacién del método analitico es una parte

integral de! desarrcllo de un medicamento por lo que no es posible

considerarlos por separado.
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OEFINICIONES DE TERMINOS RELACIONADOS CON VALIDACION

LINEARIDAD. - La linearidad de un sistema o método analitico es
su habilidad pars asegurar que los resultados analiticos, los cuales
pusden ser obtenidos directamente o por msedio de una transforaacién
matematicoa bien detinida, son proporcionales s 1s concentracidn de la

sustancia dentro de un intervalo determinado.

INTERVALO.~ Concentraciones ocosprendidas entre los niveles
superior @ inferior de la sustancis (incluyendo estos niveles), en el
ousl se ha demostrado que el método descrito os preciso, exaoto y

lineal.

EXACTITUD. - Concordancis entre un valor obtenido experimen-
talmente y e! valor de referencia. Se expresa oomo el porciento de
recobro obtenido del anilisis de muestras a las que se les ha

adicionado cantidades conocidas de sustancia.

PRECISION.~ Gredo de concordancia antre resultados anaifticos
individuales ocuandoc el procedimiento se apliica repetidamente a

diferentes muestreocs de una

stra homogenea de producto. Usu

mente
86 expresa an términos de desviacién estindar o ococeficiente de
variscién. La precisién es una medida del grado de reproducibilidad
y/o raepstibilidad del método anaiitico bajo Isse condiciones de

operacion.
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REPETIBILIDAD. ~ Es la precisién de un método mnalitice expresada
como la concordancia entre determinaciones independientes realizadas
bajo las mismas condiciones (analista, tiempo, aparato, laboratorio

etc).

REPRODUCIBILIDAD.- Es 1la precisién de un aétodo analitico
expresada como la concordancia entre determinaciones independientes
real{zadas bajo condiciones diferentes (diferentes analistas, en
diferentes dias en el mismo y/c en diferentes laboratorios,

utilizando el mismo y/o diferentes equipos.

LIMITE DE DETECCION.~ Es Ia minima concentracién de Ia

sustancia en una m

stra la cual puede ser detectamda, pero no
necesariasente cuantificada, bajo las condiciones de operacidén

establecidas.

LIMITE DE CUANTIFICACION.- Ex |a menor concentracién de una
musstra que puede ser determinada con precisién y exactitud

aceptables bajo las condiciones de operacidn establecidas.
ESPECIFICIDAD.- Es !a habilidad del wmétodo analitica para
obtener una respuesta debida Gnicamente a |a gustancia de interés y
no a otros componentes de la muestra.
TOLERANCIA. - Es @l grado de reproducibilidad de los resultados

analiticos obtenidos por el an&lisie de 1a misma muestra baljo
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mod{ficaciones de las condiciones normales de oparacién. tales como
di ferentes temperaturas, !otes de reactivos, columnas, sistemas de
elucién, modificacian de las diluciones, tipos de empaque (soporte,

tase estacionaria, etc.), condicicnes ambienta

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA.- Es !a propiedad de una nuestra
preparada para su ocuantificacidn, de consarvar su integridad
fisicoquimica y ia concentracién de la sustancia de jnterés, después
t.

do almacenarse durante un tismpo de minado bajo condiciones

espmcificas.

PASOS PARA LLEVAR A CABO LA VALIDACION DE UN METODO ANALITICO
1.= Hacer una revisién bibliografica exhaustiva, acerca de las
propledades de ia sustancia vy los n#todos reportados para

cuantificaria. Esto permitira ahorrar tiempo y trabajo.

2.~ Definir el criterio de aceptacién con base en el tipo de método

y forma farsacéutioa.

3.~ Daterminar s{ se cuenta con el squipo y reactivos necesarios.

4.~ Capacitar al personal.

%.- Hacer estudios preliminares para determinar el mé¢todo con mis

es



posibilidades de 4xito, asi como las posibles fuentes de error.

Es indispensable llevar un registro aexperimental de s#todax
prusba axperimsntal quo‘ se rsatice, adn |as que no proporcionen
resul tados adecuados. Este registro debe llevarse de tal assnera que
cualquier persona capacitada, pueda conocer con mxactitud los avances

del experimento en cusliquier momento.

6.~ Validacién: llevar a cabo las determinaciones n

la validacién siguiendo el siguiente orden:

6.1.~ Prusbas para conocer la respuesta de! sistems utilizado,
se trabajs con estandares de concentracién conocida. (Linearidad y
precisidén del sistema.)

@8.2.- Pruebas con el placebo adicionado de diferentes cantidades
de estandar. (Linearidad y exactitud del método). Especificidad con

el placebo tUnjicamente.

6.3.~ Prusbas para @l producto tersinado.(precisidn del método,
expresada como repetibilidad y reproducibilided, estabilidad de la

muestra y tolerancia del método).

Notas:
Es necesario evaluar estadisticamente cada uno de |os pasos ©
experimentos inmediatamente para conccer si cusple o no con el

eriterio establecido antes de pasar a otra prumba. Esto tiens por
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objeto determinar desde un principio y paso & paso s! wml método
cusple © no con el propésito para el cual esta siendo desarroliado y

evitar gasto de tiempo y trabajo innecesario.

Todas las de

rainaciones necesarias para !a validacidn del
aétodo dehen ser realizadas por una sols persona con excepcién de la
reproducibilidad en donde se regquiere m4&s de una persona.

Los resultados parciales o finales de la validaciédn pueden

dar cowo conclusién que:

1.= El m#todo es confiable y por consiguiente se oconsidera

val idado.

2.=- Requiere modificaciones y una vez !levadas a cabo, iniciar

o completar ia validacién.

3.- Eil método no es confiable para cuantificar a |a sustancia
problema entonces es necesario desarrclliar una nueva técnica e

iniciar 1a validacién.
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PARAMETROS A DETERMINAR

Linearidad del sistema.~ Es |a relacién que so establece
mediante una recta, entre uns propiedad quimica o biolégica con Ia
cantidad de fThrmaco, en el caso de un método analitico aes 1la
rolacién entre 1a cantidad adicionada y la respussta del aparatc o
equipo.

Se determina construyendo una curva de calibracidn,(cantidad

adicionada oontra respuesta obtenida), de una =

ma soluclén patrén
utilizando cuando =menos cince diluciones correspondientes a cinco
conoentraciones, dos arriba del 100 % y dos abajo, usualments 60 X,
80 %, 100 %, 120 %, 140 %, haciendo el anAlisis por duplicado para
cada difucion,

Criterio de saceptacidn
c.V. < 1.8 %
r 2 0.00 r* > o.08

Nota: Para métodos miorobiolégicos r > 0.68

Precisiéon del sigtenma, ~ Se determina anal {zando por
sextuplicado una wisma solucidn sstindar correspondisnte al 100 %

establecido en la linearidad del sistema.
Criterio de aceptacion:

cv. ¢ 1.Bx

Nota: Para wétodos microbioclégicos C.V. < 3 X
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Linearidad del metodo.- Se getermina a partir de placebos
adicionados con |a sustancia de interés, oada uno de oanera
independiesnte, utizando un minimo de tres concentraciones incluyendo

@l 100 % haciendo el analisis por triplicado para cada dilucidén.

El objetivo de esta detersinacidén ws conocer al intervaloc de
concentracidnes sn el cual la respussta @s lineal, en este intervalo
ios excipientes no deben presentar ninguna interferencia para Ia
ocuantificacién del principio mctivo,

Se gratfica cantidad adicionada contra cantidad recuperada.

Criterio de aceptacién:
Cantidad adicionada ve cantidad recuperada.
me b=o r* > o.08
Los por cisntos recuperados y los C.V. & cada nivel y el global

de todo @l intervalo de |a linearidad deben estar de aocuerdo = |a

Tabla 1.

‘Tabla 1

PROMEDIO DE RECOBRO C. V.
METODO:
CROMATOGRAF1ICOS o8 - 102 % < 2%
TITRINKTRICOS o8 ~ 102 X% < 2x
QUIMICOS Y o7 - 103 X < 3%
ESFECTROFOTOME -
TRICOS
MICROBLOLOGICOS @5 - 105 % < sx

[.1:]



Nota: Para suspensiones y semisdlidos se acepta una ampliacidn del
1 % en e! intervalo exprasado en el promedio de recobro y el
C.Vv. € 3% .

Exactitud y repetibilidad al 100 X .~ Se de

mins anali{zando
ocuando menos 8 placebos cargados con el 100 % de la sustancia de

interds menera independient® en las mi

s condiciones de operacién.
Esta prusba denuestra que wl método analitico es confiable
cuande lo efectaa an varias ocasiones un mismo analista an ias aismas

condiciones de operacién.

Criteric de aceptactiém

E!l por ciento recuperado y el C.V. deberan de estar de acuesrdo a

la Tabla 1.

Precizién CReproducibilidad).~ Indica cuando se cuaple con el
criterio, que el método proporciona resultados confiables utilizando
al efectuarse por distintos analistas y haciendo jas determinaciones

en dias, squipos o laboratorios diferentes.

Se debe llevar a cabo con una muestra hosoge

a del producto
terminado cercana al 100%, esta muestra se analira cuando menos por

dos analistas, en dos dias diferontes y por triplicado cada muestra.
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En esta prueba adest&s de! efecto que pusden tener al trabajar
con analistas, squipos, laboratorios o dias diferentes se evalde el
efscto que tiene e! procedimiento de wmanufactura de Ia forma
farmacéutica sobre la formulacién, pars ta cuantificacidén del

principio activo.

Es importante que 1a musstra se homogenice y se conserve
adecuadaments, para esvitar tener resultados erronwos debidos a estos
factores.

Criterio de aceptacidn:
El C.V. dabers estar de acuerdo a la tabla 1.

Extabilidad de la woestra.~ Esta prusba es muy {sportante,yas
que muchas veces es necesario suspender un anklisis por diversas
razones  para continuario después. El objetivo es conocer las
condiciones y tiempo durante ias ousles |a muestra mantiene sus

oaractertstioas originales.

Se detarmina analizando wsusstras almacenadss a diferentss
condiciones, como puwden ser temperatura ambiente, refrigeracién
protegidos de la luz etc., durante diferentes tiempos. para después
reanalizar las wmuostra bajo las mismas condiciones de operscidn,
comparando los resultados con @l analisis inicial.

Nota: Esta prueba se hace con la muestra lists pars leer,

inysotar o titular.



Criterioc de aceptaciédn. -

La musstra es estabie si el Intervalo de Confianza para la
diferancia de la media de la musstra con respecto & 1la media del
anslisis inicial incluye el valor de cero y/o la magnitud del sfecto

no excede los siguientss porcentajest

Cromatograficos b4

Titrimétricos r2%
Quimicos y espsctrofotométricos + 3%
Microbiolédgicos + 5%

Tolerancia del sistema.- En osta prusba se varian ligerasente
ias condiciones del método analltico como son: cambios de pH,
composicién de ia fase mévil, columnas, reactivos, temperaturae etc.
y se determinar si existen diferencias aen los resultsdos con

respecto al anAlisis realixado en condiciones normales de operacién.

Criterioc de aceptacions C.V, ¢ 3 %
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FUENTES DE ERROR

Reactivos contaminados, mal preparados, mal noraslizados
caducos,
Material sucio, contaminado o roto.

Equipo @ instrumentos: descalibrados o mal ma

Jados.

Factores ambientales: condiciones extremas de temperatura y/o

humedad.

Ev-pornclén’d- solventes.

Alteracién del principio activo por cambios de valores de pH.
Manejo inadecuado de la muestra.

FPersonal t No capacitado o sal capacitado.

Método: Los errores detersinados cuando no se detectan,

escribir sin e) suficients detalle.
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DESARROLLD ¥
VALIDACTIUON DEL

METODD ANALITTITCDO
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DESARROLLO DEL METODO.

Como se manciond en la introduccién, el propésito de éste
trabajo fué desarrollar un método que presente ventajas socbre los ya
reportados, !os cuales constan de un gran ndeero de pasos ademis de

carecer de reproducibil idad con Ia formulacion empleada.

Por ser e! nitrato de miconaxol una sal de amina con cardcter
basico débil y bajs solubilidad en agua se contempld la posibilidad
de tituiario en medio no acuoso, (acido acético glacial), con &cido
perclérico como en el caso del anslisis de materia primes; esto solo
seria posible oi se lograra extraer cuantitativamente de la crema sin
que la cantidad de aexcipientes arrastrados interfieran en Ia

titulacion.

Antes de desarroliar el sistens de extraccién se remlizéd ia
linearidad de! sistema para determinar dentro de que {intervaio de
cantidades 1a respuests, (ml de HC104 gastados), era lineatl,
resul tando un intervalo entre 120 y 240 mg de nitrato de siconazol.
Este experimento ee hizo disclviendo el nitrato de miconazol en 75 ml
de &cido acético glacial y tituiando con solucién 0.05 N de &scido
perclérico; se justifica e] empleo de estm concentracisén ya que an
ol centro del intervalo encontrado corresponde a un volumen de 8
m! @l cual constituye ! 80 % de !a capacidad de una bureta de 10 ml
10 cual @s muy recomendable para minisizar errores debidos a 1a

lectura en 1os métodos titulométricos.
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Después de este experimento se realizd |s presicién del! siastema

Ia cua! se hizo titulando 200 mg de nitrato de micenazol obteniendo
un volumen de titulante entre 8 y 9 ml y un coeficiente de variacidn

{gual a 0,37 %,

En seguida s® procedid a desarrollar un sistema para extraer de

la crema 200 mg de nitrato de miconazol.
= Dexarrollo del sistema de extraccion.

Cantidad de creas: 10 g (equivalentes a 200 mg de nitrato de

wiconmzol}.

pka 1 6.7

pH de la crema: entrm 3 y 4

A pesar de ser una sal e! nitrato de miconazol no es soluble en

agua debido a su estructura de carscter no polar (Fig. 14)

108,

l ~CHz— —o—cn2-®-c,

<l

Figura 14.
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Ya que @l pH de la crema esti entre 3 y 4 mas del 99.9 % del

nitrato de miconazol se encuentra en forma de sal.

Por los valorse reportados de solubilidad de nitrato de
miconazol en cloroformo y por ser wiAs denso que 8l agua so decidid
probar con este solvents. Para determi{inar el volumen de extraccién Y

®] ndmero de extracciones se realizéd el siguiente experimento.

Técnica.

Colocar en un smbudo de separacidn de 125 ml un volumen de 35
ml de agua, adicionar la canti{dad de nitrato de miconazol! indicada
en |a Tabla i, agregar 30 m! de cloroformo, agitar durante 3 minutos,
recibir la fase inferior en un matraz erlenmeyer de 125 ml, evaporar
@®n bafic maria casi a asequedad, reconstituir con 75 =m! de 4&cido
acético glacial, agregar 3 gotas de cristal violeta y titular con
solucidén 0.05 N de Acido percldérico hasta aparicidn de un color verde

esseraida.

TABLA 1
mg adicionados mg recuperados % de recuperacion.
200.0 187.4 93.70
200.2 185.0 92.90
200.1 186.8 83.36
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% remsanente = 100 - 93.32 = 6.68
Esto indica que e! por ciento recuperado con una extraccién es
bastante wlevado m&s no lo suficiente para emplear una sola
extraccidn. TedSricamente para 2 y 3 extracciones se tendrian los por

clentos de extraccidén de la Tabla 2.

TABLA 2
WRERO DE X EXTRAIDO % NO EXTRAIDO
BXTRACCI OMES

1 93. 32 8.68

2 ©0.55 0.45

3 . ou. 07 . ©0.03

Como sw cobserva en Im Tabla 2, son necesarias 3 extracoiones
para tener un sistema cumntitativo, para corroborar que esto
realmente sucede se extrajo una cantidad (200 mg!} suspendidos en agua
con tres porciones de 30ml obteniendoss un por claento de recuparacisn

del 99.93 % lo cual confirma lo que marca la Tabla 2.
El" siguiente experimento sm efectud para determinar si el

nitrato de miconazol podria ser extraido cuantitativamente en

presencia de los excipientss. Para |o cual se titularon placebos
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ESTA TESIS MO DEBE
SAUR OF LA DIBLICTECA

adicionados con 200 mg dae nitrato de miconazol obteniéndose
porcientos de recuperacidn que van desde 98.5 a 100.75 % con base an
esto ge considerd al método adecuado para proceder a optimizario y

val idarlo.

Durante ia validacién - hicieron las siguientes

modificaciones:

~ La crems s¢ pesk por diferencia en una jeringa de 10 ml lo cusal
faciliita su transferencia al embudo de separacidén sin pérdida

alguna.

- Se calientan los 35 m! de agua entre 60 y 70 Cc® sa depositan en el
embudo donde s recibiri la crema, esto para svitar que porciones de
crema pudieran quedar ocluidas mn 1a parte mis angosta del embudo y
favorecer con @sto la fusién de |la crems para su posterior
extraccién, ademss se agita durante un minuto con @] agua antes de

ser extraido.

- La evaporacién de Jjos extractos cloroférmicos se lleva hasta que
quedan entre 2 y 3 ml de cloroformo., debido de que al svaporar &
sequedad se Tforma una pasta que tarda mucho en disclverse en el

Acido acético glacial.

~ Se mide la temperatura del titulante para corregir la varjacion

que tlene la concentracidn por la dilatacidn o contraccit¢n de la
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solucidn .

El método que se validd incluye dos maneras de detersinar el

punto final: potenciométricamente y usando un indicador visual.
El método optimizado que se validd fue el siguiente:

Vaciar el contanido de 2 tubos en un vasc de precipitados
howogenizar (s musstra, llenar con la crema una jeringa de 10 =l a su
mi&xima capacidad, pesar por diferencia el equivalente a 200 mg de
nitrato de miconazol (10g) y transferir a un embudo de separacidn con
35 ml de agua destilada a una temperatura entre 60 y 70 °C , agitar
durante L minuto. Extraer el nitrato de ®iconazol con 3 porciones de
30 mi de clorotormo, agitar 3 ainutos en cada extraccidén, recibir los
extractos ciorofdrsicos en un matraz erlenceysr si ®! punto final se
detersinari usando indicador o en un vaso de precipitados si se usara
un método potenciocaétrico.

Evaporar los extractos cloroférmicos hasta que queden
aproximadasente 2 wml, reaonstituir con 75 ml de &ctido acético
glacial, agregar tres gotas de coristal violeta o introducir ei
wloctrodo combinado (vidrio y calomel), titular con solucién 0.05 N
de #oido perclérico & Ila cual se le detarmind previamente Ia
temperatura, hasta aparicién de un color verde esmeralds o registrar
loa potenciales a lo largo de ta titulacidn y determinar el punto
final graficamente o usando un método matemaAtico.

Hacer la detarminacién de un blanco para hacer la corraccién
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correspondiente.

= Preparacién de la solucidon de icido perclérico 0.03 N.

Mezaolar 4.25 wmi de Acido perclérico comercial (70-72 %)} con
500 ml de #cido acético glacial, adicionar 10.5 ml de anhidrido
acético, eanfriar y adicionar Acido acético glacial! para hacer un
litro. Dejar reposar 24 h 1a solucién para que et anhidrido aocético

reaccione con el agua pressente.

- Mormalizacién de 1la soluciédn de &cido perclérico 0.08 N.

Pesar ocon exactitud alrededor de 200 sg de biftalato de
potasio previamente sscado a 120°C por 2 horas, disolver an 75 =m) de
soido acético glacial, adicionar tres gotas de cristal viclieta y
titular con la solucién de 4cido percléricoc hasta que al color
cambis a verde esmeralda. Hacer tres determinaciones y obtener wl
prossdio. Registrar la temperatura de! titulante y hacer Ia

deturminacion de un blanco para la correccidn correspondiente.

Calculoat

masa de biftalato ¢tmg)
N

Vol de La wmuestra— vol del blancolml X Peq bift,

NeIZ N _ roq bift.= 204.2 mgsmaq

n
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= Correccién de la normalidad por efecto de la temperatura.

En a! caso qua !a tesperatura sea diferente a la temperatura de

norsalizacién restar 0.0001 par cada grado de ascenso, y sumar 0.0001

por cada grado de de la atura.
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VALIDACION DEL. METODO ANALITICO PARA LA DETERMINACION DE NITRATO
DE MICONAZOL. EN CREMA.
EMPLEANDO INDICADOR (CRISTAL VIOLETAY Y UN METODO
POTENCIOMETRICO.

LOos parsmsetros que se evaluaron pars validar el aétodo fueron

los siguientes:

= Linearidad del sistema.

-~ Precizion del sistema.

- Linearjidad del méilodo.

« Precisidn: Repetibilidad.Cexactitud al 100X y
Repcoducibilidad.

- Empecificidad.

Se determind hacisndo una curva de calibracién de diferentes
oantidades del farmaco vs volumen de tituiante, espleando muestras
pesadas independientemente, utilizande cinco cantidasdes disueltas en
acido acético glacial y tituladas con solucién 0.05 N DE HClOs,

haciendo el anslisis por duplicado.
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LINEARIDAD OEL SISTEMA

CANTIDAD DE | ml de HCLO,] =l de HCIO,| F Cml/mgd F Cmlomgd
Ni*no, Cmg> | cxxmicanomy | crovENC.> cINDD CPOTEND
110.0 4.73 4.70 0.039715710 | 0.03u2u7058
110.0 4.€0 477 0.040033201 ] 0.030783182
150.2 6.42 6.28 0.0 13 | o. 4
150.9 0.47 8.51 ©.040462780 | 0.040712045
180.2 7-30 7.13 0.040510543 | 0.030507147
180.9 7.28 7.28 0.040166204 | 0.040221606
200. 4 8.06 7.99 0.040100650 | o.o03a70250
200.6 8.03 8.00 0.040120011 | o.03pBBO3%S
240.1 .75 9.0¢ 0.040606070 | 0.040140037
240.3 .08 Q.64 0.040124740 } 0.0400831680
'
RESULTADOS
PARAMETRO _— CRITERIO
IMDICADOR | POTENCIOMETRICO
COEF ICLENTE DE
DETERMINACION (rB)} 0.0002 0.008 2 0.08
COEFICIENTE DE
VARIACION CC.V.) 0.0500 X 0.9018 X < 1.5 %

=13




LINEARIDAD DEL SISTEMA

NITRATO DE MICONAZOL (INDICADOR)

ml de HCIO4
12

10
8l— /

6 V _ /

_— r2=09992

1} 60 100 160 200 260
mg Nitrato de Miconazol

LINEARIDAD DEL SISTEMA

NITRATO DE MICONAZOL. (POTENCIOMETRICO)

mi do HCIO4
10

/
8 - =
8 ps — s )/

" 2 = 0.9980
P S S~ g
2 o -~
/ . 2 ot ]

(jO R " 80 100 160 200 260

mg Nitreto de Miconazol
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PRECISION DEL SISTEMA

Se determind analizando por sextuplicado muestras de
prineipio msctivo pesadas independisntemente correspondientes al

100%.

VOLUMEN Cml) PORCENTAJE DE VOLUMER (ml) PORCENTAJE DE
INDICADOR RECUPERACION POTENCIOMETRICO RECUPERACION
8.18 100.18 8.18 100. 08
8.18 100.03 8.16 100. 00
8.23 100.70 .21 100.71
8.18 100. 06 8.16 100.01
2. 29 100, 5O a.a7 100,951
a. 23 100. 68 a.21 100.83
PARAME TRO RESULTADOS CRITERIO
COEFI1Ct ENTE DE INDICADOR POTENCIOMKETRICO cv. £ 1.5 x
VARIACION (c.v.)] ©0.37 % Q.40 X

LINEARIDAD DEL METODO

Se afectud analizando placebos cargados indepandisntemsnte, a
tres difersntes concentraciones incluyendoc el 100% y haciendo el

andlisis por triplicado.
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LINEARIDAD DEL METODO

x CANTIDAD CANTIDAD CANTIDAD POR CIENTO |POR CIENTO
ADICIONADA | RECUPERADA RECUPERADA RECUPERADO {RECUPERADO
¢mg) ¢« xNDIcADOR) | (rorNcIomET) | (INDICADORI] ¢ POTENCIOM)
170.8 171.5 171.5 100. 60 100.29
as 1609.8 168.0 187.6 8. 06 8. 70
170.1 168.7.5 168.5 o9.10 04. 06
201.4 a02.2 201.7 100.30 100.15
100 201.5 202.0. 201.7 100. 069 100.10
198.7 100. 4 198.7 100.3% 100. 00
243.1 cd42.2 241.7 90, 83 0. 42
120 234.0 234.3 233.86 100.13 Q.83
243.0 243.0 242.06 100.2%3 9. 63
RESLA.TADOS
A) Cantidad adicionada VS Cantidad recuperada.

PARAMETRO INDICADOR POTENCIOMETRICO CRITERIO
Pendiente Cmd 1.006% 1.0047 m e 1
Intercepto Ch) -1.0608 -1.57 b =0
Coef. de Cr™> 0. goen 0. 9988 r* > o.08
determinacién
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a2

Con respecto al par ciento ri

ecuperado.

PARAMETRO IMDICADOR | POTENCIOMETRICO CRITERLO
Promedic X
recuparado Cx) 100.02 oo. 71 88 - 102 %
C. V. GLOBAL o.62 0.%4 cex
NIVEL c.V. c.v. Criterio
¢ INDL k4
es x 0.35 % 0.84 X
100 % 0.15 % 0.08 % ¢ 2%
120 % 0.33 % 0.24 %
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LINEARIDAD DEL METODO

NITRATO DE MICONAZOL (INDICADOR)

GANTIDAD RECUPERADA (mg)
300 T

260
200 — S
/
160 - ' : el
: ; " b=-168
100 i —
« m = 1.0085
&0 -
. .r2 = 0.Q989
00 50 200

100 160
CANTIDAD ADICIONADA (mg)

LINEARIDAD DEL METODO

NITRATO DE MICONAZOL (POTENCIOMETRICO)

CANTIDAD RECUPERADA (mg)
300

260 - — —
200 F—— e
160 F— —
o b = - 1.59
100 m = 1.0047
60} ———— T —
r2 =0.9988
o] 50 200

100 150
CGANTIDAD ADICIONADA (mg)
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EXACTITUD DEL METODO

Se determinéd analizando por sextuplicado placebos cargados

indaﬁandientamar\ta con cantidades correspondisntes al 100 %.

CANTIDAD CANTIDAD CANTIDAD POR CIENTO POR CIENTO
ADILCILONADA RECUPERADA RECUPERADA RECUPERADO RECUPERADO
Cmgd> Cmgyd) Cmgd
IND 1GADOR POTENCEOMET. INDiCADOR POTENGXOMET.
201. 4 202.2 201.7 100.39 100.18
201.9% 202.9 201.7 100. 69 100.10
198.7 190.4 198.7 100.3% 100. 00
202.0 202.7 202.0 100, 35 100. 00
199.2 198.5 198.2 98, 65 29.50
106. 2 104.8 104.5 0, 28 90.13
RESULTADOS
v
PARAMETRO INDYCADOR POTENCIONETRICO CRITERIO

Promedio €X) 100.12 X 9a8.81 X g8 - 102 %
Coef. de
variacién CC.V.> 0.53 X 0.41 % ¢ex
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REPRODUCIBILIDAD

Se |levo a cabo por dos analistae en dos dlas diferentes

analizando una misma muestra por triplicado y utilizando el mismo

equipo.
IND I CADOR POTENCIOMETRICO
ANALISTA ANALI STA
1 2 1 2
D
101.05 102.13 100.50 100. Sa
1 102.75 100.79 100.70 101, 30
I 100.68 101.206 100.76 100. 42
A 101.11 102.50 101.11 101.10
a2 101.70 101.87 100.83 100.74
102.74 102.54 101.01 100.902
C.V. = 0.76 X C.V.= 0.27 X

CRITERIO: C.V. ¢ 2 X
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PRUEBA DE ANADEVA

Se aplica para determinar ! existe un

diferentes analiatms, dias o dia—analista.
Criterio:

St Frxomtca > FCALCULADA.

efacto - debido

No existe ningin efscto debido al analista, dia o dim-analista.

ANALISTA
DIA 1 2
Yieeq Yrae
1 Y12 Yz12
Y1 Yzaa
Yaza Yzze
a2 Yize Yz2z
Y1z Yzze
FURNTE DE amApOS DK suMA DX CUADRADO r
VARXACION LIBERTAD. cuADmADOS. MEDIO. [CALCULADA.
z £3
ANALIBTA i [RETEY sy L my .. zci oxi
ik ik [Ty =13
3 z .
DIA | ti-t By § sy &Cj CMj
Tk Tik IR Cuk
ay*ij sy i
ANALZETA G-t ¢ j-k3 [3 ix =ci j cMi |
Bia ) z 2 =krij-0 Cuk
Sy § Ey
ik tik
=, . 2
ERRONL jt k=0 Litk=a) Sy Lik_ 8y ij ECk
% Tjik-43
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Calculos:

z z
Sy, 0% (VLAY IIZH Y143 VAR VA2V VAT Y AL+ Y 2UZ4Y . . . Y22
2 z
sy ijk= ¥ 1tsevu1zer Fey Tsamer znev fazzevSazary i ovtzese. .y 223
2
By AL YA ALY R VDI ¥ZIN ¢ (VAZLATZZOVI2IvYREL. . vV Ezm

lyztrumovulovum:o zNﬂlO\’lquul)’v (vnhvuxovnm‘o
CFRRASVR2Z+VIIM

Y I L VAT Y LR VAR YRR VAR + (FZLLIVZIZOYTLIIYIZAS, | Y2ZTI
Donde:

i= Nomero de anatistas.

j= Namero de dias.

k= Ndnero de replicaciones por dia y por analista.

Iy....Su-l total cuadrada de los porcentajes cuantificados por ambos
analistas a los dos di ferentes dias.

Syzh Suma total ocuadrada de los porcentajes obtenidos por ambos
analistas en un solo dim.

Syzt- Suma total cuadrada de los porcentajes obtenidos por un solo
analista en ambos dias.

Syzl.ik- Suma total cuad a de cads uno de los porcentajes obtenidos
por ambos mnalistas en ambos dims.

Syzu- Suma total cuadrada de los porcantajes obtenidos por cada uno
de los analistas en cada uno de los dias.

a= Analista. d= Dia. o= Error

€.} .= Grados de libertad.

Fa= Valor de F de Fischer a un nive)l acumulado de 0.85 con g.l.a en
@l numerador y g.l.® en el denosinador.

Fd= Valor de F de Fischer a un nive! acumulado do 0.95 con g.1.d en
@l numerador y g.l.« en wi dsnominador.

Fa/d= Valor de F de Fischer a un nivel! acumulado de 0.85 con g.l.a/d
@n el numerador y g.l.® en @) depominador.
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ANALISIS DE VARIANZA

Método con indicador

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado F F
variacidn. libartad. cuadrados. | medio. Calculada. [Teérica.
ANALISTA. 1 0. 1027 ©. 1027 ©. 1047 .92
DIA. ) 1.107 t. 1070 t. o204 5.8
ANALIR/DIA 1 c.2324 o. 2324 o.a7ze 5. 80

ERAOR. a 4. PRO4 o. o288
Hipdtesis:

Si{ FrroricA > FCALCULADA

No exixte ningan efecto debido sl analista, dim o analista/sdia.

Por jo tanto se acepta la hipétesis y en el método no existe

ningun efecto debido al anaiista, dis o analista/dia.
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ANALISIS DE VARIANZA

Método potenciomsétrico.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado F F
variacion. libertad. cuadrados. { medio. Calculada. |Teérica.
ANALISTA. 1 o.0040 0. 0040 o.0310 5.8z

D1A. 1 o. zeze o, z02s 2.8800 5. 82
ANALIS/D1A L ©. 0147 ©.0t47 o.1e70 o. 812
ERROR. . 0. 027t 0.0784
Hipotesis:

S1 Frycomica > FeaLcurana

No exixte ningtn efecto debido al analista, dis o apalista/dia.

Por lo tanto se acepta la hipdtesis y en el método no existe

ningtn efecto dsbido al anslista, dia o enslistasdia.
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ESTABWIDAD DE LA MUESTRA

Se analizaron muestras de un lote de anilisis inicial conacide

después de mantenerlas en las condiciones descritas a continuacién

para doterminas si son estables o no.

LOTE Temparatura Temperatura
Ambiente Ambiente
80911037 Inteial SIN EVAPORAR EVAPORADAS
Muestra 1h 48 h 1h 48 h
1 100. 00 93.25 87.17 2. 07 86, 22
2 101.08 04.10 es, 28 92,20 a8, 09
RESULTADOS

~Intervalo de confianzz para la diferencia de laz moedias.

Muestras a T.A. sin evaporar |Muestra a T.A. evaporadas

Horas Intervalo de confianza Intervalo de confianza
2 - 6.28 a - B.07 ~ B8.33 a ~ 9.18
48 - 12.70 a - -16.46 ~ 11.86 a ~15.54

Criterio: E! intervalo de confianza debe {ncluir el valor de

cero

Resulltado: Las muestras evaporadas y sin evaporar no son

estables en las condiciones ensayadas.
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- Factor IX.

SIN EVAPORAR EVAPORADAS

CONDLCION 1 h 48n ih P

FACTOR CI> 2. 88% BY. 40X 91. IV 0. 41 X

Criterio: La media del factor (!) para cada condicién debera

sncontrarse entre el 98 y 102 %.

Rexulltadot La aedia delfactor (1) para Is condicionws ensayadas
no ge sncuentra entre los limites establecidos, las muestras no son

estables =n ias condiciones ensayadas.

TOLERANCIA

Se probé un cambio on sl grado del acido acético de R.A. a grado
industrial, s titularon mauestras de diferentes iotes no

encontrandose un efecto sobre el método desarrollado.
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COMPARACION ESTADISTICA DE LOS METODOS VALIDADOS

Para demostrar que los métodos son equivalentes se compararocn

lo8 resultados obtenidos utilizandoe !a prueba de t de Student

tomando e@n cuenta la siguiente hipotesis:

S1i tteorica > texperimantial
Las diferencias entre los dos métodose no son significativas.
S1 tieorica < texperimental

Las diferencias entre los dos métodos son significativas.

Linearidad del método:

Paramstro Wétodo con Método
estadistico indicador potenciométricoe
N 8 [:]
x 100.02 088.77
DE 0.6185 0.6387
i.C.onx 198.65-100.39) 199.38-100.03)
Pandientaia) 1.0085 1.0047
Ordenada(b) -1.868 ~1.590
0.9889 0.9888
0.62% 0.54%

Férmulas empleadas:
a (= x5y
S§8= T X —_—
N

SSIND + SSroT

NIND-NFOT ~ 2
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S(xind-xpot)= | S

i
\ ind

Xind- ¥pot

-t
Npot

Stxind-xpot)

Grados de iibertad= Nind + Npot - 2

Donde:

52_ Varianza del numero total de observaciones.

Nind ¥y Npot = Namero total
mdtodos

Xind y Xpot = Valor prommdio de los datos

métodos.

SSind y SSpot = Suma del

respecto al

tteorica

con
puctivammente

>

de observacionaes
indicador

cuadrado de los

promedio.

experimentales

datos

texparimaental

experimentales
y potenciométrico

an

Por lo tanto ambos métodos son aquivalentes.

Exactitud del método.

Parametro Wétoda can Mstoda
estadistico indicador potenciométrico
N 6 [
x 100,12 98.81
DE 0.5348 0.4075
C.v. 0.53 0.41
i1.c. {99.68-100.56) {89.44-100.18)
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tigericam 1 .‘512

Por lq tanto ta exactitud de ambos métodos no es equivalente.

Precisién del método.

texperimental= 4,11,

3 "t'nxpra}-ilmanlnl‘,y > tiaortea

o

Che

.68233

1

CHe 2
0.07838

Fcalculada

7.95

Ftedrica

3.4a

Donde:

CMe 1= Cuadrado medio del error del

CHe 2=

Cuadrado medio del error del

g.!.= Grados de libertad.

F de Fischer= Valor a un nivel

Por

el

Fecalcul

lo tanto

numerador ¥y g.l.

ada=

la precisién de ambos métodos no @s equivalente.

CMe 1

Fealculada=———0—u= 7,85

CMe 2

CMe 2 en el

método con indicador.

método potenciométrico.

acumulado de 0.95 con f.l. CMe
denominador,

0.,8233

0.0784

Fcaleculada= 7.85

100

1

en



ESPECIFICIDAD

Con esta prueba se demuestra .la habilidad del wmétodo para
obtener respuesta debido solo a la suatancia de interes.

Especificidad del mstodo para Control de Calidad.

Sa traté el placebo de 1a misma manera gue - la muestra

obteniéndose los siguientes resul tados:
Volumen de HCi0« consumido por el placebo = 0.18 ml.
Volumen de HCIO« consumido por el blanco = 0.13 ml,
Volusen consumido por los excipientes = 0.18 - 0.13 = 0.05 ml.
El volumen gastado por una muestra de Nitrato de Miconazol

equivalents al 100 %X, s igual &« 8.3 al.,

El volumen consumido por 1los excipientes representa con

respecto al volumen anterior et 0.8 %.

Este 0.8 k3 de respussta del placebo no afecta
significativamente si se considera que e! error del método por
tratarse de una crema y tener que |levar a cabo extracciones es del

3%.

Por todo lo anterior se afirma que @l método cumple con la

especificidad requerida para Control de Calidad.
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- Especiricidad del método para estudios de extabilidad.

Un nftodo indicador de estabilidad debe ser especifico, esto
quiere decir gque |a respuesta este uUnicamente dada por la sustancia
de intéres, para métodos cromatograficos se dice qua un métaodo as
aespecifico cuando es capaz de separar la sustancia de intéres de sus
productos de degradacidén » sintesis o metabolitos ademés de

cuantificar a la sustancia de intéres.

En ®ste trabajo se real{zaron di ferentes pruebas para
desarrolar un método indicador de estabilidad por cromatografia en

capa fina.

E|l sistena cromatografico con el que se trabajé es el reportado

en la USP XXII.

Fase estacionaria: Silica ge! GF 254 de 0.25 om de espesor,

previamente mctivada por 30 min a 80°C.

Fase mévils Hexano:CloroformoiMetanol tNHAOH (80:30:10:11).

Concentracién de las muestras: 500 mcg/m! en una wezcla de

cloroforso-metancl 1:1.

Volumen de aplicacién: 30 mcl.

Revelador: Luz UV,
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El cromatograma se desarrolld 15 cm a partir del punto de

aplicacién, el nitrato de miconazol en estas condiciones presenté un

Rt=0.6

Se hicieron diferentws expsrimentos para hacer cuantitativo el
sistema cromatogrifico, considerando que se necesitaba aplicar uns
cantidad suficiente para que al desarrollar Ia placa, raspar y
reconstituir ocon un disolvente se obtuviera wuna lectura de
absorbancia cercana a 0.4, pero debido a 1as siguientes razones no

fue posible:

1.~ La baja concentracién de nitrato de miconazol en la crema (2%) y

las sclubilidades samelantes de los excipientes.

2.- La baja solubilidad del nitrato de miconazol impide obtener la
concentracién requerida en un volussn adacuado para aplicar en ia

placa seria nm

sario apliicar mas de un mililitro.

3.~ Los excipientss aumentan 1a cantidad de disolvente para
solubilizar ila musstra, esto ocasiona que se aumente aun més Ia

cantidad a aplicar.
4.~ E! bajo coeficiente da extincion del nitrato de miconazol

ocasiona que se requiera una concentracién elevada para obtener una

absorbancisa idonea.
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3.- Solubilidades gemajantes de los excipientes 1o cual - impide

obtener una &ptims separscién en las concentraciones usadas.

Por estas razones no fue posible cuantificer @l nitrato de

miconazol emploando cromatografia sn capa finm.

A pesar de que no fus posible cuantificar el nitrato de
wiconazo! se hicieron los experimentos suficisntes para demostrar
#scuslitativamented que el sistema cromatogriafico escogido es capaz
de separar a) nitrato de miconazol de sus productos de degradscién y

de los sxcipientes.

Para demostrar que ol sistema cromatografico es capaz de
lograr wsta separmcién, lo ideal seria conseguir los productos de
degradacién de! principio active y de los excipientes, pero esto en
México, para ia mayoria de los laboratorios es suy difici! debido a

la dificultad y costo que representa.

Es por esto gque para obtener los productos de degradscidén, se
sosmstieron muestras de principic acotivo, placebe y producto

terminado a las siguientes condiciones:
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Condicidn Principio Placebo Producto
activo terminado
Reflujo HCI O.1N
matanélico. 3 n 3 h 3 h
Reflujo NaOH O.1iN 3 h 3 h 3 h
matansdlico.
Luz solar. 30 dias 30 dias 30 dias
Hz20z2 at 30% 30 dias 30 dias 30 dias
Luz U, V. 30 dias 30 dias 30 dias
80 °c 30 diss 30 dias 30 dias

Al i-rltnlr el tiempo de exposicidn ias muestras de cada una de
las condiciones @o aplicaron en el si{istema cromatografico descrito

obtenidndose los siguientes resultados:
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CROMATOPLACA PARA EL PRINCIPIO ACTIVO
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CROMATOPLACA PARA EL PLACEBO

T
NCliNaomIst-tluzoz ju. v, |st-2 lo°|: Lux nco L 2% 1) 2 cm
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£ em
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CROMATOPLACA PARA EL PRODUCTO TERMINADO

nel{NaoN [St-2 [m202 U, V. [mt-2 -°°C Lux sca ». T, 2 em
mol l
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CROMATOPLACA COMPLEMENTARIA

ALC.
EST.

ALc.
cxy.

Steg

T™WEN
ao

EPAN

VASE
LINA

rRO-
rIL.

NIPA
aIN

frente Jo ——|

del
dimol-
vente.

Linea

aptica—]
ctan,

mco

108

em

em

4o

18 cm




Los Rfs sncontrados corresponden a las siguisntee sustancias:

RL Sustancia
0.08 Metilparabeno
0.10 Propiiparabenc
Q.15 Producto de degradacién
0.80 Nitrato de niconmzol
0.80 Vasel ina

Las cromatoplacas wmuestran que 1la dnica condicién donde hay
degradacién s en medio scido (Rfz= 0.15), también se aprecia que el
sistema es capaz de separar al nitrato de aiconazol de los

componentes de 1a formulacion.

Para corroborar que no existe otro producto de degradacién
“bajo" ia mancha del principio activo, se raspd esta y se aplicé en
otra cromatopiasca y s® desarrclléd en el sistena formmdo por
CHCistHexanoiNHeOH (3036011}, observandose como resultado en todos
los casoé uns sSolm mancha con un Rf= 0.7, aste experimento comprusba
que Ia mancha con un Rf= 0.8 en w! primer sistesa es debida

Gnicamenta al nitrato de miconazol.

Ls prueba de crowatografia en caps fina acompafiada de!

resul tado de la titulacidn en medio no

P! ser para
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obtener datos en un estudio de estabilidad, pero en el momento en
que aparezca @l producto de degradacidn ya no es valido el resultado
de la titulacién debido a que el volumen gastado es consumido por el

nitrato de miconazol y su producto de degradacidn.



DISCUSION

D E

RESULTADOS

Y

CONCL USTI ONES
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RECOMERDACIONES

— Sumergir e! electrodo combinado en solucién 0.1 N de 2&cido
acético durante 30 minutos antes de introduciric al 4cido acético
glacial, con @l objeto de que 8l cambio al wmedio deshidratante no sea

tan brusco.

—Evitar evaporar en exceso los extractos cloroformicos ya que
ssto provoca resultados bajos.

— Emplear una bureta de 10 m! para que el volumen gastado
represente el B0 % de |a capacidad del instrumento y con eato el

error debido a 1a lectura disminuye.

= Normalizar la solucién de HCIOA cada vez que se vaya a usar,
ya que por estar preparada en un disolvente orginico se ovapora mis

facilmente y cambia su concentracidn.

= Touoar la temperatura del titulante para hacer la correccién a
I1a normalidad.

- Mantener ia solucién de acido psrcléarico y el scido acético

glacial e! menor tiempo destapados para eviter |la sbsorcidén de mgusm.

- Usar e) wmétodo potenciométrico cuando ee disponga de un
titulador automatico, para aumentar la precisisen ¢ disminuir el

tiempo de analisis.

113



ANALISIS DE RESULTADOS.

- La precisifin y exactitud no son equivalentes debido a que

estadisticamente precentan diferencias significativas.

-~ El nitrato de miconazol es una sustancia muy estable ya que de
todas |as condiciones experimentales para degradarlo UGnicamente en

condiciones &cidas se encontréd un producto de degradacién.

Las condiciones a que debe someterse una mnuestra para

dagradaria varian segun la naturaleza del compuesto.

- El sistema cromatografico tiane buena resolucién separando al

principio activo de excipientes y productos degradacidn.
- El por ocilento de recobro del método con indicador osta mas
cercana al 100 %, esto puede deberse a una diferencia entre el punto

final y ol punto de equivalencia a favor de la modia.

El método con indicador presenté en varias pruabas una mejor

precisién que el método potenciométrico.
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CONCLUSIONES

— El método desarrollado @&s confiable para daterminacitn de
nitrato de miconazol en crema usandc un indicador visual o un método
potenciométrico para determinar ei punto final, ya que cumplen con

los requisitos de |inearidad exactitud y precisidn.

Las ouestras evaporadas o sin evaporar no son estables ni
cuando menos lh, por 10 que estas deben ser tituladas al finalizar

\a svaporacién.

- El! método s&s rapido, econdmico, ademss de no necesitar de

equipo muy sofisticado.

- El sigtesa cromatogriafico es adecuado para separar al
principio activo de los excipientes y de sus productos de

degradacién.

~ El wmétodo desarrollado s puede utilizar acompafado de una
cromatograftia deol sistema ensayado para obtener datos para un @estudio
de sstabilidad siempre y cuando la piaca no presente algin producto

de degradacién.
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La smplitud del criterio de acsptacién en ia validacién de
un método analitico depende de la complejidad de éste por io que hay

que tomar en cuenta la forma farmacéutica y e! tipo de método.

La validacitn de métodos analiticos es indispensable para

demostrar la confiabilidad deo un método, durante la validacién se

corrigen errores del método y se logra optimizario.

La smplitud del! estudio depanderi de los fines para los cuales
g0 destine el mnétodo analitico, pero todos deben cumplir con una

serie de requisitos mwinimos.

En la Validacidén de métodos snaliticos hay que tomar en cuenta

el criterio del analista,
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