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1. INTRODUCCION

La industria farmaceéutica estad en constante movimiento en lo que
se refiere al desarrollo de nuevos productos .

Esto es originado por la necesidad de :
a) Encontrar nuevos principios activos para combatir las
enfermedades o que produzcan menos efectos téxiceos que los ya
existentes.
bl Buscar nuevas formas farmacéuticas que faciliten la
administracidn de los farmacos y que mejoren sSu  absorcidén en el
organismo.
¢) Disminuir los tiempos y costos de fabricacidn.

d) Optimizar las formulaciones ya existentes
e) 0 simplemente desarrollar medicamentos ya existentes en el

mercado que presentan un interesante volumen de venta.

Para asegurar que el producto que se lanzara al mercado <cumple
con la calidad, eficacia clinica y seguridad requerida se deben
hacer una serie de estudios de investigacidén que van desde estudios
preclinicos, estudios clinicos, hasta el desarrolleo farmacéutico
este wltimo incluye pruebas de preformulacidn, desarrclla

analitico, validacién de métodos analiticos Y pruebas de

estabilidad entre otros .



Durante este trabajo se mostrarad solo un eslabén de la cadena de
pruebas que se deben realizar antes de comercializar un nuevo

medicamento.

Se trata de validar y comparar dos métodos analiticos para
cﬂantiiicar la dipirona sédica en una solucidén inyectable.
Para validar un método analitico se deben llevar acabo una serie de
pruebas con el objeto de comprobar que e! método satisface los
requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas.
Uno de los métodos en estudio es por espectrofotometrfa con luz
U.v. (método de la F.E.U.M. ) gque sera utillcado para los analisis
rutinarios de control de calidad y el otro por cromatograffa en
capa delgada con la posterior cuantificacién por gspectrofotometria

U.V., para el estudio de la estabilidad del medicamento.



11. GENERALIDADES
MONOGRAF IA DE LA DIPIRONA SODRICA
¢4, 5 7, 9, 10
1.- HISTORIA Y QUIMICA:

Al igual que sucede con otros analgésicos principales,la historia
de la dipirona data de hace buen tiempe. El primer derivado de la
pirazolena fue la fenazona (antipirina), que se introdujo como an-—
tipirético en 1884. La investigacion posterior de este grupeo de
compuestos desembocd en la propifenazona y en la aminopirina.

En 1922 se alcanzdé un gran éxito con la sintesis de un derivado
hidrosnluble, la DIPIRONA.
La relacién quimica entre estos fArmacos puede apreciarse en el

siguiente cuadro.

X

CHG
R NOMBRE GENERICO
H Fenazona (antipirina)
CH.
3 H Propifenazona
cH
3
CH Aminofenazona
3>N Aminopirina
I:H3 amidopirina

cH
%N DIPIRONA
Nao s-cH
a 2



1.1 Nombre Genérico:

Fenil-dimetil pirazolona — metil aminometano sul fonato de sodio,
Dipircna sédica, Metampirona, Sulpirina, Metamixalsédicoe, Analgin,

Metilmelubrina.

1.2 Nombres Quimicos:

N-metil-N-(2,3 dimetil-S-oxo~1~fenil-3-pirazolin-4-il)~aminome-
tansul fonato sédico.

€¢2,3~Dihidro-1,5-dimetil ~-3~oxo-2-fenil—-1H~pirazol (~4~ild)metil-
amino) metansulfdnico Acido, sal sé&dica, monochidrato.
2,3-dimetil—4-metil aminoc-i-fenil-S-pirazoldn-N-metansul fonato

sédico.
1.3 Férmula Condensada:r
€ H ONSNaHDOD
2

13 16 4 3

1.4 Férmula Desarrollada:

CH, a.
Na®0=—-5 ——CHz—=N—¢ \N H,0
CHS N/
ol

1.5 Peso Molecular: 351.35



2.~TECNICA DE ANALISIS:

2.1 Descripcidén:
Polvo cristaline blanco o casi blanca, con un sabar ligeramente a-—
margo, inodoro. Contiene no menos del 38% y no mas del 101% de di-

pirona sédica, calculado con referencia a la sustancia anhidra.

2.2 Solubilidad:
Facilmente soluble en agua ( 1 g se disuelve en 1.5 ml de agua ),
scluble en alcohol metilico, ligeramente scluble en alcchel,

practicamente inscluble en eter, acetona, bencenc y clorofdrmo.

2.3 Ensayos de ldentidad:
A: Disalver Q.2 g en 5 ml de agua llevar a ebullucidn y aladir 5 ml
de solucidn al (0% de HCl; aparece un olor caracteristico de anhi-
drido sul furoso.

Prolongandc la ebullicidn, aparece un olor a faormaldehido.
ANadir algunas gotas de la solucidén calentada a 0.5 ml de una

solucién recien preparada de 20 mg de guayacol sulfonato de potasio
en 10 ml de &zido sulfdrico; aparece una coloracidn viasleta en el
curso de algunos minutos.

B: En un tubo de ensayo que contenga 3 ml de agua acidul ada con dos
gotas de solucidn al 10% v/v de acide clorhidricae, disaelver 200 mg
de la muestra y agregar 1! ml de solucidn al 30% de perdxido de

hidrégeno alcalinizado. Se produce una coloracidn azul 1la cual
cambia & rojo carmin y al calentar vira al amarille.



C: Una porcidn de la muestra humedecida con acido clorhldri;g pro—

duce a la flama una coloracién amarilla intensa y duradera.

2.4.Ensayos de pureza:

A: pH. 6.5+-0.3. Determinar en una solucién acuosa de la muestra
al 10% m/v.

B: Pérdida al secado. No mas del 5.5% de su peso. En un pesafil-
tro tarado, pesar aproximadamente 5.0 g de la muestra y secar a 100

grados centigrados hasta pesc constante.

C: Sustancias carbonizables. Disolver 0.5 g en § ml de &cido

sul farico concentrado. El color no debe ser mayor que ligeramente

ambarino o rojizo.

D: Solubilidad en metanol. Disolver una muestra de 0.5 g en 10 ml
de metanol absoluto. Se obtiene una solucidén incolora y no mas de
una ligera turbidez.

E: Impurezas solubles en cleoroformo. Pesar en un tubo de ensaye

con exactitud aproximadamente 1.0 g de 1la mue s tra, agregar 10

ml de cloroformo, colocar en un agitador para tubos,
agitar durante 30 minutos, filtrar enseguida y lavar el residuc

del filtro con dos porciones de 5 ml de cloroformo cada uno. Evapo—
rar los filtrados reunidos a 100 -1085 grados centigrados hasta peso
constante. No debe ser mayor del 0.5 por ciento.

F: Metales pesados. Disolver 1.0 g de la muestra en 10 ml de
agua. ANadir 1.0 ml de S.R. de amoniaco y 1.0 ml de S. R. de 4acido
sul fidrico.

Comparar con una solucién estandar de plomo tratada de la misma ma—
nera. El limite de metales pesados no debe ser mayor de 20 ppm como

plomo.



2.5 Valoracion:

A: Método espectrofotométrico: Pesar con exactitud 0.15 g de la mu-~
estra y pasar a un matraz volumétrice de 200 ml ajustar a volumen
con solucidn 0.1IN de Acido clorhidrico, mexclar y filtrar por papel
filtro Wathman Ne 40 descartando los primeres 20 ml del filtrado.

A otro matraz volumétrico de 100 m! pasar 2 ml del filtrado,
llevar a volumen con solucidn O.IN de Acido «clorhidrice y
mezclar. En un espectrofotdémetro determinar concomitantemente las
absorbancias a 258 nm de esta solucidén y de otra preparada de la
misma manera c¢on la Sref de dipirona sdédica, utilizando la solucién
0.1 N de acido clorhidrico comz blanco.

B: Valoracién yodométrica en medio acucso: A un matraz Erlen Meyer
de 250 ml transferir cerca de 200 mg de la nmuestra, disoclver en
50 ml de agua y agregar 3 ml de solucidn al 6.0 % de scido acético.
Enseguida valorar lentamente, (una titulacién de 200 mg deber& tomar
aproximadamente 10 min), con solucién 0.1 N de yoda, utili:andﬁ un
agitador magnético y agregando casi al punto final la solucidn in-
dicadora de almidén. Cada ml de solusién 0.1 N de yodo equivale a
16.67 mg de dipirona sédiza .

C: Valoracidén yodométrica en medio metandlico: En un matraz Erlen
Meyer disoclver alrededor de 200 mg de la muestra en 25 ml de meta-
nol, agregar S5 ml de &cido clorhidrico al 10 %Z y valorar rapidamen-—
te con solucidn 0,1 N de yecdo. Hacia el final de la valworacion,
agregar la solucién de yodo gota a gota hasta producir una colora-
cidn amarilla débil que permanezca durante 1 min. Cada ml de sclu-
cion 0.1IN de iodo equivale a 17.57 mg de dipirona sédica monohi—

dratada.
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2.6 Conservacion:
- Enrecipientes bien cerrados al abrigo de la luz para evitar que

tome coloracién amarilla.

3.-Usos:

Es un analgésico, antipirético y antirreumatico efectivo. En la
fiebre reumAtica disminuye la fiebre y calma los dolores de las
articulacicones.

Ademas se ha demostrado que la dipirona es eficaz para aliviar gran
cantidad de estados dolorosos: Dolor dental, dolor posoperatorio,

dismenorrea, cefalea, dolor reumatico y artritico, dolores de

pavtd, dolores por cancer.

4.-ACCION FARMACOLOGICA:

Administrada por via oral, es eliminada por 1a orina en el curso
de 2 horas después de la aplicacidén., El efecto antipirético resulta
de su accidén directa sobre el hipotAlamoc a través de un efecto so—~
bre los centros termorreguladores del cerebro. El alivio del dolor
como el de cabeza, neuralgia y mialgia se obtiene sin afectar el

estado consciente.

5.~MECANISMO DE ACCION:
Al jgual que otros analgésicos ne narcéticos y que otros anal-
gésico antiinflamatorios , antipiréticos no esteroides, la dipirona

inhibe el sistema enzimaAtico ciclooxigenasa que es el responsable
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de la biosintesis de las prostaglandinas. Las prostaglandinas en

los tejidos, actuan como mediadores de la inflamacién, sensibilizan
los receptores del dolor frente a las sustancias endégenas que pro-—

ducen dolor, (ej.quinina) y participan en la aparicién de estados
febriles, ejerciendo influencia schre los centros termorreguladores

hipotalamicos.

6.-REACCIONES SECUNDARIAS:

Siempre gue se administra un medicamento se corre un riesgo,
debido a que no hay farmacos carentes de efectos indesceables.
Esta ley universal de la terapéutica se aplica tanto a los analgé—
sicos como a cualquier otro grupeo farmacoldgico.

Se ha veportado que la dipirona produce: Anuria, anemia he-
molftica, trombocitopenia, anemia aplastica, erupciones cutaneas,

edemas, temblores, nausea y vémitos, hemorragia gastrointestinal,
reacciones alérgicas incluyendo asma y edema angioneurdético y agra-
vacién de la deficiencia de protrombina,

7.-TOXICOLOGIA:

La dosis letal por via intravenosa para la rata albina adulta de
90 a 140 g es de 3.5 g por Kg. Para la rata albina adulta ordinaria
es de 7 g/Kg. ta dosis critica fatal es de 5 a 30 g, pero intentos
de envenenamiento han sido raros. La dipirona tieme un amplio mar—
gen de dosis eficéz y un buen {ndice de seguridad. El efecto téxico
mas peligroso que se deriva del uso de la dipirona en algunes pa-

cientes es la agranulositosis. Esta se caracteriza por una baja
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cantidad de leucocitos en la sangre y casi una total desaparicién
‘de granglo:itos, fiebre, malestar, ulceracicnes en la garganta vy

otras mucosas, depresidn y muerte en el 70% de los rcasos.

La agranulocitosis puede desarrollarse en pacientes que han to-
mado el farmaco regularmente ya sea por pocwos dias, meses y ocasio-
nalmente hasta afos. Esto se desarrolla de repente después de una
dosis en particular.

La agranulocitosis alérgica provacada por medicamentos, es un pade-
cimiento raro pero potencialmente grave. Se define como un episodio
agudo imprevisible de granulocitopenia grave y selectiva & causa de
la exposicién a medicamentos.

La agranulecitopenia grave se presenta cuando el nimero de granulo-
citos es menor de 0.5 por 10 1t. Este valor representa el limite a

partir del cual los sintomas clinicos suelen manifestarse.

8.-PRECAUCIONES:

El farmaco debe usarse UGnicamente en condiciones en las que esta
especificamente indicado ¢ en las que farmacos menos téxicos no han
producido el efecto deseado o no han sido toleradeos. El beneficia
patencial que puede producir este farmaco tiene que compararse ron

la posibilidad de producir agranulositosis.

9. -PRESENTACIONES:
La dipirona es soluble en agua y por lo tanto se presenta en
forma de solucién inyectable, gotas y Jjarabe asi como tabletas y

supositarios.



La forma inyectable es particularmente atil para tratar a pacientes
que presentan vémito diarrea o convulsiones. La solucidn inaerible
produce un efectc de inicioc muy rapido y por 1o tanto, también es
aqtil en el dolor espasmédico, otra ventaja es que la dosis puede
adaptarse individualmente segun la edad, pese carporal e intensidad

del dolor.

10.-DOSIS:

Adultos: La dosis usual antipirética no debe exeder 0.5-1.0 g por
dosis ¢ no mas de 3.0 g diarios. Si el efecto deseado no se observa
en pocos dias el uso del medicamento debe suspenderse.

Niffos: 250 a 500 mg por dosis, repetir de 3 a 4 hrs si es necesa-

rio.



SOLUCIONES INYECTABLES

1.-PRODUCTOS INYECTABLES:

Los productns estériles son formas farmazéuticas libres de
microorganismos viables. Estas formas farmacéuticas son
principalmente parenterales, oft Almicos y preparaciones para
irrigacién. Se pueden presentar como soluciones suspensiones o
emulsiones estériles.

Todos los componentes y procesos invalucrados en la preparacion
de estos protductos deben ger seleccionados y disefados de tal ma-—
nera de eliminar la contaminacidn ya séa de origen quimico, fisico
o microbiolégico, Es por esto que la preparacién de productos
estériles se ha convertido dentro del preocegso farmacéutico en un
area de alta especialidad. Los estandares establecidos, la actitud
del personal y los controles durante el proceso deben ser de alto

nivel.

2. -PREPARACIONES PARENTERALES:
Los preparados parenterales se pueden administrar por varias
rutas : ‘ ‘
Intravenosa, intraespinal, intramuscular, subcutanea, intradérmica,
intraarterial e intracardiaca.
La eleccidn de la via de administracien varia con el medicamento

Yy las necesidades terapéuticas.



Cémo estos productos se introducen al organismo superando todas
sus barreras, es preciso un control muy severo sobre su
esterilidad, inoculdad y tolerancia por parte de los tejidos. Es la
forma farmacéutica que requiere mis cuidados en su preparaclén
porque el organismo es muy sensible a la introduccidén de elementos

extraMos pudiendoc reaccionar con serias concecuencias

8. -AREAS ESTERILES:

Una Area estéril o Area aséptica es aquella en la que se

lleva a cabo la preparaclén y envase de productos
farmacéuticos, <que van a administrarse al paciente por via
parenteral.

Los requerimientos de el Aarea estéri]l se clasifican en 2
principales grupos:
A: Construccién: Dimensiones, localizacién, terminados. tuberjas,

servicios, temperatura, humedad relativa, iluminacién, etec.
B: Operacidn: Personal, flujo de personal, flujo de materiales,

sanitizaclén, evaluacién rutinaria del area, controles, etc.

4. -FORMULACION DE UNA SOLUCION INYECTABLE:

La formulacién para un producto parenteral invelucra la
combinacién de uno © mas ingredientes junto al ingrediente activo
para elaborar un producto efectivo, estable y aceptable para el
paciente.

Primerc se debe evaluar cuidadosamente la combinacién de dos o
mas ingredientes para establecer si ocurre o no alguna interaccién,
en caso de que esto suceda, buscar el camino para modificar la

formulaclién para que estas reacciones se eliminen.
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Antes de iniciar el desarrollo de una formulacién es nesesario
tener informacién sobre las propiedades basicas de la sustancia,
como: peso molecular, solubilidad, pureza, propiedades coligativas
estabilidad y reactividad quimica.

Se deben determinar las propiedades fisicas y quimicas de 1la
sustancia activa y estudiar su interaccidén con los excipientes uti-
lizados y el qfe:to de cada paso del proceso de fabricacidén en . su
estabilidad. Una formulacién puede estar formada por una variedad
de aditivos para que cumpla con los requisitos de estabilidad, vy
eficacia terapéutiﬁa. Algunos de los aditivos que se emplean son:
antioxidantes, anestésicos, agentes antibacterianos, amortiguadores

y contribuidores de isotonicidad.

4.1.-Vehiculog Acuosos:

El vehicula més'ubilizado en la preparacién de una solucién
inyectable es el agua, ya que es el vehiculo de todos los fluidos
naturales del cuerpo. @racias a su elevada constante dieléctrica,
hace posible la disolucién de electrolitos. Cuando un compuesto se
disuelve en agua estad en ocasiones sujeto a reacciones de
degradacidn como hi drélisis, oxidaciédn, descarboxilacién y
racemisacion. Una formulacidén debe estar disefada de tal . manera
que se reduzcan al minimo los efectos de degradacidn.

El agua destinada a la preparacidn de inyectables debe reunir
algunas condiciones muy particulares. El agua estéril para inyecta-
bles no debe contener gérmenes, ni pirégenos y debe ser de un bajo
contenido de sélidos totales. E1l agua para la elaboracisn de
inyectables debe obtenerse por destilacidén, por &smosis inversa

por tratamiento a través de resinas de intercambio iénico
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4.1.1:.-Pirdégenos:

El agua utilizada para soluciones parenterales debe estar lihre
de pirégenos, para lograr esto es necesario mantener controles
estrictos en la preparacidn y almacenaje del agua.

l.os pirdgencs son productos del metabol ismo de los micro-
organismos. Se tienen reportes de que algunas bacterias, mohos y
virus son productores de pirégenos. La sustancia pirogénica mas
potente es la endotoxina producida por las bacterias gram-negativas.

Después de una hora de haberse inyectado a una persona los
pirdgenos producen aumento en la. temperatura corporal, escaloafrioes,
dolores del cuerpo, vasoconstriccidn cutéanea y aumento en 1la pre-—
sion arterial.

Las causas mas comténes de contaminacidén de pirdgenos son, el agua,
solutos contaminados y contenedores. Se ha demostrado con  estudios
que un calentamiento a es0® ¢ por 60 ‘segundos destruye los
pirégenos; sin embargo la temperatura de autoclave no los destruye
durante un ciclo normal.

Es mejor prevenir la contaminacidn con pirdégenos que intentar
eliminarlos, ya que ésta es una tarea dificil de cumplir sin

afectar negativamente el producto.

4.2-Vehiculos no Acuosos:

No son pocas las veces en que por razones de solubilidad ¢ por
riesgo de hidrdlisis del agente terapéutico no pusde utilizarse al
agua como vehiculo de soluciones y debe acudirse a atros solventes

en donde el farmace es soluble.



" Para elegir un saolvente no acuoso se debe tener mucho cuidado,

. ya que este no debe ser irritante o téxico y no debe producir
efectos adversos en los ingredientes de la formulacidn,

Los solventes no acuosos MAs usados son polietilenglicol,

propilenglicol y aceites vegetales.

4.3.-Anestésicos:

Para disminuir el dolor que producen ciertos preparados al ser
ipyectados, se agrega a los mismos una pequeffa cantidad de un
anestésico local. Se denomina as { a sustancias que privan de
sensibilidad una zona limitada, localizada, sin producir pérdida de
conocimiento. Algunos de estos pueden ser; Alcohol bencilico,
¢lorhidrato de piperocaina, clorhidrato de procaina, clorhidrato de

lidocaina etc.

4.4.-Agentes Antimicrobianos:

En una formulacidén multidosis siempre debe incluirse un agente
antibacteriano a concentraciones bacteriostaticas. Algunos de estos
pueden ser: Alcohol hencflico, timerosal, butilparabeno, metilpara-

beno y propilparabenoc.
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4.5.-Antioxidantes.

En muchas formulaciones se incluye un  antioxidante para

proteger el agente terapéutico suceptible a la oxidacidén.
l.as reacciones de oxidacidén se pueden reducir desplazando
oxigenc atmosférico por un gas inerte (nitrégeno o didxido

carbono).

4.6.-5oluciones Amortiguadoras:
Las soluciones amortiguadoras se adicionan para mantener el
requerido por el producto; un cambio en el pH puede afectar

manera importante la velocidad de degradacidén. Para seleccionar

de

pH
de

el

sistema amortiguador se debe de considerar, su inter valo efectivo,

concentracidn y el efectc quimico que tiene sobre el producto.
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ESPECTROSCOFPIA DE ABSORCION
6, S, 12 )

Los métodos espectroscdpicos de analisis se basan en la medida
de la radiacidn electromagnética emitida o absorbida por la materia.
METODOS DE EMISION: Estes utilizan la radiacién emitida cuando un
analito es exitade por energfia térmica, eléctrica o energia
radiante
METODOS DE ABSORCION: Estos estan basados en la disminucion de la
tencia (o atenuacidn de la radiacidn electromagnétical, como conse-
cuencia de la absorcidn que se produce en su interaccidén con el
analito.

Los métodos espectroscopicos se clasifican segtn la regidn del
espectro electromagnético que esté implicada; siendo las mas impor~
tantes las regAiones de rayos X, ultravicleta, visible, infrarroja,
microonda y radio frecuencia.

La radiacidn electromagnética es una forma de energila que se
trasmite a través del espacio a grandes velocidades. Para los pro-—
cesos asociados con la absorcidn y la emisién de energifa radiante,
es necesario considerar la radiacidén electromagnética come un flujo
de partfculas discretas o paquetes de energia llamados fotones o
cuantos.

ABSORCION DE RADIACION ELECROMAGNETICA: Se denomina absorcidn al
proceso en el cuil una especie en un medio transparente, capta se-
lectivamente ciertas frecuencias de la radiacidn electromagnética.
El fotdn absorbido hace pasar la especie M a un estado exitado M,
como se muestra en la ecuacidn:

M+ hv = Me
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donde: b = constante de Plank.
v = frecuencia de la radiacien.
Tras un corto periodo se pierde la energfa de exitacidn, general-
mente en forma de calor y la especie vuelve a su estado fundamental
es decirs

Me = M + calor

1.-LEY DE BEER:

Los principios que rigen la absorcidn de la radiacidn se aplican
a todas las regiones del espectro electromagnético, desde los rayos
gama a la radio frecuencia. La absorcién se mide determinando la
disminucidén de potencia experimentada por un haz de radiacidn, como
resultado de las interacciones con las especies absorbentes situa-
das en la trayectoria de dicho haz.

log Po/P = ez = A

donde: Po = Potencia incidente.
P = Potencia radiante.

absortividad molar.

]
"

= longitud del camino &ptica.

n

< concentracién en moles por litro.
A = absorbancia.
LIMITACION A LA APLICACION DE LA LEY DE BEER:
DESVIACIONES REALES: La relacisn lineal entre la absorbancia y
la longitud del camine dptico a traveés de la solucidn, (donde ¢ es

constante) es una generalizacidn para la cual existen pocas

excepciones.
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Por otra parte se observan frecuentemente desviacicnes de 1la
proporcicnalidad directa entre absorbancia y concentracidén, (cuando
b @s constante), algunas de estas desviaciones son importantes vy
rapresentan limitacicones reales de la ley.

DESVIACIONES INSTRUMENTALES: Son la gque ocurren <omo consecuencia
de la forma en que se realizan las medidas de absorbancia.
DESVIACIONES QUIMICAS: Ocurren como consecuencia de cambios quimi-

cos asociados con los cambios de concentracidn.

2,-PROCESO DE ABSORCION:

Los atomos, moléculas e jones tienen un ndmero limitade de nive-—
les discretos de energia cuantizada. Para que se produzca la absor-—
cidn, la energlia del fotdn debe coincidir exactamente con la dife-
rencia de egergxa existente entre el estado.fundamental de la espe-
cie absorbente y unc de sus niveles energéticos exitados. Estas di-
ferencias de energia son Gnicas para cada especie y originan espec~
tros caracteristicos que se utilizan frecuentemente para la iden-
tificacidn cualitativa y la determinacidn cuantitativa tanto de
sustancias organicas como inorganicas.

La energia total de una molécula viene dada por:

E = E electrdnica + E vibracional + E rotacional
donde:
E electrdnica: es la energia asociada a los electrones de los orbi-
tales externos de la molecula.
E vibracional: es 1la energla de la molé&ula considerada come un

todo debide a las vibraciones interatdmicas.
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E rotacional: es la energia asociada a la rotacidén de la molécula

alrededor de su centro de gravedad.

ABSORCION EN LAS REGIONES ULTRAVIOLETA Y VISIBLE : Las energias
necesarias para producir transiciones de los electrvones externos de
una molécula corresponden a radiaciones en las regiones ultraviole~
ta y visible.

Los electrones implicados en dobles y triples enlaces de mol écu—
las organicas no estan tan fuertemente retenidos como en los
enlaces sencillos, y son, por tanto, mas facilmente exitados por la
radiacién; asi pues, las especies con enlaces insaturados general-—
mente presentan unos maximos de absorcidn atiles.

Los grupos funcionales organicos insaturados que absorben en las

regiones ultravioleta y visible se denominan croméforos.

3.-EQUIPO INSTRUMENTAL PARA LA MEDIDA DE LA ABSORCION:

Independientemente de la regidn del espectro implicada, los ins-—
trumentos que miden la trasmitancia o absorbancia de wuna selucién
se compenen de cinco elementos basicos:

1.) Una fuente estable de energla radiante.

2.) Selector de longitudes de onda para aislar una determinada

regidn de longitudes de onda de la fuente.
3.) Cubetas transparentes para la muestra y el blanco.
4.) Un detector de radiaciones, o transdustor para convertir la

enerqfa radiante recibida en una sefal medible.
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8.) Un dispositivo de lectura que muestra la sefial convertida

del detector.

fuente de selector de disolvente detector medidor
radiaci én longitud muestra

de onda
<13 ca [4<>] 4> csd

Hay instrumentos utilizables en la regién visible del especiro,
por lo general entre 380nm y 700nm y en las reglones visibles y ul-
travioleta, generalmente entre 190nm y 700nm.

Se encuentran instrumentos de un solo haz y de doble haz y ambos
son igualmente utiles. Las celdas que suelen emplearse en estas
Zonas., son celdas de absorecidén de 1 em de vidrio o silice con

ventanas.
Un espectrofotémetro estid equipado con un monocromador de prisma
o red que permite la seleccidn de cualquier longitud de onda dentro

de la capacidad del instrumento. Los espectrofotémetros son adecua-—
dos para realizar medidas en las regiones ultraviocleta, visible e

infrarroja.

4. ~ANALISIS ABSORCIOMETRICO CUANTI TATIVO:

La espectroscopia de absorcidn en las regiones ultravioleta y
visible es una de las herramientas mias amplliamente utilizadas para
el andlisis cuantitative.

Las sigulentes caracteri{sticas son las mas importantes al usar

este método.
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a) Este método tiene gran aplicacidn ya que existe un gran numero
de éspecies inorganicas y orgénicas que absorben en 1la regién
ultravioleta y visible.

b) Poseen sensibilidad entre moderada y alta si se logra encontrar
una regidn de longitud de onda en la que el analito sea la ¢nica
especie absorbénte de la muestra.

<) Buena exactitud, ya que el error que se puede presentar en una
medida espectrofotométrica tipica es del orden del 1 al 3 por cien—
to.

d) Facil y comodo de usar.

Variables que influyen en la absorbancia:
a.~ Naturaleza del disolvente.
b.- pH de la solucidn.
c. Temperatura.
d.- Concentraciones elevadas de electrolitos.
e.- Presencia de sustancias inter ferentes.
tos efectos de estas variables se deben conocer y se deben ele-
gir las condicicnes de analisis de forma que la absorbancia se vea

lo menos afectada.
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CROMATOGRAFIA

€2, 3,

Las formulaciomes farmacéuticas son mezclas complejas que
incluyen ademas de uno o mas ingredientes activos un numero de ma-
éeriales inertes tales como diluentes, desintegrantes, colores, sa-
bores caonservadores, etc. Para asegurar la estabilidad del producto
final, se debe tener un método capaz de separar estas mezclas en
componentes individuales. Entre las técnicas de mayor aplicacidén
para la resclucién de estas mezclas, destaca un grupo de métcodos
de alta eficiencia que scn llamados colectivamente cromatografia.

La cromatografia es una técnica desarrollad a a principios de
siglo, que permite la separacidén de sustancias que se encuentran en
una mezcla. El nombre comatograffa se debe a que las primeras
separaciones se llevaron a cabo con pigmentos de plantas, los cua-
les se observan como bandas coloridas. En general, la cromatografia
es un proceso de migracién diferencial en el cual los componentes
de una mezcla son transportados por una fase mévil, gas o liquido y
retenidos selectivamente por una fase estacionaria que puede ser un
liquido o un sdlido.

Bas&ndose en el estado fisico de la fase estacionaria y la fase
m&vil, en las propiedades fisicoquimic as, (solubilidad, grade .de\
ionizacidn, punto de ebullicidn, polaridad ) y en las interacciones
entre los tres componentes del sistema, la cromatografia puede
dividirse en cuatro tipos:
1.-Cromatografia de absorcidn.

2.-Cromatograffa de particidn.
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3.-Cromatografia de intercambio iénico.
4.-Cromatografia de exclusién.

Si la fase estacienaria es un sélide, &1 procesc es llamade
cromatograffia de adsorcidn; si la fase estacionaria es un liquido,
se llama cromatografia de particidn.

1.-CROMATOGRAFIA DE ADSORCION:

La fase mévil que contiene los solutos disueltos pasa por la
super ficie de la fase estacionaria. La retencidén de los componentes
y su consecuente separacidn depende de la disponibilidad de 1los
Atomos de la superficie para remover los solutos de la fase mdévil y
adsorberlos temporalmente por medio de fuerzas electrostaticas. Si
la fase mé&vil es un liquido, el proceso se llama cromatografia
1{quido-solido, pero si la fase mévil es un gas, el método ©es
llamado cromatograff{a gas—sdl ido.

2. -CROMATOGRAFIA DE PARTICION:

Un material s&lido inerte, tal como la silica gel o tierra
de diatemeas, sirve como soporte a una capa delgada de liguido 1la
cual es la fase estacionaria; la fase mévil que contiene los
solutos pasa cerca de esta fase liquida y entonces se lleva a «cabo
la retencién y la separaciédn de los solutos entre los dos fluidos;
esta separacidn depende de los coeficientes de particion de 1los
solutos. Si la fase mé&vil es un liquido, este tipo de cFomatografia
de particién se denomina cromatografia liquido-liquido, y =i la

fase mévil es un gas el procesa se llama cromatografia gas-liquido.
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3. -CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO:

La fase mévil consiste en una matriz polimérica rigida
cargada ya sea positiva o negativamente. Si{ tiene carga positiva da
sitios de intercambio positivos (R+) que atraen y retienen a los
aniones de la muestra (X-). Este proceso se denomina de intercambio

anidénico y puede representarse por:
(R+Y=) + (X=)~———= (R+X=) + (Y=)

El proceso complementario de intercambio catidnico ocurre
cuando la superficie de la resina tiene cargas negativas, CR=-)
que atraen y retienen a los cationes de la muestra (X+) y su

intercambio puede representarse por:
(R=Y+) + (X+)—m—== (R=X+) + (Y4}

La separacién se basa en la fuerza de las interaciones entre
los iones de la muestra y los sitios de intercambio. Leos iones que
interactuan debilmente con los sitios de intercambio se retienen
poco, mientras que los iones que tienen interaciones fuertes se

retienen mas.
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4. -CROMATOGRAF IA DE EXCLUSION:

La fase estacionaria es una sustancia polimérica gue contiene
numerogsos poros de dimensiones moleculares. Los solutos cuye tamaMo
molecular es suficientemente peguefMo se separan de la fase moévil
para difundirse en los poros. Las moléculas grandes, que no
caben dentro de les poros, permanecen en la fase mévil vy oo son
retenidas. Este método es el mas adecuado cuando se trata de sepa~
rar mezclas en las cuales los solutos varian considerablemente en
tamaklo molecular.

La fase mévil en 1la cromatografia de exclusidn puede ser

liquida o gaseosa.

CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA

La cromatografia en capa delgada es una de las técnicas de
separacidn mas populares y ampliamente usadas en el analisis
farmacéutico cualitative y cuantitative, ya que es sencilla
versatil, sensibla, reproducible ¥y barata, Pero el area farmaceubi-
ca no &8s su Mico campo de aplicacién sino también es atil en areas
como la de alimentos y toxicologia .

Esta técnica es una forma de cromatografia de adsorcidn gque
consiste en un adsorbente sdélido, (fase estacionaria),aldmina o gel
de silice, distribuido uniformemente sobre una super ficie
plana, generalmente vidrio. Este adsorbente presenta cierta

capilaridad dada por las particulas finamente divididas y que
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permiten que la fase mdvil pase entre las particuias del
adsorbente.

La separacidén ocurre cuando uno de los componentes de la mezcla
es retenido en mayor grado por la fase estacionaria que los otreos
componentes. La fase estacionaria puede modificarse de acuerdo a
las necesidades de separacidn, aunque el factor mas importante

para que ésta se lleve a cabo en forma adecuada, es la fase mévil
elegida.
£l movimiento de cada sustancia en un determinado sistema es

caracteri{stico y puede ser un dato valiocse en la identificacidén de
ellos. Esta caracteristica se conoce con el nombre de Rf (relacidn
al frente) y representa la distancia recorrida por el compuesto, en
relacién a la distancia recorrida por la fase mévil, por lo que
sus valores siempre oscilaran entre cero y uno.

Criterio para la separacidén cromatoagrafica

En todo procedimiento cromatografico las condiciones &ptimas
para la separacidn se obtienen de una seleccién adecuada de las
fases mévil y estacionaria .

La eleccidn de las fases mévil y estacionaria se debe hacer de
acuerdo al problema particular en estudio y con s iderande 1la
estructura gquimica y el comportamiento cromatografico del soluto.
De aqui la 1mporcansia de conocer conceptos coma el de polaridad vy

coeficiente de distribucién.
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1.-POLARIDAD:

La definicién de polaridad esta basada en la
afipidad que presenta un compuesto por la fase estacionaria; ast
por ejemplo un solvente polar tiene la caracteristica de
arrastrar facilmente a los solutos polares a travéz de un sistema
cromatografico, mientras que un solvente no polar arrastra a los
solutos no polares.

La polaridad depende de la naturaleza de 1los grupos fun—
cionales, la siguiente secuencia ilustra el concepto de polaridad
en relacién a la actividad de grupos funcionales sin considerar

interacciones moleculares.

=NH+X~ > RCOOH >-OH >-NH >-0COCH > ~HR > -~NO > -OR >ARILO >ALRUILD

2.-COEFICIENTE DE DISTRIBUCION:
El factor principal en cualquier forma de cromatografia es el
coeficiente de distribucién (K) de una sustancia entre las dos

fases del sistema cromatcografico.

cantidad de soluto por unidad de fase estacionaria

cantidad de soluto por unidad de fase mévil

En la cromatografia de adseorcidn, K depende de la temperatura y
de la concentracién del soluto. A una temperatura dada la relacién
entre la cantidad de soluto en cada fase puede expresarse grafica-

mente. por la isoterma de adsorcién.
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La isoterma ideal es una linea recta con pendiente igual a
unc, que se obtiene al graficar la concentracidén del solute en la
fase estacionaria contra su concentracidn en la fase mévil.

Si al desarollar una placa se obtienen manchas poco definidas
con tendencia al barrido y con forma de gota que cae o se levanta,
es porque la isoterma de adsorcién no es lineal sino concava o
convexa.

Es por esta razén que en ccb se busca trabajar a
concentraciones en las que la isoterma de adsorcidén se aproxima a
la linea recta.

Cuando dos sustancias en una mezcla tienen diferentes isotermas

de distribucidn pueden ser separadas con excelentes resultados.

3.-FASE MOVIL:

El #xito en la cromatografia en capa delgada depende en  gran
medida de la seleccidn adecuada de la fase mévil por la que deben
considerarse algunas recomendaciones:

a) Muchos disolventes son higroscédpicos y pueden ser afectados por
la humedad, por lo gue es conveniente almacenarlos en lugares secos

y en recipientes bien cerrados.

b) L as condiciones y tiempo de almacenamiento pueden causar
deterioro en los di s olventes, por lo que debe procurarse no
utilizar disolventes viejos.

€) La mezcla de disolventes nao debe prepararse con mucha

anticipacién, ya que puede haber interacciones gque modifigquen la
naturaleza de la mezcla.
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d) La mezcla de disolventes no debe usarse varias veces, ya que
puede variar la composicién al evaporarse alguno de los componentes

al abrir la camara cromatografica.

4.—-ADSORBENTES:
Los adsorbentes que se Usan mas comunmente en cromatografia en

capa fina son: silica gel, albamina, tierra de diatomeas y celulosa
en polvo, entre otros.

Cualquiera de los adsorbentes gque se mencionaron se pueden usar
puros, pero aes mas conveniente incorporarles un agente
aglutinante, por ejemplo sulfato de cAlcio y almidén para gque tenga
una mayor cohesidn. Ya que la adsorcidén es esencialmente un fendme-—
no de superficie, el grado de separacidén depende del Aarea de super-—
ficie de un adsorbente, de aqui el interés por los adsorbentes con

tamafo de particula pequefio.
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REQUISITOS PARA EL TRAMITE DE REGISTRO
DE MEDICAMENTOS EN MEXICO

Para que un medicamento pueda comerclalizarse en México es hece-

sario que este registrado ante la Secretaria de Salud.

Este registro indica que el medicamento ha sido analizado y dic~
taminade como eficaz y seguro. Para esto es necesario cumplir con
una serie de requisitos que se encuentran fundamentados en la le-

gislaclién vigente constituida por:

-LEY GENERAL DE SALUD.

—-REGLAMENTO EN MATERIA DE INVESTIGACION PARA LA SALUD,
~REGLAMENTO DE LA LEY DE SALUD EN MATERIA DE CONTROL SANITARIO
DE ACTIVIDADES, ESTABLECIMIENTOS, PRODUCTOS Y SERVICIOS.

-FARMACOPEA DE LOS ESTADOS UNIDOS MEXICANOS QUINTA EDICION.
SECRETARIA DE SALUD, MEXICO 188B.

El tramite de regisiro de medicamentos se divide en dos grupos:

AYMEDICAMENTOS YA REGISTRADOS EN MEXICO.

BYMEDICAMENTOS DE NUEVO REGISTRO EN MEXICO.

Primeramente se mencicnaran es forma resumida los requisitos que
se deben cumplir en el casc de un medicamentc ya registado en
México Ccuadro ID.
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CUADRO I

-
- 1.1
1.-Parte
1.2
farmacsutica <
1.3
Medicamento -
Registrado
W~
en México r
2.1
< 2.-Parte
farmacolé&gica
2.2
L.
3.-Parte biofarmacéutica

.

Informacién quimica para faArmacos
Informacidén quimica para aditivos
Informacidn sobre la forma farma-

céutica

Estudios farmacoldgicos pre-
clinicos

Estudios farmacolégicos clinicos

1.1 Como informacién quimica para farmacos se debe preparar ~una

monografia que contenga cada uno de los siguientes puntos:

a

by

c

d)
e)

f

Nombre genérico internacional CINN/OMS).

Nombre quimico C(IUPAC).

Férmula desarrollada,

Formula condesada.
Masa molecular.

Descripcidén,
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g) Propiedades fisicoquimicas y bioldgicas (segtn el caso)
Metodologia analitica (lineal repreoducible y exacta)

h) Condiciones de manejo, conservacidn y almacenaje

Ademas se debe incluir en papel membretadeo y firmado por el -
Responsable Sanitaric de la empresa lo siguiente:

a) Resumen del procedimiento de obtencidn.

b) Prueba de estabilidad de tre% lotes; ya sea a tempe-
ratura ambiente para 1los impeortados , y estabilidad
acelerada para los nacionales.

¢) Certificado de analisis de acuerdo a lo que marque la

monografia.

1.2 La informacién 'quSmica que se debe presentar depende del tipo

de aditivos.

a) Colorantes de acuerdo al Gltimo CFR publicado y a las

restricciones de uso del Comite de Aditives de la Co-
misién Permanente de la Farmacopea de los E.U.M.

b) Saborizantes: Certificado analitico del proveedor.

Certificado analitico del laboratoriao.
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c) Otros componentes: Nombre quimico.
-Referencia bibliografica completa de la monografia.

-Certificado analitico de acuerdo a la monografia

d? En caso de tratarse de compuestos de
procedencia extranjera no es necesario legalizar el

certificado.

1.3 Sobre la forma farmacéutica se debe presentar la siguiente do-

cumentacidn.

a) Forma Farmacéutica.

b) Férmula cuali~cuantitativa.

c) Resumen del diagrama de flujo del procedimiento de fa-
bricacidén.

d? Monografi{a del producto terminadc incluyendo caracte—
risticas fisicoquimicas, especificaciones, métodos —

analiticos.

~

e) Certificado analitico completo incluyende nombre —

comercial, forma farmacéutica, tamaNo de lote, ndamerc

de lote fecha de fabricacién, tipo de envase primario

pruebas de hermeticidad, condiciones de conservacién y

almacenaje y fecha de analisis.
f) Pruebas de estabilidad acelerada (tres lotes) y en
base a ellas, proponer una fecha de caducidad.

Certificado de libre venta emitida por la Autoridad

-

-]

Sanitaria del pais de origen debidamente legalizado.
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h) Proyectos de marbete para la presentacidén venta al pa-

blico y/o sector salud.

2.1 Parte Farmacoldgica:
a) Un resumen de la actividad farmacoldgica preclinica

que sugiera efectividad terapéutica, que deberi acom-—

pafarse con la informacidn completa.

b) Estudios de Seguridad.

I~TOXICOLOGIA (debe documentarse)

Aguda (DL S0) Sa debe realizar en tres especies de
animales.

Subcrdnica Realizar en dos especies animales du-

rante 3 a 6 semanas.

Crénica Realizar en dos especies animales con

tres niveles de dosis.

II-Efectos sobre la reproduccidn:

(Realizar las pruebas en una especie in viva)

III-Mutogénesis:
(Realizar las pruebas in-vitro)

Iv-Carcinogénesis:
(Realizar in-vitro y/o in-viva)
2.2 ESTUDIOS FARMACOLOGICDS CLINICOS:

FASE I: Desarrollo Del Perfil Farmacolégico:

a) Dosis Maxima Tolerada.

b) Dosis-Efecto.
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"
~

d)
2)

13

FASE

a)
b
c)

d)

FASE

a)
b)
<)
-]
e)
1]
Q)

hy

Duracisén-efecto.

Efectos sobre constantes bioldédgicas.

Efectos colaterales iniciales.

Farmacocinética : Absorcidén, Distribucién, Biotrans-
formacid&n Concentracicnes plasmati-

ca Vida media, Excrecidén.
II:Estudios pilato de eficacia y tolerancia.

Eficacia a dosis vartiables.

Dosis maxima tolerada y minima efectiva .

Dosis terapéutica media o dosis eficaz media.

Seguridad: Tolerancia a dosis variables.
Efectos sobre constantes bioldgicas.
Efectos adversos.

IIl: Perfil Terapéutico y de Seguridad con la Forma

Farmacéutica Definitiva.

Estudios comparatives.

Indicaciones primarias.

Contraindicaciones.

Efectos adversos.

Interacciones.

Incompatibilidades.

Antldotos;

Precauciones.,

3.-Parte Biofarmacéutica:

Se debe presentar documentos de Biodisponibilidad y

Bicequivalencia.
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B:MEDICAMENTOS DE NUEVO REGISTRO EN MEXICO

Cuando se quiere registrar un medicamento nuevo an Méxice es ne-
cesario enviar la misma documentacidn que cuando se trata de un me-
dicamento ya registrado, la diferencia esta en gue los estudios de
farmacologia Preclinica, Farmacolegia Clinica y Estudios de Bio-—
equivalencia deben de realizarse ademas de documentarse.

Para cualquiera de los dos casos de tramite de registro es nece-
sario, acompafar la documentacidén con la solicitud que aparece en

el Anexo I.

MDDIFICACIONES A LAS CONDICIONES DE REGISTRO

Cuando se desea modificar alguna de las condiciones del registro
se debe llenar una solicitud como la que aparece en el Anexo II y
acompafarla de la siguiente informacidn:
a) Si se trata de un cambio de vehiculo hay que incluir
la informacién quimica para aditives y la informacidn

sobre la forma farmacdutica
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SECRETARIA DE SALUD c
olili

jfn SUBSECRETARIA DE REGULACION SANITARIA

DIRECCION GENERAL DE CONTROL DE INSUMOS PARA LA SALUD

ANEXO 1

CLLENESE A MAGUINA KN ORIGINAL ¥ DO3 COPMA3)

SOLICITUD DE REGISTRO DE MEDICAMENTOS

C. DIRECTOR GENERAL
PRESENTE
WOMBA OEL TITULAR GEL WESISTAG
COIZILIC CON COIEO POBTAL Wia 760, OF CAUBANTES
TeLgrcnos J‘!k“ LICERCIA SANITARIA
e

SOLICITA A USTED ATENTAMENTE REGISTRO DEL PRODUCTO VOENTE WasTa

MARCA RESISTRADA O NOMSACL COMERCIAL

rEcHa NES AFD

REQISTAD 174 No

HOMBRE GENERICO
VMIENTE HAMYA  DIA WES ANO

FORNA PANMACEUTICA nEa, CANIFARMA

DATOS SENENALES DLL MEDICAMENTO

PLANTAS
ALOPATICO (: MONOFARMACO : MEDICINALES D

unrems pane ]
PROOUCTO TEAM.

HOMEOPATICO D POLIFARMACO l: IMPORTADO:

¥4J0 PROTESTA DE DECIR VERDAD

NOWBREL Y FIRWA DEL TITULAR DEL REQISTROD NOMBAL Y. FIRNML DEL GUINICO RESPONSABLE
© DE SUMEFAEIENTANTE LEGAL OEL ESTABLECIMIINTO



1 COMPOSICION CUALITATIVAY CUANTITATIVA DEL MEDICAMENTO

O O N O ¢ b N

A- FORMUL A INVARIABLE
{ FARMACOS ACTIVOS)

+ CANTIDAD(S1) O POTENCIA - +
DESCRIPCION DE LA(S)PRESENTACION{ES)
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VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
¢ 11
Para que un medicamento sea lanzadoc al mercado es muy importante
‘que cumpla con los requisitos de calidad, seguridad y eficacia
clinica, ya que el objetiveo principal es que cure alivie o prevenga
una enfermedad.
Una de las maneras con gque se cuenta para poder lograr esge ohjeti-
vo es asegurarse que el mé&todo analitico que se utiliza, para
analizar «l medicamento sea efectivo y capaz de detectar
impurezas, sustancias relaclonadas provenientes de 1la sintesis
del farmaco y productos de degradacidn del principio active,

colocado bajo diferentes condiciones de almacenamiento.

VALIDACION DE METODOS ANALITICOS: Es un proceso de estudios de la=-
boratorio, en el que se establece, que la capacidad del método sa-
tisface los reguisitos para las aplicaciones analiticas deseadas.
La capacidad se expresa en términos de parametros analiticos .

Los parametros que deben de considerarse en la validacién de un mé~
todo analfitico son los siguientes.
1. LINEARIDAD a) Linearidad del sistema.
b) Linearidad del método.
2. PRECISION a) Precisidén del sistema.
b) Precision del método.
-Repetibilidad.
-Reproducibilidad.

3. EXACTITUD



4. ESPECIFICIDAD:

a) Especificidad para métodos de control de ca-

lidad.

b) Especificidad para métodos indicadores de

estabilidad.

S.-~ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA

1. LINEARIDAD: La linearidad de un sistema o método analditico,
indica que los resultados analiticos, los cuales pueden ser obteni-
dos directamente, o por medio de una transformacidén matematica bilen
definida, son proporcicnales a la concentracidn de la sustancia
dentro de un intervalo determinado. Entendiendose por intervalo las
diferentes concentraciones que existen entre los niveles superior
inferior de la sustancia, en el cual, el método ha demostrade ser
preciso, exacto y lineal.

a) LINEARIDAD DEL SISTEMA: Se utiliza una solucién patrdén a partir
de la cual se preparan S diluciones y se hacen andlisis para cada
dilucién por duplicado., Con los resultados obtenidos se construye
una curva de calibracién.

b) LINEARIDAD DEL METODO: Se determina a partir de placebos adicio—
nados, de cuando menos 3 diferentes cantidades de la sustancia de
interés (placebos cargados), cada uno de manera {ndependiente, ha

haciendo los analisis por triplicado.
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2. PRECISION: La precisién de  un métedo analltico es el grado de
concordancia entre resultados analiticos individuales, cuando el
pro;edimiento se aplica repetidamente a diferentes muestreos de una
muestra homogénea del producto. Usualmente se expresa en términos
de desviacién estandar o del coeficiente de variacidn.

La precisién es una medida del grado de reproducibilidad y/o repe—
tibilidad del método analitico, bajo las condiciones normales de
operacidn.

a) PRECISION DEL. SISTEMA: Se determina por el analisis sextuplicado
de una misma solucién estandar correspondiente al 100% establecido
en la lipearidad del sistema.

bh) REPETIBILIDAD: Es la precisidn de un método analitico, expresa—‘
do como la concordancia obtenida entre determinacienes independien-—
tes realizadas bajo las mismas condiciones, (analista, tiempo,
laboratorio).

<) REPRODUCIBILIDAD: Es la precisidén de un método analitico,
expresado como la concordancia, entre determinaciones independien-
tes realizadas bajo diferentes condiciones, (diferente analista, en
diferentes dias, en el mismo'y/o di ferentes laboratorio, utilizando

el mismo y/o diferente equipod.

3. EXACTITUD: La exactitud de un método analitico, es la concordan-
cia entre un valor obtenido experimentalmente y el valor de refe-
rencia. Se expresa como el porciento de recobro cobtenido del
andlisis de muestras a las que se les ha adicionado cantidédes co-

nocidas de la sustancia.
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4, ESPECIFICIDAD: Es la propiedad de un método analitico para obte-
ner una respuesta debida ¢nicamente a la sustancia de interes y no

a otros componentes de la muestra.

S. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA: Se determina mediante 1a
comparacidén de los resultados de los anaAlisis iniciales de 3 mues-
tras con los obtenidos de las mismas muestras después de permanecer

por un tiempo determinado en diferentes condiciones.
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II1 PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

_El farmaco en estudic es la dipirona sédica en una solucion
inyectable, conteniendo 1g en dos mililitros de solucién.

El trabajo experimental consistid en la validacién Yy
somparacsidn estadistica de dos métodos analiticos para la
cuantificacidén de la dipirona sédica, unc por espectrofotometria
ultravioleta y el otro por cromatografia en capa delgada. En este
dltimo se realiza una separacién del producto de los demas
componentes de la formulacidn y de los productos de degradacién vy
su posterior cuantificacién por espectrofotometria.

El método por C.C.D. es Gtil para el estudio de estabilidad del

producto.

1. METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA LA DETERMINACION DE DIPIRONA
1.1.Materiales y equipo utilizados.
Espectrofotémetro U.V. Lamda 2 Perkin Elmer.
Matraces volumétricos.
Pipetas volumétricas.
1.2.,Reactivos.
Agua destilada.
Solucién 0.01 N de Aacido clorhidrico.
1.3.Preparacidn de las soluciones.
Solucién de referenciat
Pesar con exactitud alrededor de 40 mg de dipirona sédica
estandar de referencia, transferir a un matraz volumétrice de

100 ml, llevar a volumen con agua destilada y mezclar,
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Transferir _ una alicuota de S ml a un. matraz
volumétrico de 100 ml y llevar a volumen con solucién O,0IN de
acido clorhidrico y mezclar.

Solucidén problema:s

Transferir una alfcuota de 2 ml de la solucidn de dipirona
sbdica obtenida de 10 ampolletas a un matraz volumétrico de 100 ml
llevar a volumen con agua destilada y mezclar. Transferir una

alicuota de 10 ml a un matraz volumétrico de 100 ml y 1llevar a
volumen con agua destilada, mezclar.

Tomar una alicuota de 2ml de 1la solucidn anterior vy
transferirla a un matraz volumétrico de 100 ml llevar a
volumen con solucidn 0.0IN de Acido clorhidrico (conc.: 0.02 mg/ml).

Leer las abéorhan:ias de las soluciones estandar y problema en
un espectrofotémetro a una longitud de onda de 257 nm, usando como
blanco de aJjuste una solucién conteniendo S partes de agua
destilada con 95 de solucidn 0.01N de acido clorhidrico

1.4.Calculos.

Am x Cs x Pot.est fd
mg dipirona sédica/ampolleta =

Aest x 1000

Donde:
Am= Absorbancia de la muestra.
Astd= Absorbancia del estandar.
Cs= Concentracidén del estandar.
Fd= Factor de dilucidén = S0000.
1000= Contenido de principio activo (mg) x ampolleta.

Pot.est = Potencia del estandar.
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2. ~METODO POR CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA PARA LA

DETERMINACION DE DIPIRONA SODICA.

2.1.- Materiales y Aparatos.
Equipo para cromatografia en capa delgada.
Cromatoplaca de vidrio de Z20x20 cm recubierta con una
capa de gel de silica (Merck) con indicador fluorescente,
Microjeringa Hamilton de 50 mel de capacidad.
Papel filtro Whatman No. 40.
Espectrofotémetro U.V. Lamda 2 Perkin Elmer.

Matraces y pipetas de vidrio.

2.2. ~Reactivos.
Hidréxido de amonio R.A.
Butanol R. A.
Acetona R.A.
Butil acetato R.A.
VAcido clorhidrico A.R.

Agua destilada R. A.

2.3. Preparacidén de las soluciocnes.
2.3.1, Fase Movil:

1 parte de solucién de amonlaco al 10%.
89 partes de agua.

30 partes de 1-butanol.

40 partes de acetona.

S0 partes de butil acetato.

48



2.3.2. Solucién de Referencia.
’ Pesar SO0 mg de sustancia de referencia de dipirona sd&dica
colocar - en un matraz volumétrico de 25 ml, disolver con metanol,

mezclar 'y llevar a volumen con metanol.

2.3.3. Preparacidén de la Muestra.
Transferir una alicuota de 2 ml de la solucién de dipirona
sddica obtenida de 10 ampolletas dentro de un matraz volumétrico de

50 ml, llevar a volumen con metancl, mezclar.

2.3.4. Frocedimiento.

Dividir la cromatoplaca en cinco carriles de aproximadamente
4 e¢m de ancho cada uno. Aplicar con una microjeringa, por duplicado,
S50 mcl de la solucidn de la muestra, y por duplicado, S50 mcl de la

solucidn de referencia. En el carril scbhrante aplicar S5O mcl de
metanol como blanco.
Coleocar la cromatoplaca en una camara cromatografica forrada

interiormente con papel filtro y saturada previamente durante 20
minutos con 100 ml de la fase mévil,

Dejar correr el solvente bhasta 14 am arriba del punto de
aplicacién. Retirar la cromatoplaca y dejar evaporar el solvente.

Observar la cromatoplaca bajo luz ultravieleta y marcar las
zonas correspondientes a la dipirona (mancha inferior), de
acuerdo a la solucion de referencia y una zona del mismo tamafo del
carril correpondiente al blanceo. Transferir cuantitativamente las
porciones de silica marcadas a un tubo de ensaye de SO ml.
Adicionar a cada tubo volumétricamente 20 ml de solucidn ©.0IN de

&cido clorhidrico , agitar durante S min.
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Filtrar a travez de papel filtro Whatman No 40. Determinar las
absorbancias de las soluciones en celdas de 1 cm en un

espectrofotémetro a una longitud de onda de 257.2 nm.

2.3.5s- Calculos.
Calcular la cantidad de dipirona sdédica por ampolleta de la

siguiente manera:

Am x Cstd x Potstd x V.P. x 50000

mg de dipirona/ampolleta =
Astd x 2 ml

Dondes

Am = Absorbancia de la muestra.

Astd = Absorbancia del estandar.

Cstd = Concentracion del estandar.

Potstd = Potencia del estandar.

2 ml = Alicuota de muestra.

V.P. = Volumen promedio.

50000 = Factor de dilucién.
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3.-VALIDACION DE LOS METODOS ANALITICOS.

3.1, Linearidad del sistema.
Se determina construyendoc una curva de calibracién
graficando la concentracidén de dipirona sédica contra la respuesta

analitica.

Se prepara una solucidn patrén y a partir de esta se hacen las

diluciones adecuadas para obtener las siguientes concentraciones.

Concentracidn Corresponde a
0.008 mg/ml 40%
0.016 mg/ml : 80%
0. 020 mg/ml 100%
0.024 mg/m}l 120%
0,028 mg/ml 140%

Los analisis se realizan por duplicado siguiendo los dos métodos
anteriormente descritos.
Los parametros que califican la linearidad del sistema son:

Coeficiente de variacidn (C.V.) y coeficiente de determinacien ¢r).

3.2.Precisién del sistema. ,
La precisiéon del sistema se probsé preparands seis
diluciones con una concentracidn correspondiente al 100% de
dipirona sé&dica, concentracidn final de 20 meg/ml. El  parametro

que califica la precisidn del sistema es el coeficiente de

variacidon (C.V.>.



3.3.Linearidad del método.
Se detemind con placebos adicionados del principico activo,
cada uno de manera independiente, a ecinco diferentes

concentracicnes de dipirona sédica

Porcentaje Conec. Final Peso de diplirona
Cmgsmld sdédica
40% 0. 008 400 mg
80% 0.018 80O mg
100% 0. 020 1000 mg
120% 0.024 1200 mg
140% 0, 028 1400 mg

El andlisis se realiza por triplicado y se grafican la cantidad
recuperada contra la cantidad adicionada. Los parametros que
califican la linearidad del método son: Coeficlente de variacidn de
los porcentajes recuperados (C.V.D>, coeficiente de determinacidn
cr pendiente de la recta (md, intercepto de la recta con el eje

de las ordenadas C(bd.

3. 4. Exactitud del método,
Se determiné con seis placebos adicionades de dipirona
sédica equivalente al 100%, concentracion de 20 meg por ml y
siguiende los métodos mencionados.
El parametro de calificacidén es la.media de los valores recuperados
ceon referencia a los tedricos o adicionados y el coeficiente de

variacion CC.V.D.
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3. 8. Precisién CReproducibilidad)

Se determina de una muestra homogénea del producto cercana

al 100% de la concentracién tedrica.

El analisis de esta muestra se hace por dos analistas en dos dias

diferentes y por triplicade. El parametro que califica a la

reproducibilidad es el coeficiente de variacién CC.V.D.

3. 8. Especificidad.

3.8.1. Para Control De Calidad.

Se analiza el placebo del producto de acuerdo al método

descrito para comprobar que la respuesta obtenida

Gnicamente a la dipirona sédica.

3.8.2. Para Estudios De Estabilidad.
La materia prima y el producto terminado se colocan
siguientes condicicnes para lograr su degradaclén.‘
ad A 70 € ~ 120 € durante 2 semanas.

b> Luz ultravicleta durante 2 semanas.

se debe

bajo las

3 En soluciones de pH 1 — 2 y 10 -12 durante dos semanas a 860°C ~

80°c.

d> En solucién de perdxido de hidrégeno durante 2 semanas a

temperatura amblente.

El criterio es verificar que los productos de degradacién y- o

sustancias relacionadas no interfieren con la cuantificacién de la

sustancla de_interés, utilizando el métede desarrollado.
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3.7.Estabilidad de la muestra analitica.

Con este parametro se establ e ce la estabilidad de
dipirona sédica en el disolvente utilizado para la preparacién de
la muestra. Para determinarla se dejan muestras ya analizadas a
temperatura ambiente y en refrigeracisn, ¢ protegidas de 1la luz )
Yy se vuelven a analizar después de un determinado tiempo bajo las

condiciones de operacidn.

El criterio que califica este parametro es el siguiente: 1la
muestra es estable si el I.C. para la diferencia de la media del
analisis de la muestra con respecto a la media del analisis
inicial incluye el valor de cero y/o la magnitud del efecto no
exceda los siguientes porcentajes de acuerdo al método:

Cromatografico + 2%
Titrimétricos + 2%

Guimicos y Espectrofotométricos + 3%

Microbiolégicos + 5%

4. FORMULAS ESTADISTICAS.
Para la validacidén de un método analitico se emplean las

siguientes férmulas:

4.1 Media (X) = w———e——

4.3 Intercepto con el eje de las ordenadas (b) = y-mx
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4.4 Coeficiente de determinacidn.

: 2
Int ¢ xy > -C x>2¢€C y>

¢cr® =
nt € x> -€C x51Int€C yd=¢C y»d1

n CEX® - cDo?
4.5 Desviacién estandar (DE> =

4.7 Error esténdar CE.S.2 = -

4.8 Intervalo de confianza €I.C.> = E.S. % t 95%

4.9 Limites de conflanza para el 95% de probabilidad.

cL.ed =x I 1,0,
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5. RESULTADOS DE LA VALIDACION DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO.

8.1 Linearidad del sistema.

PORCENTAJE CONCENTRACI ON ABSORBANCI A FACTOR
mgsml € <y

40% 0. 008 o.218 26.87

0. 008 0.211 26.37

80% o.016 0. 428 26.58

0.016 0. 424 2e. 50

100% 0. 020 0. 528 2e. 30

0. 020 o.527 26.35

120% 0.024 0. 828 28.18

0.024 0. 630 28.28

140% 0. oz8 0. 732 - 28.14

o, oz8 0.734 2e.21

Resul tados:

b = 0.0088

r = 0.9095 coeficiente de correlacidn

r? = 0.9990 coeficiente de determinacién

Criterio de aceptacién: Resul tados:
C.V, - 1.85% O, 74680% cumple
r - 0.89 0. 8085 cumple
r? - 0.08 0.g090 cumple



LINEARIDAD DEL SISTEMA
DIPIRONA SOLUCION

ABSORBANCHA
08

’ D i - ) 1 )
a & 10 16 20 26 )
mog / ml :

WAL DACION DEL METODO



$.2 Precisién del sistema.

Solucidén preparada al 100% , concentracidn de 0.02 mg/ml

concentracidn absorbancia
mg/ml
0.02 0.526
0.02 0.527
0.02 0.528
0.02 0.526
0.02 . 0.525
0.02 0.527

Resul tados:

X = 0.526

D.E.= 0.001643
C.V.= 0.31%
Criterio de aceptacidn: Resul tados:

c.V. £ 1.5% 0.31% cumple
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5.3 Linearidad del método,

mg adicionados mg recuperados srecuperado Conc. Final
mg/ml
601.0 618,34 102.88 0.0120
800.5 803, 50 100. 80 0. 0120
580.6 818,12 i102. 60 0.01102
800.0 708. 40 @9, 53 ©. 0180
800.5 BOZ. 40 100. 30 0.0180
790.3 78, 40 08, 85 0. 0159
1000.0 1010, 40 101.09 0. 0200
1000.8 1014.90 101.89 0. 0200
1000.4 1010.80 101.09 0. 0200
1200.3 1214.70 101.19 0. 0240
1200.8 1228. 40 ‘102. 38 0. 0240
1200.9 11885.20 99. 66 0, 0240
1400.1 1414.10 101.40 ©. 0280
T 1400.3 1420.02 102. 08 0. 0280
1399.8 1410,10 100.72 0.02879
Criteric de aceptacidn: Resul tados:
m =1 m = 1.0181 cumple
b=20 b =18.17 cumple
r® 2 0.08 r% = 0.886 cumple
promedico de recobro 87-103% 101.41% cumple
c.v. £ 3% . 1.131% cumple
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LINEARIDAD DEL METODO
DIPIRONA SOLUCION

- CANTIDAD RECUFPERADA {mg)

0o 2 4 8 8 10 12 14 "
CANTIDAD ADICIONADA (mg) (Thousands)

WALIDACION DEL METCDO



S.4 Exactitud del Método

mg adicionados mg recuperadoss 7% recuperado conc. final

mg/ml
1000.0 1010.4 101.09 0.02
1000.8 1019.4 101.399 0.02
1000. 4 1010.9 101.09 0.02
1000.1 1020.4 - 102.04 Q.02
1001,0 1028.7 102.87 Q.02
999.8 1016.8 101.68 ' Q.019

Resultados:

D.E.=0.&7

C.V.=0.6535
Criterio de aceptacién: resul tados:
Promedio de recobro 97-103% 101.79% cumple
c.v.$ 3y 0. 6595 cumple

S9



5.5.Precisién del Método (reproducibilidad?

ANALISTA

102.00
1 101.70

D 101,88

A 100.72
2 100,72

100.95

Resultados:
%=101.635
D.E.=0.8996

C.V.=0.885%

Criterio de aceptacidn:

c.v. £ 3%

60
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100.38

101.84
102.92

100.190

Resutados:

C.V.=0.885%

cumple



§.5.1 AnAlisis de Varianza (ANADEVA).
Férmulas utilizadas:

Modelo Hipotético.
Yijk = ¢ # od + &JCi) + ek(ij)

Donde:
Yijk = El ensayo de la sustancia de interés de la kesima muestra
analizada por el iesimo analista en el jesimo dia.
r = media poblacional del ensayoc de la sustancia de interés en
la muestra.
ai = efecto del analista en =1 ensayo
(donde i = 1.....a)
€j(i) = mfecto del dia anidado en el analista
(donde § = {...d)
©k(ij) = error del método analitico
(donde k= 1....r)
a = namero de analistas (donde a = 2)

d = ntmero de dias {(donde d = 2)

r = namero de replicaciones (donde r 3>
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S5.5.2 Tabla de Analisis de Varianza:

Fuente de Grados. de Suma de Media de F cal F 0.05%
var iacién libertad cuadrados cuadrados
8Ca MCa
Analista gla=a-1 SCa MCa=———= Fa=we—= Fgla/gld
Cae) gla MCd
’ T scd MCd
Dia glds(d-1da scd MCd=—m—m Fdm--—— Fgld/gle
[ gld MCe
L SCe
Error gles(r—-1)ad SCe
(e) . gle
Tabla de resultados:
Fuente de Grados de Suma de Media de Fcal F 0.05%
Variacian libertad cuadrados Cuadrados
analista gla=1 0.67833 0.67833 Fa=0.3807 38.51
Dia gld=2 3.5 1.75 Fd=2.083 6.086
Error gle=8 6.78 0.84 —_——
Interpretacisn de los resultados:

Ya que Fa < Fgla/gld0.0S

©.38 < 38,51

Ya que Fd < Fgld/gle0.05

2.083 < 6.06

El método analitico es reproducible

por los analistas

El método analitico es reproducible

en distintos dias por un mismo

analista
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S.6.Especificidad.

Se realizé un barrido en la regidn ultravioleta del espectro con
una solucidn preparada con el placebo, en este ne se observd
ninguna absorbancia .

Con esto se confirma que el método es cap&z de cuantificar 1la
Dipirona sd&dica sin»yque exista interferencia de otras sustancias

presentes en lq formulacidén.
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WAV. MA. IOONM ! ORD.MAX
WAV, MIN 200NM ¢ ORD.MIN
SPEED Sadt NM/MIN ¢ SCALE
SMDOTH o NM | GRID
LAMF Uv+V IS ! OVERLAY
BACK CORR YES t LINE TYPE
SAMPLES/BATCH 1 t  PRINT DATA
START SAMFLE 1 1 THRESHOLD
CYCLES 1 i AUTOC METHOD
CYCLE~TIME G.IMIN ! QPER. ID

H SAMPLE ID

PERKIN-ELMER LAMBDA 2 UV/VIS SPECTROMETER

G.000 ARS
10,0 NM/CH

Plashie.. Dipsoa Sotudin dnypdadle

DATE: OQ/01/01% TIME: ©00:19:18
METHOD NO.: 2 SCAN/MAN
ABSORBANCE
1.0 0.0
I

T

b

..

tnml

00 ¢
290.0
280.70
PT0.LO

6w, 0




PERE IN-ELN

EFR
LAMBUR 2 Uv/v16 BPECTROMETER

HETH 2 SCAN/RAN

SANPLE 1D &WMN’.«\—QAW

OPERATOR 1D .00

GROINATE HODE ABS
AV, HA!

wav. HIN 20084
SPEED 960 NH/MIN
SMOOTH & Ne

Lane wvIS
BACK CORR YEB
SAMPLES/RATCH 1
START SANPLE 2
CYCLES

1
CYCLE~TINE 9. tHIN

GRAPHICS PLOT ves
ORD,HAX 1.0 ABS
TRD.HIN ©.000 ABS

10.0 N/CN
GRID YES
OVERLAY YES
LINE TYPE DASHL
PRINT DATA ES
THRESHOLD 0.0tABS
AUTD HETHOD VES
OFER, 1D 0000
BAMPLE 1D 0000

PERKIN-ELHER LAMBDA 2 UV/VIS SPECTROMETER

DATET  00/01/0% TIME:

00100156

HETHOD ND.3 2 _ SCAN/MAN

ABGORBANCE

taml

ane. ¢

90,0

380.0

370.8

s

3I30.0

52040

S 316,04

W00

86,0

60,0

2700

L60.0

2m0.0

sana

230,

270.0



8.7 Estabilidad de la muestra para el método por

Espactrofotometria U. V.,

Inicial 24 horas-T.A.
obscuridad
9.8 88,9
100.4 100.3
098.9 99. 8
Yo=89.7 Y1=00.8

Formula utilizada:

Factor I =

48 horas-refrigeracién
obscuridad
8.2

i01.2
07.1

Ya=08.8

Canlisis de muestrarcondicionstiempo Dt

€ andlisis inicial i >

Resul tadoes:

Condicién: Resultados

24hrs-T. A. I.c.=-1.72 a 1.82
I11=09.89

48hrs-ref I.C.=-3.24 a 1.5
I2=80.11

x 100

La muestra es estable en estas
condiciones ya que el I.C. in-
cluye el valor de O.

La muestra es estable en estas
condiciones ya que el valor de
la media para el factor I se
encuentra entre 07-103%

La muestra es estable en estas
condiciones ya que el I.C. in-
cluye el valor de O.

La muestra es estable en estas
condicicnes ya que el valor de
la media para el factor I se

encuentra entre 97-103%



8. -RESULTADO DE LA VALIDACICN DEL METODO POR CROMATOGRAFIA

EN CAPA DELGADA,
6.1, ~Linearidad del Sistema.

Porcentaje (2 Concentracidén (0 Absorbancia CyD Factor

mg/ml

40 0.008 0.201 25. 1258
40 0. 008 0. 208 25. 375
40 0. 008 0. 203 25. 625
80 o.o12 0. 308 25. 668
80 o.o12 0.311 25. 750
80 o.012 0. 308 25,910
100 0. 020 0. 508 25. 400
100 : 0. 020 o.512 25. 500
100 0.020 0.510 25. BOO
120 0.024 o.812 25, 500
120 0.024 0.818 25. 620
120 0.024 0.615 28. 750
140 0.028 ©.710 25. 350
140 0,028 0. 711 2s5. 380
140 0.028 0. 711 '25. 390

Resultados: Criterio de aceptacidn

C.V.= 0.8577 cv. fa.5 cumple

r = 0.9897 r 2 0.09 cumple

r%='0.0994 r% -’o0.98 cumple
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LINEARIDAD DEL SISTEMA
DIPIRONA SOLUCION

ABSORBANCIA

0,8

0,6

0,4 -

0,2 -

o 1 1 1
] 5 10 15 20 25 30

CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA




6.2. Exactitud del Sistema.

Concentracidn C mg/ml ) Absorbancia

0.02 ' 0.509

0.02 . 0.503

0.02 0.507

0.02 0,502

0.02 0.507

0.02 0.499
Criterio de aceptacién Resultados:

C.V.< 1.5 % C.V. = 0.42%
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8.3. Linearidad del Método.

Cant. adicionada Cant. recuperada % Recuperado Conc. final
<mgd Cmgd megs/ml
600. 10 5689. 20 08.18 i12.0
589. 80 808, 30 100. 40 11.8
589. 80 §99, 0O eg. 31 11.8
801.20 810. 30 101.13 16.0
BOO. 60 769. 90 o8. 66 18.0
800, 80 800.10 e1.89 16.0
1000. 80 1010. 40 100. 85 20.0
1001. 30 989. 30 e8. BO 20.0
1001. 00 £99. 88 99. 8O 20.0
1202.10 1210.10 100.60 24.0
1200. 40 1181.890 98. 45 24.0
1201.20 1196, 00 89,58 24.0
1400.30 1403.10 : 100.80 28.0
139§. 80 1388, 80 29.28 28.0
1400. 00 1306. 50 08. 78 27.8
Criterio de aceptaciodn: Resul tados:
m=1 m = 0.9953
b =0 b = 2.2708
r* > 0.08 r* = 0.g98
Promedio de recobro 97-103 % 99, 73%
c.V. < 3ax C.V. = 1.7522%
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LINEARIDAD DEL METODO
DIPIRONA SOLUCION

CANTIDAD RECUPERADA mg

1600
OO b e .
PROO Lot ¥ / ................. .

1 1)) SRR ettt e e
i b 2.2700

OO e e BT e et
r2 0.998
P71 7)) SO B i s
400 e
200} OO OO OOt SOOI
o ) - L 1 3 - /] 1 !
0 4 6 ] 10 12 14 16

2
CANTIDAD ADICIONADA mg (x 102)
CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA




6.4.— Exactitud del Método.

Mg adiciocnados Cant recuperada
1000.8 i012.8
999.3 986.7
999.1 992.14
1000. 1 1028.1
1000.8 1012.8
1001.4 994.3

Criterio de aceptacidn:
Promedio de recobro 97 - 103 %

C.v. ¢ 32

€8

7% Recuperado Conc. final
mcg/ml
101.20 20.00
98.70 19.98
99.30 19.98
102.80 20.00
101.20 20.00
99.30 20.00
Resul tados:
100.416 '
1.57%



6.5. Precision del método (repreducibilidad).

ANALISTA

1 2
100.8 98.2
1 100.3 99.3
98,2 98.1
97.3 99.3
2 97.1 8.8
9.3 99.4
X = 98.84

D.E. = 1.11855
Criterio de aceptaci‘dn: Resul tados:
c.V. ¢ az c.v. = t.128

“ BT TISS M BN
SHR D LA DWLIECH



6.5.1. Analisis de Varianza (¢ ANADEVA ).

Fuente de Grados de Suma de Media de F cal F 0.05

variacién libertad cuadrados cuadrados

analista MCa = Fa = Fgla/gld
o gla=1 0.0016€6 0.00166 0.0056 38.5
dia Mcd = Fd = Fgld/gle
a gld=2 S.8283 2.914 2.96 6.06
error Mce=
. gle=8 7.86 0.9825

Interpretacién de Resultados:

Ya que Fa < Fgla 7/ gild 0.0S El método analitico es reproducible
0.005 < 38.5 por los analistas.

Ya que Fd < Fgle / gle 0.05 El metodeo analitico es reproducible
2.96 < 6.06 en distintos dias por un mismo

analista,

&6.5.2.Repetibilidad del Método Analitico.
Repetibilidad = 2 (Mca}’®

Repetibilidad = 0.9912

Coeficiente de variacisn total.= 1.128

Media aritmética total.= 98.84
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6.6, Especificidad del meétodo por cromatografia en capa delgada.

CONDICION

i-Temperatura
70
. 2-qu
ultravioleta
3-Solucién
PH 1-2
4-Solucidn

pPH 10-12

1- Temperatura
70 C

2= Luz ultravioleta

3- Smlucidén

pH 1-2

4- Solucidn

pH 10-12
5.- Perdéxido de

Hidr égeno

Rfs = Mancha correspondiente a la dipirona sé&dica.

TIEMPO

2

n

n

semanas

semanas

semanas

samanas

semanas

semanas

semanas

semanas

semanas

RESULTADOS

Rfs
Rfz
Rf1
Rfa2
Rfs

Rfz

Rfs
Rfz
Rfs

Rfz

Rfs
Rfz
Rfs
Rfz
Rfa

Rfz

Rfz = Mancha correspondiente al producto de degradacidn.
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=0,088
=0,470
=0.088
=0,470
=0,088
=0,470
=0, 088

=0.470

=0.088
=0,470
=0,088

=0.470

=0,088
=0,470
=0.088
=0,470
=0.088

=0.470



7.COMPARACION DE LOS DOS METODOS ANALITICOS.

7.1. Repetibilidad.

Informacién requerida.

7.1.1,
Método 1 Método 2
D.E, = 1.31 D.E._= 1.7474
1 )
N = 10

N =18 2

7.1.2. Férmulas estadisticas empleadas:

L.S.1.C. S

1
L.I.Il.C. X ——
F

F. = Valor de la F de la distribucidén de Fischer ¢ N‘-l ) . grados
de libertad en el numerador y ¢ N:~1 ) grades de libertad en el

dencminador y una probabilidad acumulada de 0.975.
intervalo de.confianza)

L.S.I.C.= 1.803 (Limite superior del

L.I.I.C.= 0.1750 (Limite inferior del intervalo de confianza)
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7.1.3. Resultados.

El intervalo de confianza para la razdén de varianzas, calculada

a partir del porcient'o recuperado de exactitud al 100%, se localiza

el valor de uno.

7.2. Linearidad del método.
7.2.1, Informacién requerida.
Método 1 Método 2

CEx = 15004.3 Ex = 10006.2
Ex® = 16208785 Ex® = 10813009

Ey = 15174.12 Ey = 998204

Ey® = 16572913 Ey? = 10759078

Exy = 16383895 Exy = 10785473

m = 1,0181 m = 0.9953
t =5 t =5
n =3 0, =2
b = 16,17 b = 2.2709

7.2.2. Férmulas estadisticas empleadas.

z - 2 _ -
:Ev. m ‘Exy - b |Ey l:l + L l:yl m E xy b: Ey! 1

tn+tn-4d

1

————————— +

2 2
Exl— < E:x.) 7/ nlt.

S%m = Se¥ x

z_ 2
Ex: < Ex:) 4 n.t‘
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R - .
L.BiI.C. “-Cm-a) +t S dm

‘ P 2
L.I.1.C{ = (m‘— m.) -t 8 dm

2 ]
¢ Ex ) (Exz

n¥?

+
2_ 2 T R B 2
oty € Ex — (Ex )7/ nt n’tl [Ex‘ (Ex')/n’ti

z
L.8.1.C = (b — b)) + ¢ 87do

2
L.I.I.C, = ¢ b - b)) t 6%do

7.3.2. Pendientes de la cantidad adidionada — cantidad recuparada.
L.S.1.C.= 0.4112

L.I.I.C.= ~0.3656

7.3.3. Drdenadas al origen de la cantidad adicionada- cantidad

recuperada.

L.S.1.C.= 420.99

L.1.5.C.= -393.2

7.3.4. Resultados.
En el intervalo de confianza para la diferencia de pendiente y de
las ordenadas al origen de cantidad adicionada - cantidad

recuperada se localiza el valor de cero.
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IV CONCLUSIONES

Se validaron dos métcdos analiticos para la cuantificacion de
la dipirona sé4dica en una selucidn inyectable.

El primero es un método espectrofotométrico que se puede
emplear en Control de Calidad, el segundo es un método que
utiliza una cromatografia en capa delgada para separar los
productos de degradacidn y las sustancias relacionadas al
principio active, y una cuantificacion del principie active por
espectrofotometria al u.v. por 1o que se puede utilizar como método
indicador de estabilidad.

Ambos métodos demostraron ser t
Lineales, exactos, precisos, (reproducibles y repetibles ).

La muestra lista para analisis se mantiene estable hasta por 24 hrs
a T.A. en la obscuridad.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la
comparacidén estadfstica de dichos métodos podemos concluir 1o
siguiente:r

— Los métodos tienen la misma repetibilidad.
- Los métodos tienen una linearidad equivalente, en terminos de
pendiente e intercepto.
— Los parametros analiticos de los métodos son equivalentes, con
la d¢nica diferencia de que al llevar a cabo la separacién
“cromatografica, el segundo método es especifico y puede utilizarse

en estudios de estabilidad.
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