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1. INTRODUCCIGN

Los productas que involucran la salud deben conctar con .un
control quimico estricto en su elaboracidn, para el aseguramiento
de su calidad. Es por é&sto que la validacion de los metoans anali-
ticos tiene importancia primordial, con la finalidad oae tenar un
cantrol sobre las productos farmaceuticos, y de esta manera cum~
plir con los requisitos y buenas practicas que marca la Secrectaria
de Salud.

La validacidén se encuentra intimamente relacionagca con el
desarrollo y manufactura adecuada de medicamentos en la Industria
Farmacéutica. Ya que es un proceso mediante el cual se establece,
por estudios experimentales la capacidad del método, para savisfa—
cer los requisitos minimos necesarios con la aplicacion analltica
desaada.

El tema de validacion involucra el manejo adecuado de las
tecnicas analiticas, las buenas practicas de manufactura y el
dasarrollo de un programa éptimo para asegurar la confiabilidad de
los métodos que se utilizan para el control de calidad de los
madicamentos. Es por eallo que la validacién es parte integral
del desarrallo de un métado analitico, para determinar con ésto su
efectividad..

Los estudios experimentales que involucra este tema son de

vital importancia sn la toma de decisiones para la aplicacien



correcta de las técnicas analiticas en los laboratorios de control
de calidad.

En la presente Tesis dan a conocer conceptos generales de
validacidn, la estructura quimica y la tarmacologta del clorhidrato
de clardiazepéxido. AsSL come un  programa de validacisn para tanle-
tas de claorhidrato de clordiazepéxido, analizando los resultacos
con difaerentes tratamientos estadisticos, para cada paramesro, Yy
con base en ellos asegurar las decisiones.

Al final del trabajo se da un anexao, 21 cual contiene el
soporte estadistico y las férmulas ocupadas para el analisis ge

resultados.



I1.FUNDAMENTACIGN DEL TEMA

A. VALIDACICN.

Los resultados que se obtienen por medio de un metooo
analitico se encuentran influidos por diferentaes tactaores tales
como: el medio ambiente (temperatura y luz), el uso de diferentes
reactivas, analistas, laboratorios, equipos, materiales, etc. La
validaci¢n tiene par objeto evaluar la influencia de todas estas
variables en la capacidad del método para medir una propiecad
fisica o quimica de la muestra en estudio y asi emitir un Juicio
para decidir si el método puede o no ser aplicado a una situacieén
particular. Por medio de la validaciéon se pueden detectar errores.
Un método analitico esta sujeto a dos tipos de error, el
sistematico y el aleatorio. El primero es el que da lugar a
medidas incorrectas gque pueden ser asignadas a una causa
egpeci fica, el segundo es aquel que permanece aun cuando Sse ha
eliminado el error sistematico y por lo tanto da lugar a meoidas
imprecisas. El aerror total del método serd la suma de los errores

sistematicos y aleatorios.



“1. Definicisn de Validacién

La valgdacién es un juicio que proporciona el fundamento para
decidir si un método reune las condiciones necesarias para su
aplicacidn en analisis quimico. Es un proceso per el cual queda
establecido, por estudios experimentales, que la capacidad del me-
todo satisface los requisitos para la aplicacion anali tica
dese a da.™ ?

Existen muchas formas de validar, ya que hay gran variedad de
experimentos que pueden ser utilizados para tal fin. El1 escoger
cuales seran los puntos para validar un metodo gepende
generalmente de las necesidaces de cada laboratorio, de la
aplicaci6n que tenga el método y de los requerimientos oficiales,
En la tabla 1 se mencionan los parametros a valorar dependiendo oe

la aplicacién que tendra el método.



IAB&& 1.. Parametros a evaluar dependiendo de la
) aplicacion del meétodo.

PARAMETRO c. c. | IND. EST. B1OD. REV. MET.
B. C.[ A. C. scco | ceco
LINEALIDAD Y
PRESICION DEL X X x X X X
SISTEMA
LIMITE DE . .
DETECCIAN
LIMITE DE X .
CUANTIF ICACION
EXACTITUD ¥
REPETIZILIDAD x X X X X X
LINEALIDAD DE
METELD X X X X X X
PRECISION
(REPRODUCIBILIDAD) | X X X X X
ESPECIFICIDAD
ey X X x x X x
ESPECIFICIDAD < .
(ESTABILIDAD)
TOLERANCIA DEL
SISTEMA X X X X
ESTABILIDAD DE « X « «

MUESTRA

Abreviaturas : € . C. = CONTROL DE CALIDAD
IND. EST. = INDICADORES DE ESTABILIDAD
B. C. = BAJAS CONCENTRACIONES
A. C. = ALTAS CONCENTRACIONES
B10D. = BIODISPONIBILIDAD
REV. MET. = REVALIDACISN DEL METODO
SCCO = SIN CAMBIO EN CONDICIONES DE OPERACION
CCCO = CON CAMBIO EN CONDICIONES DE OFERACISN

8}
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Fuesto que el método espectrofotometrico para tanletas ae
clarnidrato de clordiazepsxido es para utilizacién en caontrol. ae
calidad se enfoca el estudio en los parametros age validacién que

se marcan para tal fin, de acuerdo a la tabla anterior.

2. Definicién de los Parametros de Validacisn

a. Linealidad
La linealidad de un métado analltico es su habiligad para
asagurar que las resultados anaixticos. los cuales pueaen ser
abtenidos directamente o por medio de una transformacidén
matemitica bien definida, son proporcionales a la concentracisén oe

la sustancia dentro de un rango determinado.

b. Exactitud
La exactitud de un meétodo analitico es la concorcancia entre

un- valor obtenido experimentalmente y el valor real de referencia.

c. Pracisién
La precisién de un meétodo analitico es el graao dge
concordancia entre resultados analiticos individuales cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes muestreos de

una muestra homogénea del producto.



1) Repetibilidad. Ez la precisién de un método analitico
expresado come 1la concordancia obtenida enctre determinaciones
independientes realizadas bajo las mismas condiciones (Analiista,

tiempa, aparato, laboratorio, etec. ).

2) Reproducibilidad. Es la precisicen de un metooo
analitico expresada como la concordancia entre determinacianes
independientes realizadas bajo condicionaes diferentes (diferantes
analistas, en diferentes aqias, en el mismo Yy/O diferentes

laboratorios, utilizando el mismo y/o diferentes aquipos).

d. Especificidad
Es la habilidad de un método analitico para obtener una
respuesta debida unicamente a la sustancia de interés y na a otros

componentes de la muestra.

e. Estabilidad de la Muestra
Es la propiedad de una muestra preparada para su cuantifica-
cién, de conservar su integridad fisicoquimica y ia concentracicdn
de la sustancia de interds, después de almacenarse durance un

tiempo determinado bajo condiciones egpeclficasfh &m

12



3. Determinaciones

a. Linealidad del Sistema

La determinacisn se lleva a cabo construyendo una curva de
calibraci¢én {(concentracién contra respuesta medida). El intervalo
entre las concentraciones a analizar dependeri del propésito del
método; para control de calidad y de sequimiento de la estabilidad
de un faArmaco en una forma farmacéutica, deberi estar incluida la

concentraci¢én seleccionada como 100%.

b. Precisidén del Sistema
Sa determina por el aniajlisis sextuplicado de una misma

solucién estandar correspondiante al 100%Z,

€. Linealidad del Metodo

Se determina a partir de placebos adicionados de cuanda menns
3 diferentes cantidades de la sustancia do interées (placeoos
cargaaos), caga uno de manera independiente haciendo los analisas
por triplicado. Las concentraciones de los placepos cargados genen
ser las adecuadas para que, utilizando el metodo propuasto, las
concentraciones de las soluciones finales a analizar esten dentro
del 1ntervalo de la linealidad del sistema, incluyendo la
correspondiente al 100%.

La amplitud del estudio dependera del uso y aplicaciones del
método (Control de calidad, estabilidad, etc.} y debera llevarse a

cabo por un mismo analista en las mismas condicicones de oneracidén.

13



d. Exactitud del Metodo al 100%

Se determina de cuando menos & placebos cargados de manera
independiente con la cantidad necesaria de la sustancia de interes
para optener la concentracion. del 100%, utilizanda el metodo

propuestao. -

e, Precisién del Meétodo
1) Repetibilidad. Analiczar & muestras preparaoas por adicien de
la sustancia de interes al 804, 100Z y 1207 en placenos del
producto. Bajo las mismas condiciones de operacién y por el msmo

analista.

2) Repraducibilidad. Se determina de una muestra homogénea del
producto cercana al 100% de la concentracién teorica, analizada
cuando menaos por dos analistas, en dos ditas diferenzes y por

triplicado.

f. Especificidad para Métado de Control de Calidad
Analizar placebos del producte. Identificar la respuesta del
activo, y si procede, de los excipientes y/o de oatras sustancias

presentes.

14



9. Estabilidad de la Muestra

Se determina mediante la comparacicen de los resultadeos ae los
anilisis iniciales de 3 muestras con los obtenidos de las mismas
muestras después de permanecer por un tiempo determinado en
diferantes condiciones. Reanalirarlas bajo las mismas condiciones
de aoperaci<n, utilizando una solucidén de referencia recientemente
preparada, para cada tiempo, de acuerdo a lo establecido en el

metado analtitico. La determinacidén debe ser efectuada por un mismao

anal:ista.



B. ESPECTROFOTOMETREIA

1. Interaccién entre 1la Materia y la Energra Radiante. iLas
formas de nteraccion mas imoportantes entre la materia y la
energia radiante, desde el punto de vista del quimico analitico, son
los fenémenos de absorcidn y de emisién de la energra radiante por
la materia. Siempre y cuando un atomo, una molecula o cualguier otra
particula de materia absorba un fotdn, esa particula de materia se
vuelve mas energética, esto es, la particula posee mas energia ae la
que poseia antes de la interacc:ien. Y, a la inversa, siempre y cuanao
una particula de materia emita un foton, la particula queda en un
estado menos energética. Estas dos consideraciones fundamentales
estan subyacentes en todos lgs métados analiticos que se basan en

la absorcidn y emision de energia radiante.

Principios. Los cambios en la configuracion electrenica
y en la energia de las moléculas producen espectros en las
regiones ultravioleta y visible del espectro. Estas ultimas se
definen como la radiacién asociada con la absorcion en el
intervalo de 200 a 800 nanemetros.™
Se da el nambre de espectrofotaometria por absorcisn de la iuz
a un metodo muy general, cuyo principio es el siguiente: Un haz
luminoso de longitud de onda determinada atraviesa la solucien

objeto de analisis, y de la proporcién de 1la intensidad luminosa

absorbida por la solucion se deduce 1la concencracien de la

16



sustancia absorbente, al compararla con un estindar o salucien ae
referencia conocida. £E5 uno de los metodos cuantltativos mas
impartantes para analisis en disolucaion.

Las principales ventajas del méetodo son:

—-Es de un empleo muy general. $!¢ la sustancia a determinar es
poco atsorbente, se tiene el recurso de afladir un reactivo
canveniente que dé un compuestc absorbente.

-Puede 'alcanzar gran sensibilidad para determinacion en
&}azas y ser extremadamente rapido a consecuencla de su
utilizacien para medidas directas sin  adicién de solucien
valorada, y de la facilidad de la medidafm

-Las mediciaones de absorcidén implican la reducci=n del poder

" de radiacién que experimenta un haz de radiacién, como cansecuencta
de su paso par un medio absorbente. La longitud de onoa a la que se
presenta una absorbancia miaxima depende de la magnitud de la

. N [Eh
energta involucrada en una determinada transicién electrsnica.

2. Ley de Lambert y Beer. Supongamos que un haz de luz
manocromatica atraviesa un espesor ! de solucién de una sustancia
absorpente. Sea lo la intensidad del haz de luz a la enctrada de la
solucion y sea I su intensidad a la salida (fig 1 ). S1 = es la
concentracién de la sustancia absorbente, la ley de Lambert y la de

Beer pueden condensarse en una unica relacien (férmula 1) ¢

17



Io

ttig 1) Representacién esquematica de una celda espectrofotometrica
atravezada por un haz de luz.

Se detine la “transmision" T como la relaci¢én de las oos
intengidades luminosas, T=I/Io [} expresado a menudo en
parcentaje. La densidad optica D (o absorbanciales el logaritmo de
la relaci¢n inversa: D=log Io/I. i se expresa siampre en
centimetros. La constante de proporcionalidad £ se conoce como
coeficiente de absorcién molar, estando expresada la concentracion
@n moles por litro. £ depende de la naturaleza de la sustancia
absorbente, de la longitud de onda y de la temperatura, siando en

principio independiente del disolvente.

Ig

lag T " cle

(formula 1) Ley de Lambert y Beer

Esta ley no se cumple mas que en condiciones idealass
La concentracion ¢ de la sustancia no debe ser muy elavada.

Concentraciones importantes de Qalns. en ausencia de reaccidén

18



quimica, influyen a veces de un mado sensible en la absorcien. La
ley no se cumple en el caso de soluciones fluorescentes o .de

suspensiones.

3. Espectrofotimetra. Los instrumentos diseffadas para la
medicién de la emisidén y la absorcidn de la energia radiante oce
sustancias son: fotdmetros, espectrémetros y espectrofotometros.

El espectrofotémetro es un espectrémetro con equipo accesorio
que proporciona la relacién, o una funcién de la relacion, ael po-
der radiante de dos haces electromagnéeticos con respecto a la lon~
gitud de onda espectral.

Todas las instrumentos de absorcién contienen una fuente de
radiacién y cada regién espectral tiene sus propios requerimientos.
Tados los egpectrémetros incluyen una forma de deteccion de las
diferentaes frecuencias de radiacién mediante una dispersh.‘:n del
haz con un prisma o rejilla gque produce un espectro de longitudes

de onda (Fiq 2).

1 Rojo

2 Anarillo

3 Verde

4 Azul A

o ;__J! Fotodetector
s S R Pe— Ve

€ 1 ) [ t FTrig
s 4 i T |
A Prisna . PP fedidor
e Y Rendija Anpiificador
J =
o 7 ——

{(Fig 2) Diagrama esgquemitico de un espectrofotometro
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Layradyyiat:io‘n dispersa incide sabre una superficie que  tiene
una 'r:enui‘aa qde e ajusta para que pase a la muestra la l1linea o
banda de emisién deseada. La muestra absorbe una porcien de la

"rlu:; el resto se transmite a .traves de la propia muestra e ‘inciae’

en un aetectar en donde se transforma en una seflal electrica 'muy_
debil que se manda al amplificador. Un meoidor indica la cantidad
ge luz gue pasa por la muestra, conociendose de esta forma la
cancentracion, utilizando muestras adecuadas, COmo um estandar oae
referencia.

El espectrofotémetro produce una banda angosta ae radiacién
espectral (llamada radiaci¢n monocromatica posteriormente mice el
grado de interaccien entre esta radiacién y una muestra gquimica.

El espectrofotémetro estid formado por varios componentes
mayores integrados en un solo sistema. Los componentes principales
incluyen: la fuente de radiacién, el monocromador, &1 detector, el
amplificadar y el instrumento de lectura. La uni¢n de los tres
altimos forma el sistema fotometrico. Los espectrofaotemetros
tambien incluyen un compartimiento para alojar la muestra y se
ubica entre el monocramador y el detector. A continuacisn se daran
mas detalles ge los componentes principales.

El primer componente es la fuente luminosa, debe proveer
radiacisn intensa y estable sobre un rango espectral amplio y can
salida comparable para toda longitud de onda. Depen ser de tamafio

optimo, durables y econémicas, una lampara de tungsteno es una

20



bueqa fuente de radiacion para 'la‘regicn visible, para la regien
’UV}yéé ut11iz$ comunmente una:lampara de deuteriao o hidrdégena.
o El monocromador es un disbnsitiva?»que se utiliza para
convertir la radiacién policromatica en una  forma monocromatica
adecuada. El mecanismo de dispersién controla el caracter
monoccromatico de la radiacion que incide sobre -la muestra,  para
ello se utilizan los prismas.
€n el area de la muestra se colocan las celdas; no deben
afectar la radiacién por 1o que se emplean de mateerial de vidrio
para la reqgién visible y de cuarzo en la ultravioleta
En los espectrofotémetros de UV-VIS se emplean dispositives
electrénicos que se conocen como fototubos y totomultiplicadores,
para detectar la intensidad de radiacidén ¢ransmitida por la
muestra. El medidor o registrador; la seflal del detector se
alimenta con un circuito potenciométrica, que se gradua para
obtener un dato de lectura de trasmitancia o absorbancia. \Los
espectrofotémetros registradores trazan un registro de la
absorbancia sobre papel; con estos instrumentos se traza

automaticamente el espectro de absorcidén completo.
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C. TABLETAS

Los farmacos se administran con mayor fracuencia por via oral
mediante formas farmacéuticas solidas como las tabletas. Los meto-
dos de produccién en gran escala que se usan para Su preparacién
requieren la presencia de otros materiales, ademas de los camponen=-
tes activos. Tambieén se pueden incluir en la formulacidn aditivos
para mejorar el aspecto filsico, la eatabilidad y contribuir a la
desintegracion después de la administracién.

Las tabletas se pueden definir como formas farmaceuticas
s¢lidas de dosificacidn que contienen principios activos junto con
diluyentes apropiados que se preparan mediante compresi¢n. Pueden
ser redondas, ovaladas, cilindricas o triangulares. El1 tamaffo y
peso varia de acuerdo a la cantidad de firmaco que contienen y el
método de administraciédn.

Los aditivas o excipientes que contienen las tabletas se
pueaen clasificar de acuerdo con la funcion que cumplen. E1 primer
grupo cn;ttiene los materiales que contribuyen a impartir caracte-
risticas de pracesamiento y compresién adecuadas a la formulacién.
Estos son: diluyentes, cohesivos, deslizantes y lubricantes. El se-
gundo grupo de sustancias imparten caracteristicas fisicas desea-
bles a la tableta terminada y comprende: desintegrantes y coloran—-
tes, en el casop de tabletas masticables, sabores y agentes edulco-

rantes.



1. Excipientes
a. Diluyentes
Muchas veces la dosis unica del constituyente activo es
pequefla y se agrega una sustancia inerte para aumentar el volumen,
con esta la tableta tendra un tamafilo practico durante 1la
compresién. Los diluyentes gque se usan para é¢ste fin comprenden
fosfato dicalcico, sulfata de calcio, lactosa, celulosa, caolin,

manitel, cloruro de sadio, almiddn seco y azucar en paolva.

b. Cohesivas

Los agentes para impartir cohesi¢én al material en polve
aseguran que la tableta se mantenga intacta despues de comprimirla
y mejoran las cualidades de fluidez mediante la formulacién de
granulos de dureza y tamafio que se desean. Los materiales gue se
suelen usar como cohesivos son: almidén, gelatina y azucares como
sacarasa, glucosa, dextrosa, melaza y lactosa. Entre las gomas
naturales y sintéticas que se han wutilizade fiquran acacia,
alginato de sodio, carboximetilcelulosa, metilcelulosa, etc. Leos
cohesivos se usan en solucién y en forma seca, dependiendo de los

otros companentes de la férmula y el método de preparacion.

€. Lubricantaes
Impiden que el material de las tabletas se adhiera a la
superficie de las matrices y punzones en la tableteadora, reducen

la friccien entre las particulas y puasden mejorar la fluidez de la
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granulacién. Los lubricantes de uso comun Ccomprenden talco,
estearatc de magnesio, estearato de calcio, 4acido estearico vy
aceites vegetales hidrogenados. L.a mayoria de los lubricantes se

' usan en concentraciones menores del 1%.

d. Deslizantes
Deslizante es tooa sustancia que mejora las caracteristicas
de fluidez de una mezcla de polvos. Simpre se agregan antes de la
compresisn. El dioxido de silicio coloidal y talco se usan por lo

general en concentrac:iones del 1% o menos.

e, Desintegrantes

Es toda sustancia o mezcla de sustancias que se affade a una
tableta para facilitar su desintegracién después de administrarla.
El constituyente activo debe liberarse de la matriz de la tableta
con la mayar eficiencia posible para permitir su rapaida
disolucién. Los materiales que sirven para gste usos se clasifican
como almidones , arcillas, celulaosa, alginas, gomas y polimeros.
El agente desintegrante suele mezclarse con los componentes
activos y diluyentes antes de la granulacien, en concentracicnes

del 2 al 15% dependiendo de la formulacidén.
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¥. Agentes Colorantes
Los colores de las tabletas comprimidas mejoran el aspecto de
la forma farmacsutica, ayuda al fahricante a mantener el control
del producto durant® su preparacidén y sirve de identificacien para
el usuario. Los colorantes comprenden rojo numerc 3, amarillo

numera 5 y &, aztl numera 1 y 2, etc.

g. Edulcaorantes
Ademas de la dulzura gque puede conferit el diluyente de la
tableta masticable, como manitol o lactosa pueden incluirse
eduicorantes artificiales, en pequefas cantidades para no influir

sobre las caracteristicas fisicas de la granulacion de la tableta.

LLas tabletas comprimidas pueden caracterizarse a
describirse con una cantidad de especificaciones, camo diameer"a,
forma, espesor, peso, dureza, tiempo de desintegracion y caracte-
risticas de disolucidn.

En el siguiente diagrama se dan a conacer ios
principales metodos de elaboracion utilizadas para tabletas, se
mencionan las operaciones unitarias necesarias para la correcta
fabricacién. El método mas usado y mas general es el de granulacidn
humeda o via humeda. (Diagrama 1), Este procedimiento es el
empleado para fabricacién de tablatas de clorhidrato de

clordiazepoxido.
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D. CLORHIDRATO DE CLORDIAZEPSXIDO

1. Propiedades
a. Descripcién. Clarhidrato de clordiazepdxiao es
el 7-cloro-2-(metilamino)-S5-fenil-3H~1, 4-benzodiazepin—4-oxi
monoclorhidrato.
3H-1, 4-Benzodiazepin-Z-amino, 7-cloro—-N-metil-S-tfenil-4-oxi, -
maonaclarhidrato. :
Su foermula condensada es: F16H14C1 N3 O~HCL

Su pesa molecular es: 336.22 gr/mol

Su formula desarrollada es la siguiente (Fig. 3): -

NH~CHy

H, = HCI

(Fig 3) Estructura gquimica del clorhidrato

de clordiazepéxida.

Es un polvo blanco o practicamente blanco, inodore. Sensible a
la luz solar. Soluble en agua y alcohol; insaluble en hexano. Funde

con descamposicion a 212-218%. " *
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Los productos de degradacién del clordiazepoixido en spolucién
acuosa se muestran en la figura 4, la hidrélisis con acido oge
fuersa meoia origina demoxepam, con acida fuerte el producto es el

2-amino-S—clorobenzofenona.

tldH—CH,
. Ha
Hy - HCI Hidrolisis
/ Acido fuerte Vd
¢t ¥ (HC1) ¢l
O ¢
Clorhidrato de clordiazepdxido 2-amino~5-claro
benzofenana
- Acido de
Hidrolisis fuerza media
H ]
| i
Ha
c’

Ot

Demaxepam

(Fig 4). Reaccianes de degradacién del clurdiazepoxido.“m

28



b, Espectro Ultravigleta., El clorhidrata de
cim‘dxazepbxidc medido antre 340 y 210 nanometros en alcohol
acidificado (0.1N HZSDA) exhibe miximos de absorcien a 245-snm  y
3i1-12 nm. Observandose minimas de absorcien a 218 y

295-&nm, {Fig S).

ESPECTRO ULTRAVIOLETA DEL
CLORHIDRATO DE CLORDIAZEPOXIDO

I

/

280 100 380
HANOIMETADS

(Fig 5) Espectro ultravionleta de clorhidrato de
clardiazepérido. En alcohel acidificado.

Cancentracion (Sx1074%) %

29



2. Farmacologia

a. Antecedentes y Uso Terapéutico. En el tratamien-
to de ansiedad y disforia leve se utilizan agentes guimicos como
lo son las benzodiazepinas. Compuestos de éste tipo se sintetiza-
ron inicialmente en la década de 1930, Siendo la primer benzodiaze-
pina de éxito el clordiazepdxido a fines de la decada de 1950 , se
descubrid que éste compuesto tenla propiedades relajantes muscula-—
res y bloqueadores de los reflejos espinales. Froduje la “aomesti-
cacién" de muchas especies animales lo que 1llevé a ensayas clini-
cos de la droga en el hombre para determinar sus efectos ansiolliti-

cos.
El clordiazepéxido y el diazepam pueden considerarse drogas
prototipicas de su clase, Su uso es amplio como agentes ansioliti-

cos, teniendo adem&s usas comc hipnéticas y anticonvulsivos. Y

b. Absorcién, Destino y Excrecien. El clardiazepd—
xido se absorbe bien después de su administracién aral, alcanzan-
do un nivel plasmatico maximo en 4 horas.

l.as benzodiazepinas se ligan a protelnas plasmaticas. Los

volumenes aparentes de distribucién son elevados: it a 3 litros por
kilagramo.

El clordiazepédxido tiene una vida media de eliminacién larga

(6 y 30 h). La desmetilacién de la cadena lateral de Z-metilamino

proparciona un metabolito inicial, el desmetil clardiazepoxido, el
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cual experimenta una desaminacién oxidativa lenta para  dar  un
derivado 2- ceténico, el demoxepam (Fig &). Una posterior trans-—
formacién conduce a otros dos metabolitos activos, el N-desmetil-
diazepam y el ozazepam, a través de una nueva hidroxilacion de la
posicién 3. Este metabolitoe se canjuga rapidamente - con  Aciao

glucurdnico y se excreta por la orina.
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NH=CHg : NHz

Hy ~HCl ————— CHa

@ s @ ¢

Clorhidrato de clordiazepéxido N-desmecilclardiazepédrido
H O H o]
| 1] . | "n
Hay — H,

a” g c’

1

o]

N-desmetildiazepam Demoxepam
H 0

Conjugacién con
acido glucuronico

a” l

©

Oxazepam

HOH —

ERCPECION

(Fig &), Via metabélica del clarhidrato de clordiazepéxido™®
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c. Presentacién y Dosis. Se presenta en tabletas de

Sy

a cuatro porciones las

10-100mg por dia.

toma:

fara nifos

s. Fara

de & a

10 y 25 mg. La dosis es de 15 a 40 mg por dia dividigas en

dosis

aos
extremas se dan de
el clordiazepexido

12  aRos

puede darse en dosis diarias divididas de 10 a 30 mg.

Para el tr

clordiazepoxido s

atamiento

e dosifica,

de la

ansiedad

el clerhidrato de

de la forma esquematizada en la tabla

2y 3.
TABLA 2. Dosificacién del clorhidrato de clordiazepoxido.
Nombre Faormas de Bosis diaria
Nombre caomercial dosificacion Habitual Extrama
(mg) (mg ) #=% (mg)
Librium Tableta S; 10; 25| 15-40
gig:‘;;:::::g:o Apoxido | Capsula S; 103 25 10~-100
Skiygen | Ampolla 106/2ml :’g:‘:;’sis 300(IV)
#% La dosis diaria se da en miligramaos totales por dia, dividiendo

las tomas en das o cuatrao porciones.

adultos o adol

TABLA 3. Vida

escentes.

media,

los efectos sedante e hipnético.

Todas las dosis son para

formas de dosificacion y dosis aral para

Nembre Quimico s Formas de Dosis oral
y Comercial Vtggr::?la dosificacisn en adultos
tmg) tmg)
Segante Hipnetica
Clorhidrato de 7-28 T: S, 10, 23 |S-10, 2-3d 25
Clordiazepdridao . _ _
Librinm c: 5, 10, 25 {S5-20, 3-4d 25

T= tableta. C= capsula d= dia.'t®
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d. Efectos Secundarios. Los efectos secundarios en

.lqs depresores del sistema nervioso central son somnolencia vy

ataxia ‘(Falta de coordinacién en los movimientos!) que serian
—exeeﬁsxnnes de  las acciones farmacolégicas de estas drgoas.

Otras reacciones ténicas praducidas por el clordiazepoxido

son ‘erupcien cutanea, nauseas. cefalea. decerioro de la funélon

114y
sexual.y mareas.

La toxicidad clinica de las benzomiazepinas es baja, -ya . gue

tienen’ un. marqen de seguridad alto.
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111. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las necesidades de la industria farmaceutica son las de
contar con métodos de analisis adecuadas y que Se Encuenéven
perfectamente documentados para su buen funcionamento y se tenga
can £sto un cantrol de calidad cptimo en 1a elaboracizn oe los
medicamentos.

Una parte integral del desarrollo de un metodo analitico es
la validaci4n del mismo, ya que el metodo aepe nraoparse para gue
cumpla con cilertas caracteristicas y decterminar su exactitud,.

Es por ello que se deben de establecer programas de
validacisn adecuados que cumplan con los requisitos que marca la
Secretaria de Salud, todo ésto para asegurar y hacer confiables los
métodos de analisis utilizados para el control de los
medicamentos.

Es tarea del Quimico Farmacéutico desarrollar este pragrama
encaminado a la correcta aplicacién y validacison del métoao
analitico, basandose en las disposiciones que establecen los
reguisitos minimos para validaciones, de acuerdo a las necesidades
de aplicacisn que exija el metodo.

Puesto que el meétodo analttico en estudio {Metodo
espectrofotometrico para tabletas de clornidrato de

cloragiacepsxido) es para utilizarse en control de calidad, en 1la
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valtdacibﬁ'ln:luyo la evaluacidn de los parametras siguiences:

A. SISTEMA:
Linealidad

Precisién

B. METODO:
~l.inealidad
~Exactitud.
~Precisidn:
Repetibilidad.
Reproducibilidad.
~-Especificidad.

-Estabilidad de las muestras

Con éstos parametraos analliticos se abordd la validaci4n para

una eficiente documentacié¢n del método.



S IV. OBJETIVOS

A. Objetivo General
Validar el método de analisis espectrofotométrico para
tabletas de clorhidrato de clordiazepdxido, utilizando come medic

alcohol acidificado.

B. Objetivos Particulares

1. Determinar la linealidad del sistema y la linealidad ael
métado con ayuda de estandar y cince niveles de concentracién del
clorhidrato de clordiazepdxido con cinco determinaciones para cada
nivel.

2. Determinar la precisién (Repetibilidad) del metado a tres
nmniveles de concentracion del clorhidrato y la precision en termi-
nos de la reproducibilidad, evaluando el efecto del analista, del
dia y su; interacciones.

3. Determinar la exactitud al cien por ciento, la especifici-
dad para el mismo método de anilisis y la estabilidad de las mues—

tras en las mismas condiciones experimentales.
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V. HIPGTES1S

S1i el méatodo de anilisis espectrofotométrico para tabletas ae
clorhidrato de clordiazepoxido cumple con los parametros
analli ticos deseadas (Linealidad, exactitud, precisi®n, especifidad
y estabilidad) correctamente en base a las pruebas de laboratorio,
se considerara como un método adecuado y confiable para su utiliza-
cién en el control de calidad de dicho medicamento, en pruebas de
de rutina. Ya que se tendran bases perfectamente documentadas de

su correcto funcionamiento para los fines anallticos perseguidos.
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VI. MATERIAL Y METODO
A. Matarial, Reactivos y Equipo

Matraces volumétricos de 25m1 (Fyrex)
Matraces volumétricos de S0ml (Pyrex)

Matraces volumétricos de 100ml (Pyrex)

S
S
S
3 Matraces volumétricos de 200ml (Pyrex)
S Pipetas volumétricas de 2ml (Pyrex)

S Pipetas volumetricas de 3ml (Pyrex)

S Pipetas volumétricas de Sml (Pyrex)

S

Pipetas volumétricas de 15ml (Pyrex)

i1 Pipeta graduada de 10ml (P K)

S Embudas de filtracidn (P K

1 Probeta de 100ml P K

S Vasos de precipitados de 100ml (Pyrex)

-

Vaso de precipitados de 1000ml (Pyrex)

N

Celdas espectrofotométricas de icm (Cuarzo, Bausch & Lomb)

-

Soporte universal

3 Anillos metalicos

4 Barras magnéticas

fapel aluminio

Papal filtro porosidad media {(Whatman no. 41)

Papel glassine
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Reactivos:

Clorhidrato de clordiazepdxido (Materia prima Q.FP.Lote 4-8%)
Clarhidrato de clordiazepdxido (Estandar primario USP)
Placebo para tabletas de clorhidrato de clordiazepéxido
Etanol (Grado reactivo, Baker)

Metanol (Grado reactivo, Baker)

Acido sulfdrico (Baker, %5.7%)

Equipo:

Espectrofotémetro (Spactronic 2500)

Balanza analitica (Digital Fisher Scientific XA)

Parrilla de agitacién (Molda A. &0Hz. 1-5)



B. Método Analitico para Cuantificacién de

Clorhidrato de Clordiazepéxido en Tabletas

Pesar y triturar no menos de 20 tabletas de clorhidrato de
clordiazepdxido y determinar el peso medio por tableta, transfiera
una porcién de polvo exactamente pesada equivalente a &Umg de
clorhidrato de clardiazepdxido en un matraz volumeétrico de
100ml agregue metanol hasta un volumen de aforo, mezclar y
filtrar. Descartar los primeros 15 ml de filtrado. Pipetear S ml de
la solucion clara a un matraz volumetrico de 100 ml, llevar al
aforo con solucidon de alcohol acidificado (acido sulfurico en
etanol 1:3460) y mezclar. Pipetear 10 ml de ésta y colocar en un
matraz volumétrico de S50 ml y aforar con alcohol acidificado. Esta
solucion contiene & ug/ml.

El estandar se prepara de la siguiente forma: Pesar 60 mg de
estandar de referencia U. S. P, de clorhidratao de clardiazepdxida,
transferir a un matraz volumétrico de 100 ml aforar con
metanal, diluya 1 m}l de ésta solucidn en un matraz volumétrico de
100 ml.,aforar con alcohol acidificado,ésta solucién contiene una
concentracién de 6éug/ml. Determine concomitantemente la
absorbancia de la solucién en celdas de | cm a 245 nm con
espaectrofétometro adecuado, usando alcohol acidificado como blanco.

A partir de la siguiente relacion determine el porciento de

clorhidrato de clordiazepdxido de la muestra (Férmula 2):
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P = 7 de clorhidrato de
clordiazapédiido.

an X Catd x
Astd Cm
En donde Am= Absorbancia de la muestra
Astd= Absorbancia del estandar.
Cstd= Concentracioen en ugsml
del estandar.
Cm = Concentracidn en ug/ml
de la muestra
P= Pureza del estandar.
(Férmula 2) Determinacién del clorhidrato de

de clordiazepédxido en las muestras.
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1. MODIFICACIONES A LA TECNICA ANALITICA

a. Muestra. Se pesaron 10 mg de principio  ‘active
(Clorhidrato de clordiazepoxido) y placebo equivalente a la
formulacion de las tabletas. Se disolvieron y agitaron durante
10 min con metanol en matraces volumetricos de SO ml se tomaron
alicuotas de S ml del filtrado y se diluyeron en matraces aforados
de 100 ml con alcohol acidificado, de aqui se tomaron 15 ml y se
aforaron en matraces de 25 ml con el mismo medio. Fara cobtener una

concentracién final de Gug/ml.

b. Estandar. Se pesaran 10mg de estandar de clorhi-
drato de clordiazepéxido y se disolvieron en metanol en un matraz
atarado de S50 ml, se tomé una alicunta de 3 ml y se aford a 100 m}
con alcohol acidificado, obteniendose una solucidén a concentracien

de &ug/sml.
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C. Linealidad del Espectrofotémetro

~= Se pesaron 5 muestras de cada nivai de :uncéntracicn a
50, 80, 100, 120 'y 150% (El 100% corresponde a la formulacién de las
tabletas, 10 mg de clorhidrato de clordiazepoxido) de estandar
primario de principio activo.

-— Se les aplicaron las diluciones del metodo analitico antes
descrito.

-- Se tomaron las lecturas en el espectrofotémetro a
245 nandmetros.

-~ Con los datos ocbtenidos de las absorbancias se calculd la
pendiente, la ordenada al arigen, el coeficiente de cufrelacion,
y el coeficiente de determinacién para abtener la linealidad del
sistema. Se veriticd la linealidad con ayuda del analisis de la

varianza (ANADEVA).

D. Praecisién del Sistema
—-- Se pesaron & muestras de estandar al 100%
—- Se tomaron las lecturas a 245 nm y con los resultacos
obtenidos de absorbancia se evalud la precisién con el coeficiente

de variacion.
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E. Linealidad del Métado.

--Se pesaron cantidades equivalentes a 50, 80, 100, 120 y 150%
de' clorhidrato, cinco repeticiones cada nivel. Se pesaron
cantidades equivalentes a la formulacién, de placebo.

—~ Se aplicd la metodologia de andlisis para cada muestra.

~~ Ge tamaron las lecturas en el espectrofotometro a
245 nanémetros y se calcularon las concentraciones.

-- Se calculé la pendiente, la ordenada al origen, el’
coeficiente de determinacién y el coeficiente de correlacién para
obtener la linealidad del método analitico. Se verifice la
linealidad con ayuda del analisis de la varianza (ANADEVA) y con

ayuda del estadigrafo de contraste "t" de student.
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F. Precisién del Método

1. REPETIBILIDAD. Se realizaron seis pesadas de

clarhidrato de clordiazepéxido para cada nivel 80, 100 y 120%,
se llevaron a cabo el mismo numers de pesadas de placebo correspon—
dientes.

-- Se trataron las muestras .siguiendo el metodo analitico
descrita. Se corrieran estandares para cada nivel.

—— Se tamaron las lecturas en el espectrofotometra a 245
nanémetros.

~— Con los resultados chtenidos se evalud estadisticamente la
precision con el estadigrafo ugiZo y con el caefi:iente de

variacién.

2. REPROCUCIBILIDAD. Se pesaron tres muestras de
clorhidrato de clordiazepédxidoe de 10 mg y sus cantidades
equivalentes de placebo respetando la formulacién. Trabajaron dos
analistas de la misma forma en dos dias diferentes.

-- §e corrieron estandares. *
~~ Se siguidé la metodolegia naormal de analisis para cada

muestra. Se tomaron lecturas a 245 nm.

== Con los resultados obtenidos se avalué estadisticamente
con un modelo de factores aleatorios el efecto del analista, del dfa
y las interacciones analista-dta. (ANADEVA).



G. Exactitud del Método al 100%

~— Se pesaron diez muestras de clorhidrato de clordiazepcxido
al 100%Z (10mg) de la formulacion y sus correspondientes pia:ebns.
A su .vez una muestra de estindar.

-- Se trataron con la metodologla de analisis.

-~ Se tomaron lecturas a 24Snm.

-— Con los resultados obtenidos de las analisis se evaluo la

exactitud estadisticamente, a través del estadigrafo "t" de student

Y con el intervalo de confianza.

H. Especitficidad del Meétodo

-- Se realizaron cinco pesadas de placebo respetandoc la
formulacion.

——~ Se pesaron cinco muestras mas de placebo cargada a la
concentracid¢n central (10mg).

-— Se analizaron con la metodologia descrita.

-~ Sa talculé el porciento de interferencia.
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1. Estabilidad de las Muestras

—-= Las muestras ocupadas para exactitud del metodo se
analizaron al trascurrir 30 min, t, 2 , 4 y una ultima medicien a
lag 24 hr bajo condiciones normales de almacenamiento (Frotegidas
de la luz), con ¢sto se observd la estabilidad de las muestras. Se
estudiaron los resultados obtenidos estadisticamente con el cal-
culo de la media del factar "I" para contrastarse con el intervala

de confianza.
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VIl RESULTADOS
A. Linealidad del Sistema

1. EVALUACIGN CON REGRESIGN LINEAL

" TABLA 4. Resultados de absorbancia de estandar de
clorhidrato de clordiazepoxido a diferen—
tes niveles.

Cantidad adicionada Absorbancia
Std. ¢ mg ) "X" wyn
5.0 0.315
S.5 0.362
S04 4.4 0, 290
5.4 0.353
4.8 0.333
7.9 0.535
8.0 0.493
80% 8.4 0.522
8.2 0.511
8.3 0,528
10.2 0.4814
10.3 O.448
100% .9 0. 620
10. 6 0. 644
?.4 0.578
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Cantinuacion TABLA 4.

12.4
1201

T120% 12,35

“pizi

‘0.952
0.956
0.959
0.906

0. 884

“Pendiente del Sistema Ordenada al Origen
| a=0.0007 =0

Coeficienta de determinacién
L r? = 0.99%1 = 1 J

Coeficiente de correlacién

Ecuacién de la Recta
Y =mx + a

Y = (0.0578) (x) + ( 0.0407)

Se considera al sistema como lineal debido a los resultados

anteriores. (Consultar el ANEXO para las férmulas ocupadas)
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LINEALIDAD DEL SISTEMA
- ESTANDAR PRIMARIO

. AESCFEANCIA

08 & * 0.0407
0.4 A
0.2+
[ : T 7 T T T 7
¢ 2 4 8 e 1 2 14
CANTIDAD ADIGOMADA (mg)
r » 0.9980

2 = 0.9981
AESPUESTA ESPEOTACFOTOMETAIOA
ABSOR3ANOIA DEL OLORHIDRATO DE
OLORMAZEPOXIDO (GRAFIOA 1
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2. EVALUACICN. ESTADISTICA

a. Analisis de Varianza
Se determind con el analisis - de  varianza de la  regresién

lineal, sl existe asociacidn entre la variable "X" y "Y".

Tabla de Anadaeva

TABLA S.
Fuente de Grados de Suma de Media F
variacién libertad cuadrados cuadratica calculo
gl sC |x[=}
Regresién| gl R = 1 SCR = 1,033 MCR= 1.033 S243.6548
Errar de = o — - _ -
Regresion gl ER = 23|SCER = 0.00455{MCER= 0,000197

Los resultados del analisis de wvarianza para 1la regresidén
lineal son satisfactorios. La linealidad se veritfica a traves de

este estudio.
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B. Precisien del Sistema

TABLA 6. AnAlisis de estandar de clorhidrato de clordiazepéxida
al 100%. Respuestas de absarbancia aobtenidas.

No de muestra Absarbancia
1 0.601
2 0.629
3 0.626
4 0.609
S 0.614
& Q. 625

Valor obtenido del coeficiente de variacidén:

C.V. = 1.25%

El valor de coeficiente de variacién es menor al valor

aceptado (C.V. § 1.5%), por lo tanto consideramos al sistema como

precisa.
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C. Linealidad del Metodo
1. EVALUACICN CON REGRESIGN LINEAL

Cantidad Adicionada Cantidad recuperada
Muegtraimg) “X" (mg) "Y*

4.8 4.47

5.5 5.45

S0%Z 4.8 4,64
5.5 ‘ g S s.a7

4.8 : : RS 5.03

8.0 ) : 7.82

- BT R 7.86
leieon | | 7.51
' 8.1 7.81
B.3 . ] 7.84

9.9 9.83

F.6 ?.56
100% 10.2 ?.91

10.3 10.33

9.9 ?.99

11.9 11.57 *

12 12.06

1207 12.4 12.01

12.6 . 12.37

12.6 12.81

TABLA 7. Clorhidrato de clordiazepdxido a S niveles.
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Continuacién TABLA 7. Cantidad adicionada contra cantidad
recuperada de clorhidrato de clordiazepéxido
a cinca niveles de concentracien.

15 14.34

13.8 14.94

- 150% 1s.6 15.44
15.9 15.67

15.2 14.85

Resultados de la regresién lineal: (Consultar formulas en el ANEXD)
Pendiente del Método Ordenada al origen del Metodo

m = 00,9938 = a = -0.,1329 = ¢

Coeficiente de determinacién
L r-2 = 0.9947 = 1 J

Coeficiente de correlacién

Ecuacioén de la Recta
Y=mx+ a

Y = (0.9938) (x) + (-0,1329)

Se puede considerar que el método analitico estudiado es lineal
o tiene un comportamiento lineal ya que la pendiente (m) es muy
cercana a 1, la erdenada al arigen as aproximadamente cero y el

coeficiente de determinacién es cercano a una.
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LINEALIDAD DEL METODO
CLORHIDRATO DE CLORDIAZEPOXIDO

CANTIDAT AECUPEGADS (g

1 ‘ . . ol
45 < . . . . / E i
medesan " o
A 1
/ L
/ 1
a.» =0.1389 ;
4 8 8 0 2 14 8
CANTIDAD ~DICICNADA (mg)
r 09973
‘ D:TE" HNNACGION ESPEOTROFOTOMETRICA 12 = 09947

MUESTRAS DE QLORHIDRATO DE
0L0°D£l'==0<'00 {GR4RI02 2}
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2.. EVALUACISN ESTADISTICA

a. Pendiente '

Planteamiantu de la hipdtasis:

Valores -del -estadigrafo de contraste "t de student:: -

1:cc'nl.t:ul‘e = 0.33119
2 = O = n=2 3
ttubln cuando: -] 0.05 Y gl n 2 =.23
t:( 1eg ) = 2.0487 t( a )= ~2.0687
2 2
Criterio de decisidn:
. 4 <
tg S tatewte el-g
2 2

Contraste de los resultados abtenidos:

[ =2.0687 = =-0.33117 = 2.0687 J

Se acepta la hipdtaesis Ho : m = 1 y se puede considerar
metodo como lineal en base al criterio antes seflalado.

(Consultar las formulas en el ANEXO)
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b lhgétva]o de. Confianza
~Farmula-
.mE X 8 vox
z Sx Yn—1 l
En-donde.:. m..=. 0.9938 gsl.= N=2 n = 25
tv.abLa.- = 2.0687
S v-x = 0,3267
Sx = 3.54656

El intervalo resultante es el siguienta:

0.95852 £ 0.9938 =< 1.03é;]

El intervalo de confianza es adecuado al valor resultante y

por lo tanto podemos considerar, en base a este criterio, al metodo

como lineal.

c. Ordenada al Origen
Planteamiento de la hipdtesis:
Ho 2 ae = 0
H : a = O
Valores del estadigrafo de contraste "t" de student:

= ~0,b605

tcé\ culo
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b w—2.0687
tiabloa _

= 2,06B7

Criteric de decisioén 3

< s
tg = tcé.l. cuts t 1-a
z 2

Cantraste de los resultados obtenidos:

L:?.0637 £ =0.68605 = 2,0487 AJ

En base al criterio anterior se considera gue la ordenada
origen es igual a cerc y paor lo tanta el metodo tiene

caomportamiento lineal.

c. Analisis de Varianza

al

un

Se determind con el analisis de wvarianza de la regresien

lineal, si existe asociacién entre la variable "X" y "v",

Tabla de Anadeva

TABLA 8. (Ver el ANEXD para férmulas)

Fuente de Grados de Suma de Media F
variacién libertad cuadradas cuadratica calculo
gl

Regresién| gl R = 1 SCR = 300.7%&4 (MCR= 300.796 2815.9155

Error de
Ragraesison gl ER = 23[SCER = 22,4589 [MCER= 0.10682
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Los resultados del anAlisis de varianza para la regresicen
lineal son satistactorios. La linealidad se verifica a través ae

este estudio.
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D. Exactitud del Método al 100%

TABLA 9. Resultados de cantidad recuperada contra cantidad
adicionada de clorhidrato de clordiazepéxida al 100%,

Cantidad Adicionada Cantidad Recuperada

Huestra (mg) (mg)
10.3 10.33
9.9 9.83
9.9 - ?.99
10.4 o 10.54
16‘.5 o S - 10. 49
‘10‘;3" e 10.20

: »kio.s : T 10.36

el 9.56
xo;b 10.43
10.5 . 10.31

1. EVALUACION A TRAVES DEL INTERVALO DE CONFIANZA

Cailculo del intervalo de confianza con ayuda del estadigrafo
"t" de student. (Consultar el ANEXO para férmulas auxiliareg)

Formulas X% t to.ers B%
7 n
En dondet gl=n — 1 a = 0,09

to. o3 = 2,2622

S%4 = 0.9037
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Criterio de decaisidn:
98,8095 € 99.4%6 < 100.1025 J
Se considera al método analitico como e:acto debido a que el
intervalo de confianza contiene al 100%.
2. EVALUACION CON EL ESTADIGRAFO DE CONTRASTE
“t"* DE STUDENT
Planteamiento de la Hipétesis:
Ho t u = 100%
Hi &t o = 100%
Valores ohtenidos del estadigrafo de contraste:
t . = =1.9040
catculo
tmbl“ 2.2622
Criterio de decision @
'.'9 tcél.culcv = ¢ 1-a
H 2z
Contraste de los resultados obtenidos:
~2.2622 s ~1.9040 =< 2.2622
= 100% ya que los

Por lo tanto se acepta la hipotesis Ho w
valares quedan dentro del criterio de aceptacién. Se considera gue

el metodo es exacto.
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E. Precisi¢n del Métoda

1. REPETIBILIDAD

TABLA 10. Clorhidrato de clordiazepdxide analizado
a tres ditfarentes niveles, (80, 100 y 120%).

Cantidad Adicionada
% Recobro
Muegstra (mg) “X"
8.0 97.75
8.10 94.43
8.3 98.83
a0%
8.3 98.26
8.0 99.01
8.1 Qb. 41
-10 97.35
10.3 100.35
9.9 100.97
100%
10.5 99.81
10 104.00
10 101.1




Continuacién TABLA 10,

12,6 : T 9@.18
12.6 101,695
. 12.1 Lk A 97,91
120% =
12.4 : 97.78
12.4 95.41
12.7 95.60

a. Evaluacion Estadistica con el Coeficiente de Variacien

(C.V)

Cve = -2= & 100
v

Media del porciento de recobro = 7 = 98.72
Desviacién estandar del 7% de reccbro = § = 2,262

C.v. = 2,2917

Criterico de Aceptacion

C.V. s 3%

Por 1o tanto nuestro método es repetible debido a que el
coeficignte de variacién es menor a 3%. Limite aceptado para

metados espectrofotométricos.
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b. Evaluacioen con el Estadigrafao wyidn

Plateamiento de la hipétesiss
Ho : o =< 24
H s o > 24
Valores obtenidos para el estadigrafo uxdne

XiZcileuto = 21.745

En donde: o = 0,09
gl = n-1 = {7

Xifiabtas = 30,1912

Area de Aceptacién
X !zcél:ulo < Xi*iablas

Contraste con los resultados obtenidaos:

21.745 = 30.191

En base al criterio anterior se considera al metodo coma
repetible ya que nuestros parametros quedan dentro del Jarea do

aceptacién.
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2. REPRODUCIBIL.IDAD

TAEBLA 11. Resultados en porciento de recobro del
clorhidrato de clordiazepoxida.

Dia 1 Dia 2
104,57 97.52
Analista 1 104,46 101.2
‘ 100.86 97.79
101.80 104.11
Analista 2 97.05 100.21
103.18 97.34

Resultados de Fcdlcuto ¥y Ftablas

(Cansultar el ANEXO para tabla de ANARDEVA y sus férmulas)

Fcalculo Ai = 0.125
Fcalculoa Dj = 1.288

Fcalculo AID = 1,697

Ftablas ' En donde:a = 0,05 Fo.93
Analista Ai gl A 161.4
9l AD
Dia  Dj gl D 161.4
o1 Ap
Interaccién AiDj 9l AD S5.32
gl E .




‘Criterio de aceptacién:

Fcalculo s Ftablas

Contraste de los valores obtenidos de “F"3

Analista Ai 0.1235 =< 161.4

Dia DJ 1.288 = 161.4

Interaccien AiD§| 1.697 < 35.32

En base al criterio de decisiéon no existe afecto de
analista, no se presentd efecto en los diferentes dias y no existe
efecto de interaccién analista-dia. Puesto que se cumplen las tres

condiciones el método es reproducible.
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F. Especificidad del Meéetodo

TARBLA 12. Clorhidrato de clordiazepdrido,
materia prima al 100%.

Cantidad Adicionada Absarbancia
(ng)
10.3 0.632
F.? 0.619
10.6 0. 653
10.6 0. 646

TABLA 13. Muestras de placebo para tabletas da clorhidrato
de clordiazepoxido.

Placebo Absaorbancia
(mg)
107.7 0.006
108.8 0.002
109.4 0.002
108.3 0.001
112.5 0.003
HMuestra Plagebo

Xats, = 0.4318 Xabs. = 0.0028

Porciento de interferencia:

Por tanto consideramos que el método es especifico debido al
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bajo porcentaje de interferencia calculado en

muestras de placebo y placebo cargada.

6. Estabilidad de las Muestras

la absorbancia en

TABLA t4. Muestras de clorhidrato de clordiazepoxido
. almacenadas protegidas de la luz y analizadas
a diferentes tiempos.
Cantidad add.{mg) Abs. Inicial Abs. 1 hrjAbs. 2 hr
1. 10.1 0.4683 0.674 0.674
2. 10.3 0. 607 0.394 0.5%6
3. 10 0.598 0,390 0.386
4. 10 0.580 0.571 0.571
S. 10.4 0. 620 0.616 V.610
Cantidad add. (mg) Abs.3 hr Abs.4 hr Abs.24 hr
1. 10.1 0.674 0.4677 0.639
2. 10.3 0.600 0,400 0.568
3. 10 0. 607 0.594 0.561
4, 10 0.588 0.574 0.543
5. 10.4 0.618 0.618 0.586
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a. Evallaci¢n- con el Factaor "I".

valar de madia‘del Factor “1" para cada tiempo

1 he 2hr She ane 24hr

98.69 78.332 (99.968; 97.184 93.82

Las muestras son estables cuando el valor de la media - del
del factor "I" se encuentra comprendido entre 977% - 103%Z. Limite

para metooos espectrofotométricos. (Consultar el ANEXAD).
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" VI11. DiSCUSIEN.

Linealidad del Siétema:

0.979) y-el

puede agbservar que el cceficienté de cietérn{?na;iéﬁ. ‘(Vr'z
de correlacien cumplen con el criterio ée . a:l:g!':j:ac‘l.orr'l : (‘rzz _70.98';
+2 0.99) correspondiente. Por lo - tanto, podemos.  considerar 'alr
sistema de medicioen como lineal, es decir, las respuestas' son
proporcionales a la cantidad de muestra analizada.

El analisis de varianza confirma estadisticamente la lineali-
dad del sistema.

Presicién de sistema: Puesto que el coeficente de variacien

(C.V.

«25%) fue menor al limite aceptado (C.V.=%1.5)) se considera
al espectrc‘afotcmetrn como precisa, ya que pgresentd cancordancia en
sus respuestas.

Linealidad del Método: En base a los resultades obtenidos se
observa que la pendiente y la ordenada al origen son cercanas a
uno y cero respectivamente (m = 0.9938 =1 ; a = ~0,132 = V), ast
también el coeficiente de determinacion (r?= 0.9947) y el de
correlacién (r= 0.9973; cumplen con el criterio de decision
correspondiente iz 0,983 rz 0.99) para la linealidad del metodo,
lo que indica que responde praoporcionalmente a la cantidad
adicionada.

La estimacion de la linealidad a través del intervalo de
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confianza con ayuda de la pendiente calculada, ia ordenada al
origen y el estadigrafo "t" de student indica que el metoda es
lineal al cumplir con los criterios de aceptacien.

Exactitud y Repetibiliidad del Meétodo: La exactitud del
metodo arrajo resultados confiables, al estimarla a traves del
intervalo de confianza nos indica que contiene al 100%
(98,809 £ 10U< 100.102) lo que demuestra que el metodo analltico
es exacto al 100%. Asi lo demuestra la decisicn a traves de la “t"
de student, aceptando la hipotesis p = 100%4 ;3 ya que los valores
calculados gquedan dentro del intervalo de contianza por, lo tanto,
existe contfiabilidad en las datos registrados.

La repetibilidad del mé¢todo es aceptable ya que al evaluar
los resultados obtenidos a travées del coeficiente de variacioen
(C.¥. =2,.2917%) fue menor al 3%, limite aceptado para un método
espectrofotométrico. La evaluacién estadistica a traves del

estadigrafo nyin

lo demuestra al ser menor la “XiZ"calculada
(21.743) que la "%i%"iablens  (30.191) lo que indica que el métoao
es repetible a cualquiera de los niveles esstudiados 80, 100 y 120,
Reproducibilidad: Al ser evaluados los resultados con el
modelo aleatorio se demostréd que el método analitico no presenta
efecto cuando es llevado a cabo por diferentes analistas, ast 1lo
demastrd el estadigrafa "F"  caleulade (0.125) al ser menaor que
"F'iablas(161.4). Asi también, no existis efecto o diferencia al ser

analizado en diferentes dias y no existid efecto al evaluar las

interacciones de estos dos factores analista-dia, al ser analizados
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con el estadigrafo de contraste “F". Al cumplirse las tres
condiciones se puede afirmar que el método analitico para
clorhidrato de clordiazepoxido es reproducible.

Especificidad : Al ser analizadas muestras de placebo y de
placebo cargado se obtuvéd como resultado una interferencia de
0.44317%, par lo gue el método analitico se considera como
especi fico, ya que la interfencia es baja y no altera los anilisis
de muestras, es decir, los excipientes no alteran la absorbancia
del prineciplo activo o no absorben a la longitud similar de
éste, por lo que el método es confiable.

Estabilidad de las Muestras: Las muestras fueron estables
bajo condiciones adecuadas de almacenaje, es decir, protegidas de
la luz y a temperatura ambiente ya que las lecturas tomadas durante
las primeras 4 horas marcan una diferencia de centésimas lo que no
atecta los resultados e indica estabilidad. Sin embargo, al
trascurrir 24 horas las lecturas de absorbancia ¢tienen grandes
diferencias lo que nos indicd degradaci¢en e ipestabilidad al
transcurrir dicho intervalo de tiempo. As{ lo demostro el analisis
estadistico con la media del factor "I" para cada tiempo. Los
valores de las primeras 4 horas se encuantran dentro del intervaloa
de confianza para métodos espectrofotométricos (97%-1034). E1
resultado a las 24 hrs se sale de este intervalo 1lo gque indica
degradacidn de la muestra.

En base al anAlisis anterior se observa que la linealidad vy

la presicién del sistema de medicién (Espectrofotémetro) son
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confiables para lievar a cabo la validacién, con ¢sto se asegura
que el equipa respondid de acuerdo a las necesidades del méetoda Yy
no interfirié en los resultados. El sistema da  respuestas
proporcionales a la cantidad de estandar en el rango establecido,
con una dispersidn baja.

Al llevar a cabo el estudic del método analitico se demostreé
que no tiene error, ya que presenta exactitud al evaluarlo al 100%
y presenta concordancia en sus resultados, es decir, una disper-
sién baja a las diferentes concentraciones estudiadas. por lo que
en el intervalo estudiado los resultados que se obtuvieraon son
confiables.

Se puede afirmar con este estudio que el metodo responde
proparcionalmente a la cantidad de muestra analizada en el
intervalo de S50Z al 130%Z de concentracién. Tambien se abserva que
no existe efecto sobre el método al ser aplicado por diferentes
analistas y dlas, es decir, ®1 cambhio en e¢stas condiciones no
altera los resultados.

Los factores invelucrados en el estudio fueron evaluados
estadisticamente y se confirmé que no influyen sobre el metaodo

espectrofotometrico.
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IX. CONCLUSIONES

En base a todo el programa de anilisis quimico y estadistico
llevado a cabo para el métada analitico espectrofotametrico
aplicado a tabletas de clorhidrato de clordiazepéxido, se concluye
que dicho meéetodo es lineal, axacto, repetible, reproducible vy
espect fico, por lo tanto, podemos utilizarlo como metodo adecuado
para el anilisis quimico de ias tabletas antes mencionadas, sin
olvidar que el sistema de medicidén (Espectrofatémetro) se
encuentre en condiciones Sptimas de trabajo. Se puede afirmar que
las muestras de anilisis son estables bajo condiciones adecuadas
de proteccién a la luz y a temperatura ambiente por un pericdc no
mayor de cuatro horas.

for 1o tanto se puede considerar al método analttico
espectrofotométrico como valido o validado para el analisis de
tabletas de clorhidrato de clordiazepdxido, debido a que cumplid con
los parametros estudiados correctamente. Por lo cual los resultados
a través de este métado seran confiables en lo sucesivo para
analisis de rutina de las muestras obtaenidas, siendo el control de
calidad de el medicamento ¢ptimo, si @85 correctamente utilizade
considerando las buenas practicas de analisis que deben estar
presentes en todos los laboratorios farmacéuticos, todo ésto para

cbtener resultados confiables.
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X. ANEXD

Farmulario - y criterios de decisién-  para los’

escadxsti:oé utilizados en la validacidn. -
A. Linpealidad del Sistema
Estimacién con la regresién lineals

Calculo de la pendiente (m):

A{ZXY) = (X2 (ZY)

n (2% - =02

Cal:uin de la ordenada (a):

a=Y¥-nX

Coeficiente de determinacisn (r):

tn (EXY) - (£X) (EY)2?

tn (sx0% - (20 1tniEn)? - (g%

Coeficiente de correlacidn (r):

z
r=vyr

n= numero de datos

analisis

X= variable independiente
{cantidad adicionada)

Y= variable dependiente

_ (respuesta obtenida)

X vy Y= medias aritmeticas

a= ordenada al origen
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_Analisis de Varianza en regresién lineal:

Tabla de Anadeva

Fuente de| Grados de Suma de cuadrados Media F
variacioen| libertad u e a o cuadraticai cal.
- ~ ~ o1 (o — GCR MR
Regresien} GLR = SCR= m(ZXY)+b (ZVY) (S: ) MCR—'EEE' FCER
Error de = nenl = oyl _ vy o . SCER
Regresisn BLER= n-2] SCER= LY m(ZXY)-b(ZY) |[MCER= ECER]

Criterio de decisi¢n: Si el sistema cumple con las siguientes

condiciones se considera lineal.

r’2 0.98

r 2 0.99
B. Precision del sistema de medicidon. Se evalua con el
coeficiente de variacién:

.Férmula para calcular el coeficiente de variacion:

C.v. =

x 100

Desviacion estandar.

<} o

Madia de la respuesta
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€. Linealidad del métoda.
a. Estimacién con la regresion lineal, se utilizan las fermulas
ocupadas para linealidad del sistema can las siguientes

diferencias:

X = variable independiente
(cantidad adicionada)

¥ = variable dependiente
(cantidad recuperada)

Criterio de decisien para la linealidad del metodo. Si cumple

conlas siguientes condiciones el metodo se considera lineal.

b. Linealidad del método con ayuda del estadigrafo de

-cantraste “§" de student.

Evaluacién con ayuda de la pendiente (m)

Férmula para "t de cilculo:
tm — mo) Sx ¥ n-1]

~
S y/x

tealeulo =

Férmulas para cada uno de los términos requeridast

/t o - T2

s = / n-—-1
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“‘Significado 'de los tarminos =JEr‘r‘cw 'tlpico

= Error tipico
modificado.

Desviaci¢n esgtandar.

n = numero de datos.
« = nivel de significancia

gl.=grados de libertad

£ tablos
Cuando:z a =-0,08 gl = n-2
Criterio de decision:
< <
tg - t:Alculn - N 1-a
2 2

81 se cumple con el criterio de decisien se considera al

método lineal.
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€. Evaluacién estadistica a través del.

.iﬁc‘ev'\»/‘alov “de:
confianza. Con la pendiente calculada (m).

Fermula para caleular el intervalo:

8
. .
1-a YR

2 sah-i] . e

i o : 0.05
Criterio de decisién: EL intérvalaide_,:vnnifianza debe contener
el valor de pendiente (m

= 1), 8t cumple- con . el ecriterio se
considera al método lineal.

d. Evaluacizn a traves

de la ordenada al origen con el esta—
digrafo de contraste "t de

student.
Formula para tcalculg:
a —- ao
tcAlculo = < £n dondet ttablas
Sy/x / EXU
NE(Xi=X) 2 &= 0.08

gla=n - 2
Criterio de decisidn:

Ltg S tcalculo s ¢
2

o
-3
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5l.se cumple con el criterio anter;orfﬁ;a

‘ordenada’al. origen es igual‘a cero y'pur"iu,’

-criteriao para linealidad del meétodo.

D. Exactitud-del Métoda al 1002.—Se‘e§§1ﬁ§.estadist ;amentgjcdn
el -intervala confianza. v - FREE
‘a. Férmula ‘para calcular el intervalo de confianza:
X% & to.ovs S%
'Para t Eéblas se consideran los siguientes datos:

g.l. = n - 1 a = 0.05

Termino requerido para calcular el intervalo:

gz = JELX -2
2 ELL AR

N~

Términos utilizados:

X% = Media en porciento

S§% = Desviacidén estandar en
parciento.

Criterio de decision:

ta = tealculo St _a
2 2

El intervalo de confianza debe contener al 1007 para

cansiderarse al método como exacto.
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b. Evaluacién ‘‘de’ ‘la® Exactitud  con’ el ‘éstadxgrafn;‘de‘
contraste:!t" de student. .

Férmulajpara,:alcularrla”tfde-studént

- tealcdle =i

u'='média.106% :
" Grablas 3 o ]'§1k1= n.=-1 !
. =0.05

Criterig de decisidn:

t £ tcalculo s tl a
2

Q
2

Se considera exacto si cumple con el criterio de decisién.

E. Precisidn:
1. Repetibilidad. Evaluacién a traves del coeficiente de
variacién., (C.V.)

a. Férmula para el calculo del coeficiente de variacien:

cov. =S x 100
v

S = Desviacidn estandar del
porciento de recobra.

= media del porciento de
recabra.

Criterio de aceptacidn para métado espectrofotometrico:

<i
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c.v. s 3%

Si el coeficiente de variacion es. :al I - se

'cunsiderafalfhetodu repetibl

b. Evaluacien.a traves

- Farmulag

'5? Q,Varianza poblacional

Xi%tablas a = 0,05
gl =n -1

Area de aceptacion

llizcalculo < XXZCablail

Si cumple con el criterio se considera al método repetible.
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2. Reproducibilidad
aleatorios. Analisi

Se evalua al ;‘ef’éﬁeo del

Simboldg(a:

-

Dias = Dj

analisis.

‘deliva fanza. (ANADEVA)

Analista = A
“Interaccion Analista-dia
Error experimental

a = i = numero de analistas.

b = j = numero de dias.

A traves del imndela de factares

= A-Dj

€ =~ k = numero de repeticiones por

Igual para los analistas.

Para obtener el valor de “F" de calculo se deben hacer
siguientes operacicnes de la tabla de analisis de varianza.
TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA
Fuente de Gradas de - |Media nEo
variacion libertad Suma de cuadrados cuadratica |Calculo
o1 G- 1 vi® _ v? st A MC A
filas bc abc i-1 MC AD
03 G- 1> vt _ v¢ st D MC_D
columnas ac abe =1 n
.2 .2 2,2
. . . . EYijT EYiT EYIC Y SC_AD MC_AD
Ai-Dj (i) (j-1) ) — - T = o | = e T ot
interaccisn c bc "ac abc| (i~1) (j-1) |MCError
Eijk 13 Qe=1) zvijk?- £vi3? | sC E
c ijtk—1)

a4

ios




Fara - obtena

cunsideraciones

F tablas' ‘e =0.05
R E e

D3 gtAp

Area de aceptaciéns

FcaAlculo A s Ftablas No existe efecto por analista
JFcalgulo D < Ftablas No existe efecto por dia
Fcalculo AD = Ftablas No existe efecto por interaccieén

8¢ se cumplen los tres criterios de aceptacién se considera

al metodo reproducible.

F. Estabilidad de las muestras. Para cada condicién/tiempasmuestra

se calculc el factor (1) con la férmula siguiente:

(andlisis muestra/condicidén/tiempoli X 100

1 =
{anilisis inicial @)

Para cada condicidn/tiempo se calculd la media del factor (1).

T = Z 1 (condicién/tiempo)
N

N = numero ge muestras por cada
condicien/tiempa.
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La media del factor (1) para cada condicien/tiempo debe cum-
plir los siguientes criterios:

Metodo valar de T
Cromatograficos 98 - 1024
Titrimetricaos 98 - 10274
Quimicos ¥y Espectrotfotométricos 97 -~ 103%
Microbiolégicos 95 - 1054
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