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INTRODUCCION

Para asegurar due en la determinacién de uno o méas
principios activos presentes en una formulacién, se
realiza el procedimiento analitico adecuado, es esencial
llevar a cabo una validacién de la técnica analitica y de
esta manera se certifica la validez de los métodos de
andlisis empleados rutinariamente. Por tanto, la
Validacidén es una medida del funcionamiento del sistema
analitico total.

Mediante este trabajo de tesis se intenta responder a las
sigulentes preguntas:

- £Cémo optimizar un método analitico por
espectrofotometria ultravioleta para determinar al
clorhidrato de verapamilo en cuatro diferentes
formulaciones? y

- ¢Como validarlo?

El método utiliza la espectrofotometria U.V. como té&cnica
de andlisis para determinar al principio activo de las
cuatro formulaciones bajo las mismas condiciones de
andlisis, aprovechando la propiedad caracteristica del
clorhidrato de verapamilo de presentar un miximo de
absorcidn en el intervalo de luz U.V. a una longitud de
onda aproximada de 278 nm.

El objetivo del presente trabajo es modificar la técnica
analitica para determinar al clorhidrato de verapamilo en
cuatro diferentes formulaciones, con el fin de
optimizarla y validarla.

La modificacién a la metodologia de anilisis de 1la
empresa fabricante permitira obtener resultados con mayor
rapidez, se utilizard una séla técnica analitica para
determinar al principio activo empleando el mismo
disolvente para los cuatro productos farmacéuticos en
estudio. Ademds, se cuantificarid el clorhidrate de
verapamilo con mayor precisién y exactitud y se
disminuira la cantidad de disolvente empleado, lo cual



conducird a una reducccién importante en el costo de
andlisis de cada formulacién.

Una vez que el método haya sido optimizado, se llevari a
cabo su validacidén, a fin de asegurar la validez de los
resultados obtenidos en el control analitico de 1los
medicamentos.

Las cuatro formulaciones en las gue se determinarad el
clorhidrato de verapamilo son en grageas y en tabletas
laqueadas.

FORMULACION FORMA CLORHIDRATO DE
FARMACEUTICA VERAPAMILO (mg)

I Tableta lagueada 180

II Tableta lagqueada 120

III Gragea 80

Iv Gragea 40

También en este trabajo se utilizard la cromatografia en
capa fina como técnica auxiliar en la determinacién del
principio activeo en presencia de sustancias relacionadas
debido a que el método de control de calidad no es
especifico.
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A. VALIDACION.

El objetivo de la validacién, es proporcionar 1los
lineamientos bAsicos para establecer un programa,
destinado a obtener productos que cumplan con las
especificaciones y atributos de calidad preestablecidos.
La finalidad de cualguier compafiia que se precie de ser
ética, es fabricar productos que cumplan exclusivamente
con el gropésito gue pretenden y para el cual fueron
creados(24),

1. Historia de la validacién.

En Enero de 1985, las regulaciones de las GPM’s de la FDA
establecieron que los sistemas computarizados que
estuvieran relacionados con la produccién de
medicamentos, tenian gque ser validados. Sin embargo, la
historia no empezé6 con este incidente, desde antes de
1976, el concepto de Validacién ya se habia aplicado a
los métodos analitices y con la introduccién de dichas
regulaciones de GMP’s de la FDA en ese afio, comenzd la
historia de la validacién; la cual se resume en los cinco
capitulos siguientes:

1976 = 1991:

Capitulo I. Esterilizacién (1976-1979)

capitulo II. Procesos asépticos (1979-1987)

capitulo III. Procesos de tratamientos de agua
(1981-1985)

Capitulo IV. Procesos no asépticos (1983-1987)

Capitulo V. Sistemas computarizados relacionados
(1983-7) .

Desde mediados de los 70’s, la validacién ha jugado un
papel dominante en la produccién y en el aseguramiento de
calidad de los productos que estén relacionados con el
cuidado de la salud. La aplicacidn de los principios de
validacién a cualquier proceso de manufactura, tuvo lugar
a principios de los 80’s cuando se reconocié la necesidad
que habia de validar los procesos de esterilizacién asi
como los procesos asépticos. A lo largo de esta década,
las diferentes disciplinas como las correspondientes a
regulaciones, las industriales, sectores de ventas,
produccién, control de calidad, aseguramiento de calidad,
materiales, control de inventarios, ingenieria,
programadores de software, etc., dieron sus puntos de



vista, reflejando asi que habia una inguietud general en
todos los aspectos involucrados con la industria
farmacéutica.

Con la propuesta de la FDA acerca de las buenas préacticas
de manufactura (CGMP) empezd una nueva historia de la
validacién

Cronologfa.

1. 1906. Se creb la FDA (Food and Drug Act) - Prevenir
adulteraciones.

2. 1938. Se crebé la FD&C (Food, Drug and Cosmetic Act) -
Probar la seguridad de los productos.

3. 1962. Kefauver-Harris Amendment - Probar la eficacia
del producto.

4. 1976. CGMP -~ Escribir los procesos, aprobarlos,
validar los sistemas y documentar todo. Validacién de
procesos de esterilizacién.

5. 1979. validacién general de procesos.

6. 1982. Se crearon las guias Yy normas para llevar a cabo
las GMP’s, asi como la validacidén y afortunadamente en
los Gltimos 16 afios se ha visto una gran cooperacién y un
importante esfuerzo por todos los miembros del sector
requlatorio, del sector industrial, académico y mas
recientemente, el sector de ventas.

7. 1983. validacidn para productos no estériles.

8. 1985, Todo proceso que no esté validado, se considera
fuera de controll®s 24

La calidad no debe ser evaluada en los productos sino que
debe construirse junto con ellos, de aqui surgié 1la
PRIMERA DEFINICION DE VALIDACION dada por la FDA en 1977:

“Establecer svidencia documentada de que un sistema hace
1o que tiene .al propdsito de hacer".

La Validaciébn involucra muchos conceptos que son
cubiertos por las GMP’s. Por tanto, la FDA tuvo que
redefinir el término. La SEGUNDA DEFINICION DE VALIDACION
aparecid en 1987:




" La validacién es establecer evidencia documentada que
proporcione un alto grado de seguridad, que un proceso
especifico producir& un producto que cumpla con las
especificaciones y atributos de calidad predeterminados".

En 1983 con las "Guias para la inspeccién de sistemas
computarizados usados en la fabricacién de productos
farmacéuticos" comiinmente conocidas como '"Guia azul",
comenzé la historia de su validacién ya que 1los
instrumentos computarizados, contreoles y sistemas
software, han sido de gran ayuda en 1la industria
farmacéutica.

La definicién de validacién dada por Kenneth Chapman en
1985 es:

"En la industria farmacéutica de hoy, ya sea gque se trate
de un sistema computarizado, o uno de tratamiento de
agua, © un proceso de manufactura, la validacién no
significa nada mas_alla de lo bien organizado, y de lo
pien documentado"(8),

2. Propdésito de la validacién.

El propbsito de la validacién es asegurar la elaboracidén
de productos de alta calidad gque cumplan con las
caracteristicas indicadas en sus etiquetas, gue estén en
conformidad con todos los estdndares y especificaciones
establecidas por la compafiia y que cumplan con todos los
requerimientos legales de los lugares donde se fabriquen
y/o comercialicen.

En cuanto a costos, se incrementan los debidos al
desarrollo, ya que se requiere capacitacién del personal,
asi como personal adicional y ademds se necesita asesoria
externa. Sin embargo, se obtienen beneficios tales como:

- Mejorar productividad

- Reducir costos en Produccién y Control de
calidad

- Mejorar competitividad(24),

3, Tipos 4e validacién.

PROSPECTIVA. Establecer evidencia documentada de que un
determinado sistema hace lo que tiene el propésito de
hacer, basado sobre un protocolo previamente elaborado.



RETROSPECTIVA. Establecer evidencia documentada de que un
determinado sistema hace lo que tiene el propésito de
hacer, basado en la revisién y andlisis de su informacién
histérica.

CONCURRENTE. Establecer evidencia documentada de que un
determinado sistema hace lo que tiene el propésito de
hacer, basado en 1la informacién durante la actual
implementacién del proceso(24),

4. Organizacién.

La validacién en una compaiiia, funciona mediante un
comité de validacién coordinado por el departamento de
validaciones e integrado por cada uno de los
departamentos involucrados en la manufactura del
producto.

En la figura Al se muestran los departamentos que forman
parte de un Comité de Validacién.

Gerencia de Gerencia de
desarrollo Produccién
4 k3
Depto. de
c oM I T E +~ -capacitacién
Depto. de
validacidn - D E + Depto de
abastecimiento
v AL I D AC I O N
t t
Gerencia de Gerencia de Ing.
Control de Calidad y mantenimiento

Figura Al. Departamentos gue forman parte del Comité& de
validacién de una compafiia.



5. Revalidacién.

Una vez dque el sistema ha sido validado, se considera que
est4d bajo control y mientras no cambien ni las
condiciones, ni los parémetros, el sistema continda
controlado.

Actualmente, existen sistemas formales de control de los
cambios que se presentan en un sistema ya validado, en el
cual representantes calificados de cada una de las
disciplinas involucradas, revisan los cambios actuales o
los propuestos qgue pudieran afectar al sistema y si fuera
necesario, tomar una accién correctiva para asegurar gue
el sistema permanece en su estado validadado de control.

La revalidacién, es 1la repeticién del proceso de
validacién o de una parte especifica de éste. En algunos
casos, las compafiias encuentran apropiado revalidar
periddicamente ciertos sistemas aGn cuando no se crea que
han ocurrido cambios. Es conveniente tener la
certificacién de la revalidacién, ya que es un testimonio
documentado por autoridades calificadas de que 1la
calificacidén de un sistema, calibracién, validacidén, o la
revalidacién se han 1levado a cabo adecuadamente Yy los
resultados obtenidos son aceptablesf8r 14),



B. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS.

La calidad de un método analitico tiene que ser
caracterizada, monitoreada, evaluada y validada. La
naturaleza de los métodos analiticos puede ser fisica,
gquimica, microbiocldgica, biolégica o una combinacién de
estos tipos. La calidad del andlisis es construida
durante su etapa de disefio, validada en su etapa_ de
desarrollo y confirmada en su etapa de utilizacién(16),

Por lo anterior, la validacién del método analitico es
una parte integral del desarrollo del mismo. El método
debe probarse para determinar su efectividad. La
validacién generalmente incluye una  evaluacién de 1la
precisién, 1linearidad, exactitud y especificidad, vy
proporciona una medida del comportamiento del método.

La validacién de un método analitico se define como el
proceso por el cual queda establecido, por estudios de
laberatorio, que la capacidad del método satisface los
requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas.

La capacidad se expresa en términos de parametros
analiticos.

El factor mé&s importante durante la validacién de
cualquier método analitico, es siempre el criterio del
analista, el cual es hecesario aplicar después de tomar
en cuenta todos los factores relacionados, con el o los
principios activos, concentraciones, forma farmacéutica,
tipo de muestra, método de andlisis, propésito de la
técnica analitica, instrumentacién, sustancias
relacionadas, etc.f(3)

Durante la validacién se trabaja inicialmente con el
principio activo, para determinar si el método lo detecta
adecuadamente, enseguida se cuantifica el principio
activo en placebos adicionados, y finalmente se analiza
el producto terminado, en donde se evalGa si el
procedimiento de manufactura afecta la cuantificacidn del
principio activo. El criterio de aceptacién dependera de
la complejidad del método analitico.

La validacién se enfoca a conocer el error de los métodos
analiticos y si ese error es menor que el establecido, la
técnica se considera validada y adecuada.



Actualmente, la validacién del método analitico es una
parte integral del desarrollo de un medicamento por lo
gue no es posible considerarlos por separado.

Los resultados parciales o finales de la validacién
pueden dar como conclusién que:

1. El1 método es confiable y por consiguiente
se considera validado.

2. Requiere modificaciones y una vez llevadas
a cabo, iniciar o completar la validacién.

3. El método no es confiable para cuantificar
a la sustancia problema, por lo tanto es
necesario desarrollar una nueva técnica e
iniciar la validacién{l?),

1. Seguimiento para la validacién de técnicas analiticas.

a. Cronograma de realizacién

b. Designacién del personal responsable

c. Procedimientos analiticos escritos

d. Estandares primarios de referencia

e. Instrumentos y materiales calibrados

f. Descripcién del plan de validacién

g. Definicién de criterios de aceptacién para cada
pardmetro evaluado (dependiendo del método).

h. Aprobaciénf?4),

2. Definiciones de los parémetros analiticos.

Linearidad. La linearidad de un sistema o de un método
analitico, es su habilidad para asegurar que los
resultados analiticos, que pueden obtenerse directamente
o por medio de una transformacién matemdtica bien
definida, son proporcionales a la concentracién de 1la
sustancia dentro de un intervalo determinado.

Intervalo. El1 intervalo de un método analitico, estéa
definido por las concentraciones comprendidas entre los
niveles de concentracién superior e inferior de 1la
sustancia, en el cual se ha demostrado que el método es
preciso, exacto y lineal.

Exactitud. La exactitud de un método analitico es 1la
concordancia entre un valor obtenido experimentalmente y
el valor de referencia. Se expresa como el porciento de



recobro obtenido del andlisis de muestras a las gue se
les ha adicionado cantidades conocidas de la sustancia.

Precisién. La precisién de un método analitico es el
grado de concordancia entre resultados analiticos
individuales cuando el procedimiento se aplica
repetidamente a diferentes muestreos de una muestra
homogénea del producto. Se expresa en términos de
Desviacién Est&ndar o del Coeficiente de Variacién. La
precisidn es una medida del grado de reproducibilidad y/o
repetibilidad del método analitico bajo las condiciones
normales de operacién.

a. Repetibilidad. Es la precisién de un método
analitico expresada como 1la concordancia
obtenida entre determinaciones independientes
realizadas bhajo las mismas condiciones

(analista, tiempo, aparato, laboratorio,
etc.).

b. Reproducibilidad. Es la precisién de un
método analitico expresada como la
concordancia entre determinaciones
independientes realizadas bajo condiciones
diferentes (diferentes analistas, en

diferentes dias, en el mismo y/o en diferentes
laboratorios, utilizando el mismo y/o
diferentes equipos, etc.).

Limite de deteccién. Es la minima concentracién de una
sustancia en una muestra la cual puede ser detectada,
pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones
de operacidn establecidas.

Limite de cuantificacién. Es la menor concentacién de una
sustancia en una muestra que puede ser determinada con
precisién y exactitud aceptables bajo las condiciones de
operacién establecidas.

Especificidad. Es la habilidad de un método analitico
para obtener una respuesta debida fGnicamente a 1la
sustancia de interés y no a otros componentes de la
muestra.

Tolerancia. La tolerancia de un método analiticoc es el
grado de reproducibilidad de los resultados analiticos
obtenidos por el andlisis de la misma muestra bajo
modificaciocnes de las condiciones normales de operacidn,
comc diferentes temperaturas, lotes de reactivos,
condiciones ambientales, etc.



de la estra. Es la propiedad de una muestra
preparada para su cuantificacién, de conservar su
integridad fisicoquimica ¥y 1la concentracién de 1la
sustancia de interés, después de almacenarse durante un
tiempo determinado bajo condiciones especificas(3s %)

3. Parémetros a evaluar para un Método Indicador de
control de Calidad.

En la tabla Bl se muestran los parametros que deben
evaluarse cuando se trata de un Método Indicador de
Control de Calidaa(3).

Tabla Bl
Revalidacidén del métoedo
Paréametro
Sin cambio* Con cambio*
Linearidad y precisién X X X

del sistema

Limite de deteccién

Limite de cuantificacién

Exactitud y repetibilidad X X X
al 100 %

Linearidad del método X X X

Precisién
(Reproducibilidad)

Especificidad X X X
(Control de calidad)

Especificidad
(Estabilidad)

Tolerancia del sistema

Estabilidad de la muestra X X
analftica

* En las condiciones de operacién.
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4. Glosario.

= Ordenada al origen.
r = Coeficiente de correlacién.
r: = Coeficiente de determinacién.
CV = Coeficiente de variacién.

IC = Intervalo de confianza al 95 %.

m = Pendiente de la recta.

R = Porciento recuperado.

R = Promedio aritmético del porciento recuperado.
F = Valor de la distribucién F de Fisher con

una probabilidad acumulada de 0.975.

I = Factor para c&lculos en la Estabilidad de
la muestra.

gl = Grados de libertad(3),

5. Determinaciones de los parémetros analiticos para
Método Indicador de Control de calidad.

Linearidad del Sistema.

Se determina, construyendc una curva de calibracién,
utilizando cuando menos cinco diluciones preparadas a
partir de una misma solucién patrén y haciendo anédlisis
cuando menos por duplicado para cada dilucién.

El intervalo entre las concentraciones a analizar
dependerd del propdsito del método; para control de
calidad y de seguimiento de la estabilidad de un férmaco
en una forma farmacéutica, deber& estar incluida la
concentracién seleccionada como 100 %.

Criterio de aceptacién:

cv
r

1.5 %
0.99

VA

11
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Precisién del Sistema.

Se determina por el andlisis sextuplicado de una misma
solucién estandar correspondiente al 100 % establecido en
la linearidad del sistema.

Criterio de aceptacién:

CV £ 1.5 %

Linearidad del Método.

Se determina a partir de placebos adicionados de cuando
menos 3 diferentes cantidades de la sustancia de
interés, (placebos cargados), cada uno de manera
independiente, haciendo los andlisis por triplicado. Las
concentraciones de los placebos cargados deben ser las
adecuadas para gue, utilizando el método propuesto, las
concentraciones de las soluciones finales a analizar
estén dentro del intervalo de la linearidad del sistema,
incluyendo siempre la correspondiente al 100 %.

La amplitud del estudio dependeri del uso y aplicaciones
del método y deberd llevarse a cabo por un mismo analista
en las mismas condiciones de operacién.

Criterio de aceptacién:

cantidad adicionada vs. cantidad recuperada:

m =1
b =20
r 2 0.99
r2 3 0,98

El porciento recuperado (R} y el cV deben estar de
acuerdo con la tabla B2.

Exactitud al 100 %.

Se determina de cuando menos, 6 placebos cargados de
manera independiente con la cantidad necesaria de 1la
sustancia de interés para obtener la concentracién del
100%, utilizando el método propuesto. haciendo el
an&lisis en las mismas condiciones de operacién y por el
mismo analista.

Criterio de aceptacién:

ElRy el CV deberdn estar de acuerdo con la tabla B2(3),

12



Tabla B2

Método R cv
Cromatograficos 98 - 102 % £2%
Titrimétricos 98 - 102 % £2%
Quimicos y
Espectrofoto- 97 - 103 % £ 3%
métricos
Microbiolégicos 95 - 105 % £ 5 %

Precisién (Reproducibilidad).

Se determina de una muestra homogénea del producto
cercana al 100 % de la concentracién teérica, analizada
cuando menos por dos analistas, en dos dias diferentes y
por triplicado.

Criterio de aceptacién:

El CV debe cumplir con lo siguiente:

Método cv
Cromatografico £ 2 %
Quimico y espectrofotométrico <3 %
Microbiolégicos €5 %

Especificidad para Métodos de Control de Calidad.
Con el método propuesto:
1. Analizar placebos del producto.
2. Identificar la(s) respuesta(s) del(los)
activo(s), y si procede, de los excipientes
y/o de otras sustancias presentes.

Criterio de aceptacién:
Confirmar que el método desarrollado es capaz
de cuantificar la sustancia de interés sin que

exista interferencia de otras sustancias
presentes.

13



Estabilidad de la muestra analitica.

Se determina mediante la comparacién de los resultados de
los andlisis iniciales de 3 muestras con los obtenidos de
las mismas mustras después de permanecer por un tiempo
determinado en diferentes condiciones.

La determinacién debe ser efectuada por el mismo
analista.

Ccriterio de aceptacién:

La muestra es estable, si el IC para 1la
diferencia de la media de la muestra con
respecto a la media del andlisis inicial
incluye el valor de cero y/o la magnitud del
4|a£e2%¢):o no exceda los siguientes porcentajes(3:
.

Cromatogréficos * 2%
Titrimétricos + 2 %
Quimicos y espectrofotométricos + 3 %
Microbioldgicos + 5 %
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C. MONOGRAFIA DEL CLORHIDRATO DE VERAPAMILO.
3. Descripcidn.

a. Nombre quimico.
5-[(3,4-dimetoxifenetil)metil~amino}-2-(3,4-
dimetoxifenil)-2~isopropil valeronitrilo
clorhidrato.

a-[3-({[2-(3,4-dimetoxifenil)etil]~-
metilaminojpropil]-3,4-dimetoxi-a-(l-metil
etil)benzeno-acetonitrilo clorhidrato.

Clorhidrato de 5-[N-(3,4-dimetoxifenetil)-N-
metilamino}-2-(3,4~dimetoxifenil)-2-
isopropilvaleronitrilof(lls .

b. Nombre genérico.
Verapamilo.
Clorhidrato de verapamilofl2),

c. Nombre comercial.

Calan Cordilox
Isoptin Vasolan
Vibeline Visnadine(22. 17, 18)
Carduben
d. Férmula y_peso molecular.
Desarrollada:
CH,O OCH,
\ /
CHN CH,
cn,0 =C CH,) mawCH mmCH CH,.HCL
HeCH, .
Hy
M:451.07
Condensada:
C27H39C1N;0,

Aeézigjlgi ._color Yy olor.
Polvo blanco cristalino, sin olor discernible(11.,12,18)
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2. Propiedades fisicas.

a. Espectro Infrarrojo.

El espectro infrarrojo del clorhidrato de verapamilo se

muestra en la figura Ci.

La longitud de onda y la asignacién a las prlnc%?ales

bandas de absorcién se presenta en la tabla cif

MICRONS
20 8040
25 3.0 40 50 60 70 8.0 9010 12 141618, 25 3550
0.0 T T v T v T —rrrrrh g,
Y et Jo1
g 0.2 402
03 403
g 0.4 E 404
2 &5F 105
<
10 1 1.0
" s i ' " L . L L L 2 N
4000 3500 3000 2500 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400 200
WAVENUMBER (CM™")
Figura C€l1. Espectro Infrarrojo del clorhidrato de

verapamilo (pastilla de KBr).

Tabla C

Longitud de onda
(1/cm)

Banda de absorcién debida a las
vibraciones de tensién.

Entre 3030 y 2860
2840

Entre 2800 y 2300
2236

1607,1591 y 1518

1262

de grupos metilo y metileno.

de grupos metoxi.

de la amina protonada.

del alquil nitrilo saturado.
aromaticos de nGcleos bencénicos
sustituidos.

de los éteres aromiticos.

b. Espectro Raman.

El espectro Raman fué obtenido- en estado soélido.
muestra en la figura C2.

Se

La 1nterpretac16n del espectro Raman se presenta en la

tabla Cc2
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Figura C2. Espectro Raman del clorhidrato de verapamilo.
Tabla C2
Longitud de onda Banda de absorcién debida a las vibra-
(1/cm) ciones de tensién.
Entre 3020 y 2860 C-H de los grupos metilo y metileno.
2840 C-H de los grupos metoxi.
2236 C-N del alguil nitrile saturado.
1611 C=C aromdticos de nGcleos bencénicos
sustituidos.
775 Benceno 1,2.4~tri-sustituido.

c. Espectro de RMN protdnica.

El espectro de RMN proténica del clorhidrato de
verapamilo obtenido en una solueién al 10 % (P/V)
utilizando como disolvente metanol deuterado, se presenta
en la figura C3.

Los picos espectrales asignados se muestran en la tabla
C3, y corresponden a la siguiente estructurafi?):

OCH,

v 3/
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Figura C3. Espectro de RMN proténica del clorhidrato de
verapamilo en metancl deuterado.

Takla C3
Asignacién espectral para PMR.
Asignacién del protén cambio quimice (ppm) Multiplicidad
2/~H
5/-H
6’-H .
2"-H 6.66-7.15 Multiplete
5%-H
6"-H
0-CH 3.83 Singulete
0-CHj
0~-CH 3.86 Singulete
0-CHj3 3.81 Singulete
5~CH,
7-CH 2.75-3 .40 Multiplete
8~CHj
N-CHj3 2.82 Singulete
9-CH
3-CH, 1.26-2.45 Multiplete
4-CH, ancho
10-CH. 1.22 Doblete
11-CH3 0.7 Doblete
d. Espectro de RMN C-13.

El espectro de RMN C-13 del clorhidrato de verapamilo en
una solucién al 20 % (P/V) empleando metanol deuterado

como disolvente, se muestra en la figura C4.

1(:.1a2 interpretacién del espectro se presenta en la tabla C4
).
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Figura C€4. Espectro de RMN C-13 del clorhidrato de
verapamilo. El multiplete a 49 ppm es debido al solvente
usado CD,0D.

Tabla C4
Asignacién espectral CMR.

Asignacién del carbono| Cambio guimico (ppm) Multiplicidad
ORSFD#*

c-37 151.0 Singulete
c-3" 150.9 singulete
c~47 150.4 Singulete
c~-4" 149.8 Singulete
c-1/ 131.3 Singulete
c=1" 130.1 Singulete
c-1 122.2 Singulete
c-6’ 122.2 Doblete
c-6" 120.5 Doblete
c-57 113.9 Doblete
c-~-5" 113.6 Doblete
c-27 113.1 Doblete
c-2" 111.3 Doblete
c-7 58.1 Triplete
c-5 56.9 Triplete
O-CH3x4 56.6 Cuarteto
c-2 54.6 Singulete
Cc-6 40.7 Cuarteto
c-9 38.6 Doblete
c-8 35.4 Triplete
c-3 30.6 Triplete
c-4 22.0 Triplete
c-10 19.3 Cuarteto
c-11 19.0 Cuarteto

* Off Resonance Single Frequency Decouplin experiment.
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e. Espectro de masas.

El espectro de masas del clorhidrato de verapamilo se
muestra en la figura cs(!

100 -
9% [
80 L
70 &
60}
58
50

40}

RELATIVE INTENSITY

20 |- 151

6 m“
0 L.I i |.u||||n 1 .

453

MR .

50 100 150 200 300 350

mle

Figura C5. Espectro de masas de alta

400 450 500

resolucién del

clorhidrato de verapamile.
Tabla C5
Masa medida (m/e) Masa calculada Férmula
453.2767 345.2753 CpyH37N04
303.2080 303.2073 CygHy7 N30,
151.0759 151.0759 CoH;,0,

Espectro ultravioleta.

El espectro U.V. en una solucién al 0.002 % en metanol se
€6, presentande dos maximos de

muestra en la figura
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absorcién, uno a una longitud de onda de 230 nm (€=16700)
y el otro a 278 nm (e€=6090) {12/ 18},

07
06 |

oS

ABSORBANCE

o1

. . .
200 250 368 350
WAVELENGTH {nm)

Figura ¢6. Espectro ultravioleta del clorhidrato de
verapamilo en una solucién al 0.002% en metanol.

g. Espectro uoresce: .

El clorhidrato de verapamilo exhibe fluorescencia cuando
se excita con luz U.V. presentando un méximo de emisién
a 365 nm. El espectro obtenido en una solucién al 0.005%
en metanol, cuando se usaron 1longitudes de onda
deexcitacién de 236 y 276 nm, las cuales corresponden al
miximo del espectro de absorcién, se presenta en la
figura C7.
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Figura C7. Espectro de emisién del clorhidrato
verapamilo. Excitacién a 236 y a 276 nm.
La via de fragmentacién es la siguiente(12):
M+,
454 ety 4534
a0 CallaNa0s
~2
CH,O\ cn,0
o CH, \
CH O -—CHz-d:Hz—(:HIJ*_!:CHz cu,g
CHemCH
“3
3a3 sy
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h. Solubilidad.

La solubilidad del clorhidrato de verapamilo es funcién
del pH y es de 80 - 90 mg/ml de pH 2.3 ~ 6.4, en dénde
las especies ionizadas predominan, luego disminuye
ripidamente a pH mayores. La solubilidad de la forma base
es de 0.025 mg/ml en NaOH 0.1 N.

En la tabla C7, se muestra la solubilidad en agua a
diferente pH (soluciones a 25°C) y en la tabla c8, en
diferentes disolventes (a temperatura ambiente) (12),

Tabla C7
pH Solubilidad (mg/ml)
2.32 82.0
3.05 78.0
4.65 89.0
4.86 82.0
5.59 76.0
6.35 83.0
6.54 46.0
6.59 29.0
6.76 11.0
7.32 0.44
8.09 0.17
8.87 0.062
NaOH 0.1N pH 12.6 0.025

El pH se ajusta con HCl 0.1 N y con NaOH 0.1N.

Tabla C8
Solvente Solubilidad (mg/ml)
Agua 83.0
Etanol 100 % 26.0
Propilenglicol 93.0
Etanol 96 % > 100
Metanol > 100
2-propanol 4.6
Acetato de etilo 1.0
Dimetilformamida > 100
Cloruro de metileno > 100
Hexano 0.001
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i. Poder de difraccién de rayos X.

El modelo del poder de difraccién de rayos X del
clorhidrato de verapamilo se presenta en la tabla ¢9{2),

Tabla C9
Espacios Intensidades Espacios Intensidades
d(aox) I/Io** A(Ac*) I/Xo**
18.5 S 3.84 20
10.3 7 3.73 45
8.3 5 3.51 20
7.7 3 3.45 15
6.9 10 3.358 35
6.7 10 3.19 3
6.3 3 3.12 5
6.1 100 2.87 1
5.9 1 2.79B 3
5.25 30 2.6B 2
5.15 5 . 2.34 1
4.9 40 2.19B 2
4.7 3 2.15 1
4.6 1 2.05 1
4.35 50 1.91 1
4.15 3

*d = n/2 sen **I/To=Intensidad relativa.
(basada en la intensidad de los mis altos).

j. Rango de fusién.
140 - 144°ciil, 12)

k. Barrido calorimétrico diferencial.

El barrido calorimétrico direncial del clorhidrato de
verapamilo se muestra en la figura C8.

Velocidad del barrido: 10°C/min. Exhibe una pronunciada
endoterma de fusién con una temperatura de 243°C y un
pico a 148°C. No hubo evidencia de descomposicién arriba
de 250°c(12),
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Figura €8. Curva de andlisis del barrido calorimétrico
diferencial del clorhidrato de verapamilo.

l. pKa.

La titulacién del clorhidrato de verapamilo con solucién
0.1N de KOH en metanol-agua como disgolvente y
extrapolacidn al agua pura, da un pKa de 8.6(12),

m. Higroscopicidad.

Higroscopicidad negligible. Se sometié una muestra a un
79 % de humedad relativa a temperatura ambiente durante
toda la noche y sdlo se observé una absorcién de humedad
del 0.47 3¢12)]

n. Rotacién éptica.

Una solucién de clorhidrato de verapamilo al 1 % en
metanol no exhibe actividad éptica al medirlo en un
polarimetro de 241 a 589 nm en una celda de un cm, a
2500(12)

3. 8intesis.

En la figura €9 se muestra una via de preparacién del
clorhidrato de verapamilo. R
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3-Hidrox|=propanonitriio
Metlismine

HOCH,CH,C=N + CH,NH,

Clanuro de 1,4-dImetoxibencito

CH, 5% Pa/A1,0,[H,

3-[N-metitaminc)-n-propanc|

CH,0 CH,CN + HOCH,CH,CH_NHCH,
20% Pasc |u,
3-{3,4~dImetox(fanati] Imet|tanino-n-propanc)
cH,o\
cH
L Claruro de. tionilo
CH,0 CH,CH NCH,CH,CH,OH + soct,

X)CHZCIz
2)Na0H-H,0

{3,4-dinatoxifenetil}-metil-3-cioro-prop|lamina
cH, 0

\

o (cH,tzL(CHz),cl

cH,
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Cianuro de 3,4-dimatoxibenciio
cH, O

Bromuro de Isoproplio
CH,O CH,CN + CHJCHBPCH:

Amlduro de sodio

Tolusno
{3,4-dImetoxifenetii}-metil~3-cloro-propl lealns
CH,0
2-[3,4-dimetoxifenl|]1-3-metil butsnonitrilo \
cH,
cH,Q L
\ cH, o (CH,) ,N(CH, ),
cN
CH,0 HummC Homm ( CH, ),

1)Amidurc de sodlo
Totueno
2)MCL

Clornldrate de 5-[3,4«dimetoxifenst)|]metiiamino-2-[3, 4-dimetox|fent|}-2-isopropil valaronitrilo.
CH,0 OCH,

eN cH
CH @ L—(«:Mx),--'w_(cﬂ,)x oOCH, .HC |

H(CH,),

Flgura C9. Sintesls dal ciorhldrato de verapamllo,
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4. Estabilidad.

Bajo condiciones degradativas fotoquimicas y térmicas
extremas, es muy estable en estado sb6lido. También es muy
estable bajo condiciones de reflujo acuoso neutro, dcido
y basico. Sin embargo cuando se disuelve en metanol y se
somete a 1luz U.V. durante dos horas, muestra rédpida
degradacién (52 %)(12),

S. Métodos de Anélisias.
Cualjtativos:

2; Igﬁntificacién por espectrofotometria infrarrojaf2: 11,
.

b. Pruebas de identificacién.
Las reacciones de identificacién reportadas son:

1) La muestra da positiva la reaccién de identificacién
de cloruros.

2) Formacién de un precipitado blanco al mezclar 2 ml de
una solucién de clorhidrato de verapamilo al 1 % (P/V)
con 0.2 ml de una soclucién al 5 % (P/V) de cloruro
merctrico.

3) Cuando se mezclan 2 ml de una solucién de clorhidrato

de verapamilo al 1 % (P/V) con 0.5 ml de &cido sulfdrico

3M y 0.2 ml de una solucién de permanganato de potasio se

forma un precipitado violeta, el cual se disuelve

gfpgg?mente para producir una solucién amarillo palido{2r
. .

c. Andlisis cromatogréafico.

Cromatografia en capa fina (c.c.f.) (2, 11, 12}

Sistema de solventes Adsorbente Agente para visualizax
Alcohol t-butilico: Silica gel 60 Sulfato cérico-
alcohol sec-butilico: molibdato

4cido acético glacial: Rf=0.37

agua (20:50:7:25).

Tolueno:metanol:acetona: Silica gel 60 Vapor de yodo o

dcido acético glacial Reactivo de
(70:20:5:5) Dragendorff
’ R£=0.27
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Sistema de solventes Adsorbente Agente para visualizar

Ciclohexano:dietilamina Silica gel 60 FeCl3 6H20-yodo

(85:15) Rf=0.25
Clorurc de metileno: Silica gel 60 Vapor de yodo o
acetona:dietilamina Reactivo de
(80:15:5) Dragendorff
Rf=0.66.
Cuantitatijvos:

a. Espectroscopia U.V.

El espectro de absorcién U.V. de la muestra a una
concentracién de 20 pgg/ml en solucién 0.01N de &cido
clorhidrico presenta dos maéximos, a 229 y a 278 nm. La
relacién de las absorbancias entre las dos 1?ngitudes de

onda se encuentra entre 0.35 y 0.39(2/ 11,
b. Andlisis elementalfi2}.
Elemento % Tedrico % Encontrado
c 66.04 66.32
H 8.01 8.08
N 5.70 5.72
(¢} 13.03 12.77
Cci 7.22 7.37

c. Andlisis cromatogréfico.

?f;matografia de liguidos de alta resolucién (CLAR)

Fase mévil: Solucién reguladora de fosfatos 0.2M pH=7.5:
agua:acetonitrilo:metanol (1:26:40:33).

columna: Zorbax ODS, 4.6 mm d.i.x 25 cm.

velocidad de flujo: 1.8 ml/min.

tiempo de retencién: Aprox. 8 min.

Fase mévil: Disolver 3 g de dodecilsulfato de sodio en
360 ml de agua destilada y 140 ml de
metanol, diluir con acetonitrile a un
litro.Ajustar la solucidén con acido
perclérico a pH=2.5.

columna: Zorbax ODS 4.6 mm d.i. x 25 cm.

velocidad de flujo: 1.5 ml/min.

tiempo de retencién: Aprox. 14 min.
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Fase m6vil: Solucién reguladora de fosfatos 0.1M pH=3:
acetonitrilo (60:40).

columna: Bondapak C18, 4.6 mm d.i. x 30 cm.

Velocidad de flujo: 2ml/min.

tiempo de retencién: Aprox. 4 minf(12, 23),

d. Métodos oficiales de valoracién.
1) En medio no acuoso.

El clorhidrato de verapamilo exhibe condiciones basicas
y puede ser valorado con solucién 0.1N de &cido
perclérico, empleando &cido acético glacial como
disolvente de la muestra y en presencia de acetato
mercGrico. El punto final de la valoracién se determina
potenciométricamente o visualmente si se usa una solucién
indicadora de cristal violeta y la solucién vira a color
verde esmeralda.

2) Titulacién con nitrato de plata.

El ién cloruro del clorhidrato de verapamilo puede ser
titulado con una solucidn 0.1N de nitrato de plata,
empleando agua como disolvente de la muestra y
determinando el punte final potenciométricamente o
visualmente, usando como indicador 1 ml de
dicloroflucorescefna ST hasta el vire a calor rosa
palido(2, 11,712, °23)

Anélisis de formulaciones farmacéuticas.

Inyectables y tabletas pueden analizarse por CLAR usando
trifenileno como estdndar interno, se utiliza una columna
Zorbax ODS y como fase mévil una solucidn reguladora de
fosfatos 0.2M pH=7.5:aguatacetonitrilo:metanol
(1:26:40:33). Las soluciones inyectables se han analizado
usando una columna micro-Bondapak y como fase mévil
solucién_ reguladora de fosfatos 0.1M pH=3:acetonitrilo
(60:40) (127,

Determinacién del verapamilo en fluidos biolégicos.

En fluidos biolégicos y en tejidos, el verapamilo se ha

_analizado por el método espectrofluorométrico. Sin
embargo, este método no es especifico, ya que ademds del
verapamilo, detecta a todos los metabolitos
fluorescentes.
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Se han usado procedimientos fragmentogridficos de masas
para determinar al verapamilo en plasma humano y a pesar
de que este procedimiento es lo suficientemente sensible
y especifico, no es aplicable para monitoreo rutinario de
un gran nGmero de muestras debido'a su complejidad y a la
necesidad de usar equipo altamente sofisticado.

También se reporta la determinacién del verapamilo en
plasma y orina por cromatografia de gases. Se han
publicado procedimientos para determinarlo junto con su
metabolito activo, el norverapamilo, en plasma y sangre
por medio de CLAR, lo cual permite hacer la determinacién
de ambos, simultdneamente. Estas dos técnicas son
sensibles para niveles de verapamilo en plasma de uno a
cinco ng/m1(i2),

6. Propiedades Farmacolégicas.

a. Efectos electrofisiolégicos cardiacos.

El verapamilo, tiene efectos directos sobre las
propiedades eléctricas y mecdnicas de las células del
misculo cardiaco y misculo liso vascular(l3),

b. Efectos electrocardjiogrificos.

El verapamilo disminuye la frecuencia cardiaca y aumenta
el intervalo P-R en ritmo sinusal. En pacientes con
fibrilacién auricular disminuye sustancialmente la
frecuencia ventricular{id),

c. Sistema Nervioso Auténomo.

El verapamilo, no tiene propiedades colinérgicas o de
bloquec B-adrenérgico. Sin embargo, posee actividad de
a~bloqueo-adrenérgico, lo que explica su efecto sobre las
arritmias que se ven después de la liberacién de una
obstruccién coronaria experimental(ll),

d. Farmacocinética.

El verapamilo se absorbe eficazmente por via oral pero la
biodisponibilidad es baja (aprox. 20 %), debido a un
amplio metabolismo del primer paso en el higado. La
extensién del metabolismo disminuye con un tratamiento
oral prolongado y la biodisponibilidad aumenta. Los
efectos del verapamilo son evidentes de una a dos horas
después de su administracién y su vida media plasm&tica
tiene un promedio de cinco horas, pero aumenta con una
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administracién prolongada al igual que ocurre en nifios y
en ancianos.

En pacientes con cirrosis hepatica, la vida media del
verapamilo puede aumentar cuatro veces y también aumenta
la biodisponibilidad. Por lo tanto, en estos pacientes
las dosis orales deben reducirse en un 80 % y las dosis
intravenosas en un 50 %. El farmaco se une a proteinas
plasmaticas en un 90 $. E1 intervalo del voldmen de
distribucién aparente es de 2.5 a 5.0 1l/Kg. El1
norverapamilo, un metabolito producido por N-
demetilacién, es biolégicamente activo, pero es un
vasodilatador menos potente. Se acunula hasta
concentraciones iguales a la del verapamilo después de
una administracién oral prolongada. La vida media del
norverapamilo es de 8 a 10 horas y puede aumentar a 13
horas con una administracién continua. Por via i.v. el
miximo efecto del verapamilo es evidente en 210 a 15
minutos. Puesto que los metabolitos son excretados
principalmente por los rifiones, puede ser necesario
disminuir 1la dosis en pacientes con funcién renal
reducida.

Se ha estudiado cualitativamente y cuantitativamente a
las 48 horas la orina de cuatro sujetos que recibieron 80
mg (C-14 verapamilo}) en 100 ml de agua. La N-
desalquilacién es 1la principal via metabélica del
verapamilo, se obtiene una amina secundaria (22%) y una
terciaria (3-4 %).

El producto N-desmetilado (norverapamilo) corresponde al
6 % de los metabolitos urinarios colectados en 48 horas.
Los productos o-demetilados de todos esos compuestos
representan pricticamente 16-17 % de la dosis
administrada y se excretan como conjugados inactivos.

El metabolismo del clorhidrato de verapamilo se ha
estudiado en humanos, perros y en ratas, _obteniendo
resultados similares en las tres especies(1r 12/ 13}

e. Farmacodinamia.

En un estudio in vitro el verapamilo mostrdé ser
igualmente potente para deprimir la contractilidad
miocArdica que para inhibir el tone vascular del mGsculo
liso, &sto significa que no es selectivo vascular.
También se sabe, gque el verapamilo tiene un efecto
inhibidor marcado sobre los nodos SA y AV in vitro.
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Clinjcamente, los efectos depresores cardiacos son
eguilibrados por estimulacién simpatica y otros
mecanismos contrarreguladores. De cualguier manera, en la
clinica se observa que si se prolonga la conduccién AV,
la frecuencia cardiaca no sufre cambio, o se reduce y la
contractilidad cardiaca no se deteriora en el corazén
sano, pero puede ser afectada negativamente en el corazén
enfermo. Debido a los efectos inotrépicos y dromotrépicos
negativos; el verapamilo es menos adecuado para ser
combinado con un B8~bloqueador. El verapamilo dilata los
vasos de resistencia arteriolar (bajando asi 1la
resistencia periférica) y es por tanto, ttil como agente
antihipertensivo Y contra las arritmias
supraventriculares. Su uso en la angina de pecho esta
justificado por su accién vasodilatadora coronaria y por
reduccién de 1la postcarga (dilatacién de vasos de
resistencia). La ausencia de taquicardia refleja inicial
puede ser beneficiosa cuando se emplea como monoterapia
en angina de pechofl),

7. Mecanismo de accién.

El verapamilo es un antagonista de calcio sintetizado y
desarrollado por Knoll. Su estructura basica es la de una
fenilalquilamina. Su mecanismo de accién antihipertensivo
se efectGa mediante la inhibicién de la entrada del ion
calcio a la célula, ejerciendo una eficiente modulacién
del flujo interno del calcio ionizado a través de 1la
membrana celular del misculo liso arteriolarf(}r 13, 15),

8. Usos terapéuticos.

a. Arritmias supraventriculares.

b. Arritmias ventriculares.

c. Angina variante.

d. Angor de esfuerzo.

e, Angor inestable.

f. Higertensién arterial esencial, leve, moderada o
grave(1l-13. 15

9. Preparaciones, Dosis y Vias de adminiatracién.
El clorhidrato de verapamilo se presenta en tres formas

farmacéuticas: tabletas, grageas_ (40, 80, 120 y 180 mg)
y como inyectable (5 mg/2ml) (9 13),
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Angina de pecho y arritmias: 80 a 160 mg, 3 a 4
veces/dia. Podria aumentar hasta 720 mg diaries.
Hipertensién: 80 a 160 mg, 2 a 3 veces/diafls 13, 15),

10. Toxicidad, Reacciones adversas y Contraindicaciones.

En general, las principales reacciones t6xicas asociadas
con el uso de bloqueadores de 1los canales de calcio
involucran vasodilatacién excesiva, efectos inotrépicos
negativos, depresién de la frecuencia del nédulo sinusal
y alteraciones de la conduccién del nédulo A-V.

Aungue se ha informado bradicardia, asistolia
transitoria, hipotensién Yy exacerbacién de una
insuficiencia cardiaca, estas respuestas habitualmente
han ocurrido con el medicamento por wvia i.v. @ en
pacientes «con enfermedad del nédulo sinusal o
alteraciones de la conduccidén A-V o en presencia de
blogueo B-adrenérgico. El verapamilo es bien tolerado por
via oral. Un bajo porcentaje de pacientes experimenta
cefaleas, mareos, nijuseas, constipacién, problemas
alérgicos de la piel, edema periférico (edema de los
tobillos), cansancio, blogueo A-V de primer o segundo
grado e hipotensién. El1 verapamilo puede causar un
aumento de la concentracién de digoxina en plasma, aunque
rara vez se produce toxicidad por el glucésido cardiaco.

Los principales efectos adversos del verapamilo son
cardiacos y gastrointestinales. Debido a sus efectos
sobre el automatismo del nédulo sinusal, el verapamilo
debe adminstrarse con mucho cuidado a pacientes con
disfuncién del nédulo, puede producirse una bradicardia
sinusal inesperada, blogueo A-V, insuficiencia
ventricular izquierda o hipotensién en ancianos, luego de
la administracién i.v. de verapamilo. Es por ello, que
deben usarse dosis menores y una velocidad m8s lenta de
inyeccién en pacientes mayores de 60 afios.

El uso de verapamilo i.v. con un B-blogueante esta
contraindicado debido a la mayor propensién a bloqueo A~V
y/o severa depresién de la funcién ventricular. Los
pacientes con disfuncién ventricular, alteraciones de la
conduccién en el nédulo sinusal o A-V y presiones
sistdlicas por debajo de 90 mm Hg no deben ser tratados
con verapamilo, particularmente i.v. También est4
contraindicado su uso, para tratar la intoxicacién
digitilica. El verapamilo puede aumentar la frecuencia
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ventricular cuando se administra por via i.v. a pacientes
con sindrome de Wolff-pParkinson-White 'y fibrilacién
auricular; ésto se debe a un aumento reflejo de la
actividad simpatica. Tampoco debe administrarse a
pacientes con infarto de miocardio agudo, choque
cardiaco-génico, insuficiencia mlccérdlca, bradicarida,
y funcién hepatica deterioradall: 3. 1%)

11. Interacciones con otros medicamentos.

El uso concomitante de verapamileo y de blogueadores B-
adrenérgicos o digital puede llevar a una significativa
bradicarida o blogqueo A-V. Adem&s, el verapamilo
interactda con la digoxina en una forma similar a 1la
interaceién quinidina-digoxina. Durante el tratamiento
con verapamilo, una fraccién importante de los pacientes
puede presentar un aumento significativo de 1la
concentracién de digoxina en plasma debido a una
disminucién de la depuracién del glucédsido cardiaco. El
uso concomitante de verapamilo Y farmacos
antihipertensivos que deprimen el nédulo sinusal, como
reserpina o metildopa, puede intensificar la bradicardia
sinusalfl

12. Beguridad.

Por las contraindicaciones ya referidas, el verapamilo no
es seguro para todos los tipos de pacientes.

Puntos_ fuertes:

a. Estéd bien establecido.

b. Adecuado para angina de pecho y arritmias.

c. Se considera que es bien tolerado.

d. No hay aumento de frecuencia cardiaca.

e. Una nueva formulacién del verapamilo ha demostrado que
basta una dosis Gnica diaria para tener niveles
plasmiticos Gtiles y que su actividad antihipertensiva

sea plena.

f. Eficaz en cualquier tipo de hipertensos (de cualquier
edad, asmAticos, diabéticos).

35



untos dé es:
a. No selectivo (inotropia negativa), inhibicién a-v.

b. No se debe combinar con B8-blogqueadores y
antiarritmicos.

¢. Metabolitos activos que se acumulan cuando la funcién
renal esad deteriorada.

d. La insuficiencia cardiaca y el blogqueo A~V son
contraindicaciones.

e. Sin perfil de hipertensién "puro".

£f. D051ficac16n dos al dia en la mayoria de los
mercadosiis 15},
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D, ESBPECTROSCOPIA DE ABSORCION.

Todos los &tomos y moléculas son capaces de absorber
energfia, de acuerdo con ciertas limitaciones, que
dependen de la estructura de la sustancia. La energia se
puede proporcionar en forma de radiacién electromagnética
(<<luz>>). El tipo y cantidad de radiacién absorbida por
una molécula guarda relacién con su estructura, asi como
con el nGmero de moléculas gue interaccionan con la
radiacién. El estudio de estas dependencias se conoce
como Espectroscopia de absorcidén. Esta, es una de las
técnicas analiticas mds interesantes de las descubiertas
hasta la fecha. A pesar de los nuevos avances en quimica
analitica, probablemente permanecerad como un instrumento
til debido a sus varias y preponderantes ventajas en la
solucidén de muchos problemas. Estas ventajas incluyen
rapidez, sencillez, especificidad y sensibilidad.

La espectrofotometria de absorcién consiste en la medida
de absorcién, por las diferentes sustancias, de una
radiacién electromagnética de longitudes de onda situadas
en una banda definida y estrecha, esencialmente
monocromdtica.

La radiacién electromagnética es la energia propagada en
forma de onda, de la cual la luz visible constituye
parte.

La longitud de onda es la distancia lineal desde
cualquier punto de la onda hasta el punto correspondiente
de la onda adyacente. La dimensién de la longitud de onda
corresponde a la de una longitud, y se expresa en cm oO:

1 Angstrém (&) = 10~8cm = 10710m
1 nanémetro (nm) = 107°m = 10"7cm = 1 milimicrémetro (mu)
1 micrémetro (um) = 107%m

El sinbolo mas comGn para la longitud de onda es la letra
griega lambda (\) y la dimensién preferida es nm.

La longitud de onda variar& de acuerdo con la velocidad,
la cual cambia, cuando la luz pasa de un medio a otro(5),
El espectro de radiacién electromagnética se muestra en
la tabla D1 (5:21),
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Tabla D1

Rango Longitud de onda (nm)*

Rayos césmicos 1075 - 1074
Rayos gamma 1074 -~ 1071
Rayos X 107! - 10

Ultravioleta 100 =102
visible 102 - 103
Infrarrojo 10 3 - 105
Microondas 105 - 108
ondas de radio 10 8 - 1015

*# Ordenes de magnitud redondeadas.

Los intervalos que tienen interés en espectroscopia se
muestran en la tabla D2(5),

Tabla D2
Regiones Longitud de onda
Ultravioleta lejano 100 ~ 200 nm
Ultravioleta 200 - 400 nm
Visible 400 - 750 nm
Infrarrojo cercano 0.75'= 4 pm
Infrarrojo 4 - 25 pum

1. Aplicaciones cuantitativas de 1los espectros de
absorcién.

El uso de la espectrofotometria de absorcidn en las zonas
visible y ultravioleta como procedimiento de valoracién
se basa en el hecho de que la absortividad de una
sustancia es una constante independiente de la intensidad
de la radiacién incidente, la longitud interior de la
celda y la concentracién, por lo cual la concentracién se
puede determinar fotométricamente.
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El andlisis espectroscépico cuantitativo se basa en la
relacién entre la cantidad de luz absorbida y la cantidad
de sustancia absorbente. Las cantidades espectroscépicas
gue se miden son la Transmitancia, T y la Absorbancia, A.

T = Io/I A = log (1/T)

Io = Intensidad de la luz incidente

I = Intensidad de la luz después de pasar a través del
espesor de la solucién.

Ley de Beer.

* ra absorbancia de una solucién es directamente
proporcional a la concentracién del soluto absorbente" y
se expresa con la siguiente ecuacién:

A = abcC.
A = Absorbancia
a = absortividad
b = longitud del paso de luz interno de la

celda que contiene la muestra
C = concentracién de la muestra.

A menudo se asocian los nombres de Bouguer y Lambert con
la dependencia de la absorbancia sobre el paso de luz b,
a través de la ecuacién de Beer-Lambert.

La absortividad a, depende de 1la temperatura, del
disolvente, de la estructura molecular y de la longitud
de onda de la radiacién; sus unidades se determinan a
partir de las de b y C. Cuando b estd encr y € en g/1,
& se expresa en l/g cm. Si € es una concentracién molar,
la absortividad recibe el nombre de absortividad molar,
se representa por € y sus unidades son 1/mol cm. Cuando
C se expresa en porcenta%g peso/volumen (g/100 ml), 1la
absortividad se escribe A
" lem

La terminologia de la espectroscopia de absorcién puede
originar confusiones debido al considerable nGmeroc de
términos sinénimos, Por &sto, se presenta la nomenclatura
espectroscépica en la tabla D3(5: 21},
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Tabla D3

Términos Simbolos Términos antiguos
Transmitancia T Transmisién
Porcentaje de $T=1007 Porcentaje de
transmisisn transmisién
Absorbancia A Extincién,E; densidad,

d; densidad 6ptica,
D.0.; absorbencia
Absortividad a Coeficiente de
extincién, indice de
absorbencia, extincién
especifica, E

Absortividad € Coeficiente de
molar extincidén molar
Longitud de b d

paso

Concentracién C ————

Un espectro de absorcién se determina midiendo 1la
absorbancia o transmitancia de una solucién como funcién
de la longitud de onda o frecuencia de la luz.

Los espectros infrarrojos suelen representarse como
porcentaje de transmitancia en relacién con la. longitud
de onda. Los espectros visibles y U.V., se presentan mis
a menudo como trazados de la absorbancia respecto a la
longitud de onda. Las longitudes de onda que corresponden
al maximo y al minimo de la gr&fica absorbancia-longitud
de onda, se simbolizan por X max. y AAmin.

No es posible identificar totalmente un compuesto
basdndose en su espectro de absorcién, sin embargo, los
datos espectrales pueden desempefiar un papel importante
en la elucidacién de los grupos funcionales presentes en
la molécula y sus posiciones relativas en ella. Por lo
que mediante dichos datos, es posible demostrar 1la
ausencia de croméforos, comparar espectros de compuestos
similares con el espectro de un estédndar, si se dispone
de éste, obtener las posiciones de los maximos de banda
y la absortividad molar. La relacidén de éstas tdltimas a
dos longitudes de onda, es védlida como criterio de
identidad o pureza. Combinando los datos de longitud de
onda y de absortividades con los de concentracién, se
puede intentar la identificacién de muchos farmacos por
espectroscopia U.V. {5}
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2. Anilisis de un componente inico.

Si de una serie de soluciones de la misma sustancia se
mide la absorbancia de cada una de ellas a la misma
longitud de onda, temperatura y condiciones de disolucién
Y se representa la absorbancia de cada solucién en
funcidn de su concentracidn, se obtendrid por lo general,
una linea recta que pasa por el origen, ésta se denomina
Trazado de la ley de Beer; y si la linea es recta, se
dice que si cumple con dicha ley en el mirgen de
concentracién investigada. La pendiente de la linea es
igual a ab y puesto que se conoce b, se puede calcular la
absortividad, a. Otra posible aplicacién de estos datos
espectrales implica el cdlculo de a para cada par de
datos absorbancia-concentracién; si a es constante, se
cumple la ley de Beer.

La longitud de onda seleccionada para la determinacién de
la absortividad es usualmente Amax, por dos razones:

a. La sensibilidad m&xima se alcanza trabajando en el
ma&ximo de la banda puesto que una concentracién dada
produce la sefial mds fuerte a esta longitud de onda.

b. La variacidén de la absorbancia para pequefios cambios
de la longitud de onda es minima en el maximo de la
banda; por consiguiente, los inevitables pequefios errores
en la fijaciébn del selector de longitud de onda del
instrumento no ser&n causa de grandes errores en la
medida de la absorbancia.

Si se conoce la absortividad de una sustancia (a una
longitud de onda fija), se puede realizar facilmente el
analisis de muestras de concentracién desconocida de esta
misma sustancia. Se prepara una solucién de la sustancia
en el mismo disolvente utilizado para las muestras
conocidas; la concentracién estimada para esta solucidn
deberd estar dentro del intervalo de las concentraciones
usadas en el estudio de la Ley de Beer. Se mide.la
absorbancia de la muestra desconocida a la longitud de
onda analitica. Se calcula la concentracién desconocida
a partir de la grafica de la Ley de Beer; o bien, se lee
directamente la concentracién desconocida a partir de la
grafica. Para que estas sencillas técnicas analiticas
sean aplicables es necesario que no esté presente ninguna
sustancia interferente, (ésto es, una sustancia capaz de
absorber luz de longitud de onda analitica), en 1la
muestra. En una versién simplificada de estos métodos, se
emplea una wmedida concomitante "unipuntual® de 1la
solucién de la muestra y una solucién patrén del mismo
compuesto cuya pureza se conoce. Se efectud el mismo
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procedimiento con el patrén y con la muestra:

Cr As
C8 = ~=—==
Ar
As = abCs s = muestra
Ar = abCr r = patrén de referencia

Los procedimientos de ensayos espectrofotométricos de la
USP y del NF suelen exponer explicitamente este método de
andlisis y la ecnacién final puede incluir un factor para
la dilucién de la muestra.

La absortividad de wuna sustancia en condiciones
determinadas, es una constante fisica gque una vez
determinada, no necesita medirse de nuevo.

Una clasificacién aproximada de los compuestos, de
acuerdo con la intensidad de su absorcién, indicari los
miargenes de concentracién dentro de los cuales suele ser
posible el andlisis espectrofotométrico. En la tabla D4
se presenta la intensidad de las bandas de absorcién
electrénicas. La absorbancia, para la mayoria de los
instrumentos estaria en el intervalo de 0.2 - 2. Si se
considera una celda de un cm y se toma como 6ptimo una
absorbancia de 1.0. la ley de Beer ofrece las
concentraciones molares aproximadas requeridas para
obtener buenos resultados espectrofotométricos(5),

Tabla D4
Tipos de absorcién €max.
Muy débil 1 - 10
Débil 10 - 100
Moderada 100 =~ 1000
Fuerte 1000 - 10000
Muy fuerte 10000 - 100000

3. Efectos del medio.

Los espectros de absorcién de una muestra dependen de las
condiciones del medio; ya que la longitud de onda de
mé&xima absorcién puede cambiar al modificar el disolvente
de la muestra debido a que las interacciones soluto-
solvente serdn diferentes. También se advierten otros
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efectos notables en los espectros de &cidos y bases
cuando se varia el pH del medio, se han descrito los
desplazamientos espectrales para muchos farmacos siendo
ésta una manera de identificarlos(5).

4. Medida de los espectros de absorcién.

Se donomina espectrémetro a todo instrumento utilizado en
la medida de un espectro; si la intensidad de luz se mide
con una celda fotoeléctrica, el instrumento es un
espectrofotémetro. Un espectrémetro disefiado para
realizar medidas de absorcién @Gnicamente en la regién
visible, se denomina colorimetro.

Todos los espectrofotémetros, se componen de los
elementos que aparecen en la figura D1.

El orden en que estas partes se disponen puede variar
ligeramente; los materiales y detalles de construccién
dependen del intervalo de longitud de onda que se va a
estudiar. Se necesitan dos tipos generales de
instrumento:

a) Los espectrofotdmetros de ultraviocleta, que
miden espectros electrénicos en la regién U.V.
Yy en la visible.

b) Los espectrofotémetros de infrarrojo, para la
regién espectral m&s alld de un gm.

Fuente] |Selector Control Porta- ’
de [ de 1 de la- — muestra|— Detector —Medidor
luz frecuenciaj | intensidad

Figura D1. Componentes de un espectrofotémetro.

A continuacién se presenta una breve descripcién de las
partes basicas de un espectrofotémetro:
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a. Fuente de luz. Una lampara de tungsteno corriente para
la regidén visible y en la U.V. una lampara de descarga de
hidrégeno.

b. Selector de frecuepncias. Es necesario contar con la
opcién de escoger a voluntad la longitud de onda (o la
frecuencia) de la radiacién. Por lo general, el elemento
dispersante en un espectrofotémetro, es un prisma. Para
la luz visible, el vidrio es un buen material; para 1la
luz U.V. un prisma de silice. Al prisma con los elementos
6pticos asociados, se le conoce como monocromador.

c. Control de a tensjdad. En la mayoria de los
espectrofotémetros hay uno o mis mecanismos de rendijas,
accionados manual o automadticamente, cuya anchura se
varia, controlando asi la intensidad de luz que alcanza
la muestra.

d. Portamuestra. Todos los estudios espectrales en las
regiones U.V. y visible se efectdan en soluciones
diluidas. Las celdas que contienen la muestra deben ser
transparentes a la luz, se emplean de vidrio en la regidén
visble y de silice en el U.V.

e. Detector. En los espectrofotémetros de visible y U.V.
se emplean dispositivos electrénicos sensibilizadores,
que se conocen como fototubos Y tubos
fotomultiplicadores, para detectar la intensidad de luz
transmitida por la muestra.

f. Medidor o registrador. Los registradores trazan un
registro de la absorbancia o la transmitancia sobre papel
cuadriculado; con estos instrumentos se registra
automaticamente el espectro de absorcidén completo, y el
propio instrumento "explora" el intervalo de longitud de
onda y dibuja la curva absorbancia-longitud de onda. Se
calibra el instrumentc medidor de modo que proporcione
directamente la transimitancia o la absorbancia. Cada
valc(:;- q%)h o de T, es el resultado de dos medidas,de Io
e Xt .
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E. CROMATOGRAFIA

La cromatografia es una técnica de separacién ampliamente"
usada por varias razones: permite aplicarla a un gran
namero de compuestos diferentes. Tiene alta sensibilidad,
rédpida separacién, y relativamente bajo costo. Se basa en
la diferente velocidad con que se mueven los solutos a
través de un medio estacionario mediante el flujo de un
disolvente llamade eluente. Las Gnicas sustancias que no
pueden ser examinadas por este método, son las insolubles
y aquellas que se descomponen con el disolvente o con la
fase estacionaria. Esta técnica es Gtil para separar a
los componentes de una mezcla, emplea el equilibrio
heterogéneo que se establece durante el flujo de un
disolvente llamado fase mévil, (liquida o gas) a través
de una fase estacionaria, (s6lida o liquida). De esta
manera, la cromatograffia puede clasificarse en:

liquidc-sélido liquido-liquido
gas~sélido gas-liquido

Si la fase estacionaria es un sélido, el proceso se llama
cromatrografia de adsorcién; si es un 1liquido, 1la
cromatografia se llama de particién(22. 25),

1. Antecedentes histéricos:

- Aprox. 1850. F. F. Runge, quimico alem&n, descubrié la
cromatografia, al describir el proceso de separacidn
conocido actualmente como cromatografia en papel.

~ Entre 1903 y 1910. Mijail Tswett, boténico ruso,
establecidé las ventajas de la cromatografia, la adopcién
parcial de la terminologia y sent6 las bases de los
principales procedimientos experimentales.

- Finales de los 30’s y principios de los 40’s. Se empezd
a desarrollar la técnica, permitiendo la aplicacién del
método(3),

2. Clasificacién de la cromatografia

Por el mecanismo de separacién:

a. Cromatografia de reparto: liquido-liquido
gas-liquido
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b. Cromatografifa de adsorcién: liquido-sélido
gas-sb6lido.

c. Cromatografia de exclusién: filtracién
permeacién.

d. Cromatografia de intercambio ibnico.

Por la fase mévil:

a. Si es un gas: gas-1liquido
gas~sélido.

b. Si es un liquido: liguido-liquido
liquido~-sélido
de exclusién
de intercambio iénico.

La forma mas comin de cromatografia es la de adsorcién,
en donde la muestra a separar se aplica en un extremo de
la fase estacionaria y la fase mévil fluye a través de
ella por capilaridad. La separacién ccurre cuando uno de
los componentes de la mezcla se adsorbe mids en la fase
estacionaria que otros componentes. La adsorcién es un
fendémenoc de superficie, es por ello que el tamafio de
particula de la fase estacionaria debe ser pegquefioc. El
factor principal en cualquier tipo de cromatografia es el
coeficiente de reparto o de distribucién (K) de una
sustancia entre las dos fases de un sistema:

cantidad de soluto por unidad de fase estacionaria

cantidad de soluto por unidad de fase mdvil.

Este factor, depende de la temperatura y de la
concentracién del soluto.

La cromatografia de particién también se usa para separar
diferentes compuestos, llevandose a cabo un equilibrio
entre las dos fases involucradas, una de ellas es
sostenida por un soporte inerte como_ _celulosa o
kieselguhr, y la otra es la fase mévil{22, 25},

3. Cromatografia de liquidos.
Se puede realizar empleando como fase estacionaria papel

filtro o un sélido finamente dividido colocado en forma
de capa fina sobre un vidrio o en una columna rellena de
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un s6lido poroso pulverizado, el cual puede actuar como
fase estacionaria, o come soporte de una fase
estacionaria liguida. Estos tres sistemas se conocen como
cromatografia en papel, en capa fina y en columna,
respectivamente.

Para el andlisis de una sustancia, existen dos conceptos
muy importantes, son el Rf (referencia frontal) y el Rx
(relacién con un estsdndar Xx). El comportamiento
migratorio de una sustancia se describe en funcién de la
relacién de las distancias recorridas:

distancia recorrida por la sustancia

REf=
distancia recorrida por el eluentae.

Sus valores van desde 0 hasta 0.999 y es adimensional.
Si se quiere expresar la posicién relativa con respecto
a la de otra sustancia est&ndar X, entonces el valor gue
se emplea es el Rx:

distancia recorrida por la sustancia

Rx=
distancia recorrida por la sustancia esténdar X

Sus valores pueden ser mayores de 1, ya gue es un valor
de referencia relativa.

La distancia de migracién del soluto se mide desde el
punto de origen o aplicacién hasta algGn punto de 1la
mancha, tomindose dicho punto constante. Las condiciones
experimentales influyen mucho en los valores de Rf, por
lo que no bastan para identificar a una sustancia; los
valores de Rx varian muy poco y son reproducibles con
mayor facilidad.

cromatografia en capa fina (c.c.f.).

Es una forma de cromatografia de adsorcidén, en la que el
adsorbente se coloca en forma de capa fina sobre una
placa de vidrio. Sin embargo, es perfectamente factible
efectuarla en forma de cromatografia de particién y
probablemente hay muchos sistemas solventes que originan
un efecto combinado de particién-adsorcién durante 1la
separacién(5: 22, 25)

Existen cuatro adsorbentes que son los mas cominmente
utilizados: silica gel, aldmina, kieselghur (tierra de
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diatomeas) y celulosa. Puede incorporarse un agente
aglutinante como el sulfato de calcio. Se mezcla el
adsorbente con agua para formar una masa homogénea de la
cual se aplica una capa uniforme sobre una placa de
vidrio limpia. Una vez seca, la capa estari méds o menos
firmemente enlazada a la placa por la adicién del agente
aglutinante. El espesor de la capa es por lo general, de
0.25 mm.

Puesto gque al preparar la placa se desactiva el
adsorbente por contacto con agua, es necesario activarla
por medio de calentamiento en una estufa. Las placas
activadas se almacenan en un desecador.

La seleccién de la fase mévil depende de la fase
estacionaria y de los solutos. Si un disolvente puroc no
separa bien la muestra, pueden emplearse mezclas de
disolventes o de sustancias quimicamente diferentes. Las
muestras siempre se aplican en solucién y puede hacerse
en forma de punto o banda.

El desarrollo del cromatograma es ascendente y se realiza
en cémaras recubiertas con papel filtro impregnadoc del
eluente para saturar la atmésfera. Una vez desarrollado
el cromatograma, se marca el frente del eluente y se deja
secar. Si los compuestos son incoloros se procede a
revelarlos, ya sea por métodos fisicos o quimicos.

Entre los primeros, se encuentra la absorcidén U.V. en
donde 1los compuestos con electrones 7 pueden ser
detectados, siendo caracteristica la longitud de onda
para cada compuesto. Los métodos quimicos emplean agentes
de revelado que pueden ser gases, liquidos o sélidos en
solucién y para aplicarse se usan dos métodos: de bafiado
y de atomizacién.

El Rf de la c.c.f. es reproducible si se reproducen las
condiciones cromatograficas; siendo importantes en 1la
determinacién los siguientes factores: grosor, humedad y
uniformidad de la capa del adsorbente, saturacién de la
camara cromatogrdfica, temperatura, naturaleza del
adsorbente, tamafio de la muestra y fase mévil. Siempre es
conveniente el correr 1la cromatograffia de muestras
conocidas junto con la desconocida en la misma placa,
para compensar las variaciones producidas por factores no
controlados.

El andlisis cuantitativo de las manchas separadas del

cromatograma se efectida raspando la capa adsorbente gue
contiene la mancha de la placa. Se separa el soluto
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adsorbido de la fase estacionaria empleando el disolvente
adecuado y se determina por un método analitico sensible,
por lo general espectrofotometria o fluorometria.

Una ventaja considerable de 1la c.c.f. sobre la
cromatografia en papel es su mayor sensibilidad, debida
al grano fino de las particulas de adsorbente comparadas
con las fibras del papel. En la c.c.f. la muestra
permanece concentrada en una zona mis pequefia y por
tanto, es posible detectar una muestra ma&s pequefia. Otra
ventaja, es su rapidez de revelado.

La principal aplicacién de la c.c.f. consiste en detectar
e 1identificar compuestos en mezclas complejas. La
correspondencia de los valores de Rf de una especie
auténtica y de la sustancia desconocida es un criterio de
identidad (aunque no una prueba). Si los Rf coinciden de
nuevo cuando se altera el sistema solvente, se suele
considerar fortalecida la prueba cromatogrdfica, aunque
se aconseja precaucién al establecer la identidad. Por lo
general, se combina alguna prueba no cromatogrifica (como
historia de la muestra, U.V., IR, EM, RMN, reacciones
coloridas, etc.) con los datos de Rf para establecer 1la
identidad. Esta técnica también es un poderoso
instrumento para detectar impurezas. Si el cromatograma
de una sustancia no d& una banda sencilla, cabe formular
suposiciones de posibles impurezas en la muestra y sera
posible comprobar si son impurezas indesables o no.

Ventajas de la c.c.f.

a. Utiliza volGmenes pequefios de disolvente.

b. La polaridad de 1la fase mévil puede cambiarse
rédpidamente.

c. Es el método cromatogrdfico ma&s sencillo para un
compuesto especifico.

d. No requiere equipo ni materiales sofisticados.

e. Puede aplicarse un gran nmero de muestras al mismo
tienmpo.

£f. Frecuentemente usada para desarrollar sistemas de fase
m6vil para CLAR.

g. Mediante esta técnica, se puede verificar la pureza de
la sustancia que se estd sometiendo a la prueba(2?).
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© A. EQUIPO, INSBTRUMENTOS Y MATERIAL UTILIZADO.
. 1. ESPECTROFOTOMETRO UV/VIS.

Marca: Beckman, modelo: DU - &5
Método de Calibracién utilizado: Manual del fabricante
(Soft-pack de validacién).
Fechas de calibracién: 28 - Diciembre - 1992
29 - Marzo - 1993
Vigencia de la calibracién: Tres meses.

PARAMETROS EVALUADOS PARA LA CALIBRACION:

a. Linea basal

b. Exactitud de la longitud de onda
. c. Repetibilidad de la longitud de onda

d. Resolucién

e. Ruido a 500 nm

f. Exactitud de longitud de onda utilizando el filtro de
6xido de holmioc

g. Desviacidén de la luz

h. Estabijilidad de la linea basal

i. Linealidad fotométrica.

Conclusién de la calibracién: Equipo aprobado.

2. BALANZA ELECTRONICA.

Marca: Mettler, modelo: AE - 200

Alcance: 0.1 mg a 50 g

Valor de pesada minima: 0.1 mg

Método de calibracién utilizado: Procedimiento de
calibracién interno.

Error maximo permisible para las pruebas: 0.3 mg

Marco de pesas utilizado: Clase E = 2

Fecha de calibracién: 28 ~ Diciembre - 1992

Vigencia de la calibracién: Seis meses

PARAMETROS EVALUADOS PARA LA CALIBRACION:
a. Limpieza del instrumento
b. Nivelacién del instrumento

c. calibracién interna
d. Ajuste de cero
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e. Prueba de movilidad
f. Prueba de fidelidad (Excentricidad)
g. Exactitud y Linealidad.

Conclusién de la calibracién: Instrumento aprobado.

3. AGITADOR O BANO ULTRASONICO.

Marca: Ney, modelo: Ultrasonik 300

4. MATERIAL.

a. De vidrio:

Matraces volumétricos de 50 y 100 ml marca Pyrex
Pipetas volumétricas de 2 y de 3 ml marca Pyrex
Vasos de precipitados de 150 ml marca Pyrex y Kimax
b. Otros:

Embudos de filtracién de pléstlho

Papel filtro Whatman No.

Parafilm

Espatula de cromo-niguel
Mortero de porcelana

B. REACTIVOS, SOLUCIONES Y S8USTANCIA DE REFERENCIA.

1. METANOL, R.A., Merck.

2. ACIDO CLORHIDRICO 0.1 N.

3. FASE ESTACIONARIA.

Placas de vidrio recubiertas con Silica gel Fug54 de 0.25
mm de espesor, Merck.

4. FASE MOVIL.

Toluene: Metanocl: Acetona: Acido acético glacial
(50:40:5:5) .

5. CLOROFORMO, R.A. Merck.

6. PEROXIDO DE HIDROGENO AL 30 %, Merck.
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7. CLORHIDRATO DE VERAPAMILO.
Estandar secundario (No. Lote:53182) estandarizado.

8. REVELADOR EMPLEADO PARA LA C.C.F.
Cloruro de hierro (III}- Yodo.

C. OPTIMIZACION DEL METODO ANALITICO

La optimizacién, consiste en mejorar un método vya
existente con el propésito. de obtener el mayor
rendimiento posible del equipo analitico, mejorar el
porcentaje de recuperacién del (los) principio(s)
activo(s) que se desea determinar, disminuir el volumen
de reactivos que intervienen en el anadlisis, asi como
también, disminuir su tiempo de realizacién.

Los métodos analiticos para determinar al clorhidrato de
verapamilo contenido en las cuatro formulaciones gue en
el presente trabajo se analizan ya estaban establecidos
pero no validados. Fué necesario unificar la técnica para
los cuatro productos llevando a cabo ciertas
modificaciones como:

a. Ajuste en la concentracién de la muestra.

b. Cambio en el mé&todo de agitacién para la extraccién
del principio activo (agitacién magnética por
ultrasénica).

c. Ajustar el tiempo de agitacién de las muestras.

d. Emplear el mismo disolvente de la muestra para los
cuatro productos.

e. Se realizé un barrido U.V. (325 - 200 nm) de una
solucién esténdar de clorhidrato de verapamilo para
determinar la longitud de maxima absorcién, la cual
correspondid a 279 nm.
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TECNICA ANALITICA.

Para las formulaciones I, II y III, triturar 10 tabletas
0 10 grageas y pesar el equivalente a una de ellas, para
la formulacién IV triturar 20 grageas y pesar el
equivalente a dos de ellas. Colocar el polvo en un matraz
volumétrico de 100 ml y adicionar 70 ml de una mezcla de
solventes: Metanol:HCl 0.1 N (9:1), agitar manualmente
hasta despegar el polvo del matraz y colocar el matraz en
un bafio ultras6énico durante 10 minutos (cubriendo el
tap6én del matraz con Parafilm). LLevar a volumen con la
mezcla de solventes. Mezclar y filtrar a través de papel
wWhatman No. 1 desechando los primeros mililitros del
filtrado. Tomar una alicuota de 2 ml (formulacién I y II)
o 3 ml (formulacién III y IV), pasarla a un matraz
volumétrico de 100 nl y llevar a volumen con la mezcla de
solventes.

Preparar una solucién esténdar de la siguiente manera:

Formulacién I: Pesar exactamente 90 mg clorhidrato de
verapamilo, colocarles en un matraz volumétrico de 50 ml,
disolverlos con aprox. 30 - 35 ml de la mezcla de
solventes y llevar a volumen con la misma solucién. Tomar
una aliculota de 2 ml, pasarla a un matraz volumétrico de
100 ml y llevar a volumen con la mezcla de solventes.
Concentracién de la solucidn: 36 pg/ml.

Formulacién II, III y IV: Pesar exactamente 40 mg de
clorhidrato de verapamilo y colocarlos en un matraz
volumétrico de 50 ml, disolverlos con aprox. 30 - 35 ml
de la mezcla de solventes y llevar a volumen con la misma
solucién. Tomar 3 ml y pasarlos a un matraz volumétrico
de 100 ml y llevar a volumen con la mezcla de solventes.
Concentracién de la solucidn: 24 ug/ml.

Medir las absorbancias de las soluciones problema y

esténdar en el espectrofotémetro a una longitud de onda
de 279 nm.

Calcular el contenido en porciento del principio activo
(R), de la siguiente manera:

Ap cstd
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OTAS:

1. Usar mezcla de solventes recién preparada.

2. Usar Metanol Merck o Mallinckrodt.

3. Triturar completamente la muestra ya que de lo
contrario, se dificultaria la extraccién del principio
activo.

4. No esperar a gque se filtre toda la solucién, ya que
ésto lleva tiempo y se evapora el metanol perdiéndose la
proporcién de los solventes de la mezcla.

5. Una vez preparada la dilucién, es conveniente medir la
absorbancia lo antes posible.

D. PARAMETROS DE VALIDACION.
1. LINEARIDAD DEL SISTEMA.

Se determiné construyendo una curva de calibracién,
Concentracién Vs Absorbancia utilizando seis diluciones
preparadas a partir de una misma solucién patrén y
haciendo el analisis espectrofotométrico por duplicado
para cada dilucién.

El intervalo de concentraciones analizado incluyé
soluciones al 40%, 60, 80, 100, 120 y 150% de
clorhidratode verapamilo (Concentraciones: 12, 18, 24,
30, 36 y 45 pug/ml respectivamente).

2. PRECISION DEL SISTEMA.

Se determiné por el anilisis sextuplicado de la misma
solucién esténdar correspondiente al 100 % establecido en
la Linearidad del Sistema (Concentracién: 30 ug/ml).

3. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA.

Se determiné por medio de 1la comparacién de 1los
resultados de los andlisis iniciales de las soluciones
empleadas para determinar la precisién del sistema, con
los resultados obtenidos de las mismas muestras después
de permanecer durante 2 y 24 horas en diferentes
condiciones: en ausencia y en presencia de 1luz, en
refrigeracién y a temperatura ambiente; 3 muestras se
almacenaron en recipiente transparente y las otras 3 en
ambar.
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4. LINEARIDAD DEL METODO.

Se determiné a partir de placebos de cada formulacién
adicionados de cinco cantidades diferentes de clorhidrato
de verapamilo, cada una de manera independiente y
haciende los andlisis por triplicado, el mismo analista
y bajo las mismas condiciones de operacién.

Para la formulacién I, (tabletas - 180 mg de activo), las
cantidades adicionadas y analizadas con el método
analitico propuesto fueron aproximadamente de 108, 144,
180, 216 y 252 mg, equivalentes al 60, 80, 100, 120 y 140
% respectivamente de la cantidad correspondiente al 100
$ del activo en el producto farmacéutico.

Para la formulacién II, (tabletas - 120 mg de activo),
las cantidades adicionadas y analizadas con el método
analitico propuesto fueron aproximadamente de 72, 96,
120, 144 y 168 mg, equivalentes al 60, 80, 100, 120 y 140
% respectivamente, de la cantidad correspondiente al 100%
de activo en el producto farmacéutico.

Para las formulaciones III y IV (grageas — 80 y 40 mg de
activo respectivamente), 1las cantidades adicionadas y
analizadas con el método analitico propuesto fueron
aproximadamente de 48, 64, 80, 96 y 112 mg, eguivalentes
al 60, 80, 100, 120 y 140 % respectivamente, de 1la
cantidad correspondiente al 100 % de activo en el
producto farmacéutico.

Las concentraciones de las soluciones finales a analizar,
estuvieron dentroc del intervalo de la Linearidad del
Sistema y fueron las siguientes:

- Formulacién I: 21.6, 28.8, 36.0%, 43.2 y 50.4 ug/ml.

- Formulacién II, ITII y IV: 14.4, 19.2, 24.0%, 28.8 y
33.6 ug/ml.

Se obtuvo la cantidad de activo recuperada para construir
una grafica de "cantidad adicionada Vs cantidad
recuperada®.

Se recurrié al andlisis de Regresién Lineal y al
estadistico para deteminar el dict&men de validacidn de
acuerdo a los criterios de aceptacién establecidos.

* Concentracién final correspondiente al 100 % de activo
en el producto farmacéutico.

56



S$. EXACTITUD DEL METODO.

Se determind analizando 6 placebos de cada formulacién
cargados de manera independiente con el clorhidrato de
verapamilo. El andlisis se hizo en las mismas condiciones
de operacién y por el mismo analista.

La concentracién final analizada en la formulacién I fué
de 36.0 ug/ml y en las formulaciones IX, III y IV
correspondid a 24.0 pg/ml.

6. PRECISION DEL METODO.
Repetibilidad y Reproducibilidad del Método.

Se determindé de una muestra homogénea de cada formulacién
cuya cantidad teérica del principio activo es
aproximadamente el 100 %. Lo analizaron dos analistas en
dos dias diferentes y por triplicado. Se preparé una
solucién estandar de clorhidrato de verapamilo con una
concentracién final igual a la del producto terminado.

Formulagcién I. No. Lote: 10092. Concentracién final:
Aproximadamente 36.0 ug/ml.

Formulacién II, IIT y IV. Nos. lote: 16292, 9992 y 26592
respectivamente con una concentracién final de 1la
solucién de: aproximadamente 24.0 ug/ml.

Los resultados obtenidos se sometieron a un anilisis
estadistico (andlisis de varianza) para poder compararlos
con los criterios de aceptacifén establecidos y asfg
determinar el dict&men de validacién.

7. EBPECIFICIDAD.

Se determiné empleando el método analitico propuesto de
la siguiente manera:

a. Andlisis de una solucién estandar de clorhidrato de
verapamilo.

b. Anidlisis de placebos de cada formulacién.

c. Andlisis del producto terminado de cada formulacidn.

57



8. TOLERANCIA.
Se determiné de una muestra homogénea de cada formulacién
empleando el método analitico propuesto y haciendo el
analisis por triplicado variando la proporcién de los
solventes gue constituyen el disolvente de la muestra.
Proporciones evaluadas:

Metanol: HCl 0.1 N

8.0 : 2.0
9.5 0.5

E. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA
1. Se degradd el clorhidrato de verapamilo dejandolo en
Perdéxido de Hidrégeno al 30 % durante ocho dias.

2. Se preparé una placa comparativa (10 X 10 cm) de la

siguiente manera:

Principio activo en CHCl; a una concentracién de 8 pg/ul.

volimen de aplicacién: 225 pl

Cantidad de esténdar: 1 800 ug

Principio activo degradado en H,0, a una coencentracién de

4 pg/ul.

Volumen de aplicacién: 450 ul

cantidad de estandar degradado: 1800 ug

Fase mévil:

Tolueno: Metanol: Acetona: Acido acético glacial
(50:40:5:5)

Frente del disolvente: 7.5 cm
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Tiempo de elucién: Aprox. 30 - 45 minutos
Revelador: - Luz U.V. (252 nm)
- Cloruro de hierro(II)-Yodo

3. También se hizo una placa preparativa (10 X 20 cm) en
la cual se aplicaron: Clorhidrato de verapamilo en
cloroformo, en perdxido de hidrégeno y se dejdé una banda
como blanco.

Concentracién en CHCl; = 8 mg/ml

Volumen de aplicacién: 2 ml

Cantidad aplicada: 16 mg

Concentracién en H,0, = 4 mg/ml

Volumen de aplicacién: 4 ml

Cantidad aplicada: 16 mg

Fase mévil: Misma que la de la placa comparativa
Frente del disolvente: 15 cm
Tiempo de elucién: Aprox. 75 = 90 minutos

Revelador: - Luz U.V.

A partir de la placa preparativa, se recuperd el
clorhidrato de verapamilo, el producto de degradacién y
la banda correspondiente al blanco. Después del
procedimiento necesario se analizaron las muestras en el
espectrofotémetro a una longitud de onda de 279 nm para
cuantificar al clorhidrato de verapamilo en presencia de
su producto de degradacién.
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A. PARAMETROS DE VALIDACION.

LINEARIDAD DEL SISTEMA.

En la tabla No. 1 se presentan los datos de la curva de
calibracién del clorhidrato de verapamilo por
espectrofotometrfa U.V. a 279 nm empleando como
disolvente una mezcla de Metanol: HC1 0,1N (9:1). La
representacién gréafica se wmuestra en la grafica No. 1.

Tabla No. 1

Concentracién Absorbancia Factor

% ug/ml Abs/Conc.
40 12 0.144 0.0120
40 12 0.145 0.0120
60 18 0.216 0.0120
60 18 0.218 0.0121
80 24 0.291 0.0121
80 24 0.292 0.0121
100 30 0.368 0.0122
100 30 0.370 0.0123
120 38 0.439 0.0121
120 36 0.440 0.0122
150 45 0.551 0.0122
150 45 0.551 0.0122

Resultados: Criterios de aceptacién:

r = 0.9999 r, > 0.99

r?2 = 0.9998 r?2 > 0.98

b = - 0.0040 b =0

cVv = 0.8 % CV £ 1.5 %

DICTAMEN: Ya que r > 0.99; r? > 0.98 Y CV < 1.5%, se
cumple con los criterios para la linearidad del sistema.
El sistema es 1lineal dentro del intervalo de
concentraciones analizado (12 - 45 ug/ml).

PRECISION DEL S8ISTEMA.

Los resultados del andlisis de una misma solucién
estandar correspondiente al 100 % de la concentracién de
clorhidrato de verapamilo establecido en la Linearidad
del sistema, se muestran en la tabla No. 2.
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LINEARIDAD DEL SISTEMA

Clorhidrato de verapamilo

Absorbancla
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Tabla No. 2.

Solucién A279 nm

0.369
0.371
0.369
0.370
0.369
0.368

OB WN

sultado: Criterioc aceptacién:

cV = 0.3 % cV g 1.5 %

DICTAMEN: Ya que el CV < 1.5 %, se cumple con el criterio
para la precisién del sistema. El sistema es preciso.
ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA.

Se utilizaron las mismas soluciones con las dque se
determiné la precisién del sistema sometiéndolas a
diferentes condiciones de almacenamiento. En la tabla No.

3 se muestran los resultados de esta prueba.

Tabla No. 3

Porciento de Recobro

Solucién 2 h 24 h
5.2 ¢C

1 100.81 99,72

2 100.61 100.53
T. A.

3 99,18 99.45

4 99.45 100.54

T. A. + L u z
5 99.45 99.45
6 100.00 99.45

NOTA: Las muestras 1, 3 y 5 se almacenaron en recipiente
transparente y las muestras 2, 4 Y 6 en ambar.
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Resultados: Criterio de aceptacién:

I, = 100.1 % I =97.0 - 103.0 %

Iogn = 99.9 %

DICTAMEN: La muestra analitiéa es estable en condiciones
de refrigeracién, en ausencia o en presencia de luz a
T. A. por lo menos durante 24 horas después de su

preparacién, ya gque el valor de la media para el factor
I se encuentra entre el 97.0 y el 103.0 %.

FORMULACION I - 180 mg P.A.
LINEARIDAD DEL METODO.
En la tabla No. 4 se presentan los datos de mg
recuperados Y % de recobro para obtener la linearidad del
método. La representacién gr&afica se muestra en la

grafica No. 2.
Tabla No. 4

cantidad adicionada | cantidad recuperada R
(ng) (mg)
108.3 109.77 101.35
108.0 107.22 99.27
108.1 109.82 101.59
144.2 146.56 101.63
144.1 144.22 100.08
144.0 144.65 100.45
180.0 * 181.42 100.78
180.0 181.82 101.01
180.1 182.86 101.53
216.0 216.88 100.40
216.1 217.20 100.50
216.1 214.42 99.22
252.2 254.60 100.95
252,2 252.16 99.98
.252.2 253.95 100.69

% Concentracién final: 36 ugg/ml,

Resultados: Criterjos de aceptacién:
= 0.9999 r > 0.99

r? = 0.,9998 r? » 0.98

m = 1.0010 m =1

b = 1.5126 b =0



R = 100.6 % R = 97.0 - 103.0 %
CV £ 3.0 %

DICTAMEN: Ya gque r?2 > 0.98, m = 1, R ests dentro del 97.0
- 103.0 % y el CcV < 3.0 %, el método para la
determinacién del clorhidrato de verapamilo contenido en
la formulacién I es lineal dentro del intervalo de
concentraciones analizado (21.6 -~ 50.4 ug/ml).

EXACTITUD DEL NMETODO.
En la tabla No. 5 se presentan los resultados de %
recuperado de clorhidrato de verapamilo a partir de su

determinacién de placebos cargados.

Tabla No. 5

R

101.7

101.5

101.7

100.8

100.7

99.1
Resultados: Criterios de aceptacidn:
R = 100.9 % R = 97.0 - 103.0 %
CV =1.0% CV £ 3.0 %

DICTAMEN: Debido a que el R se encuentra entre 97.0 —
103.0 ¥ y el CV < 3.0 %, el método para la determinacién
del principio activo contenido en la formulacién I es
exacto.

PRECISION DEL METODO (REPETIBILIDAD ¥ REPRODUCIBILIDAD) .

En la tabla No. 6 se muestran los resultados de % de
recobro obtenidos por 2 analistas, 2 dias y 3
determinaciones cada vez, analizando el producto
terminado, lote No. 10092.

65



99

LINEARIDAD DEL METODO

Formulacion |

300

250

Cantidad recuperada mg
- - N
[] o o
=] o o

| | |

o
©
|

1]

T T T T H T T T L T T L T T

20 40 60 .80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
Cantidad adiclonada {mg)

- Grafica No. 2

r= 09997 m = 1.0005 b = 0.9663



Tabla No. 6

acid

A N A L I S8 T A
D
1 2
I 100.00 98.39
1 99.77 98.16
99.54 100.23
A
98.17 100.90
2 100.00 100.23
8 99.77 100.69
Resultados: griterijos
R = 99.65 % R =97.0 - 103.0 %
cv = 0.9 CV ¢ 3.0%
DICTAMEN: Como CV < 3.0 % Yy el R se encuentra entre 97.0
- 103 %, el mé&todo analitico es preciso para determinar

al principio activo en el formulacién I.

PRUEBA ESTADISTICA PARA LA REPRODUCIBILIDAD DEL METODO.
Los resultados del anilisis de varianza se presentan en
la tabla No. 7.

Tabla No. 7

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE Fcal. Fetab.

VARIACION LIBERTAD CUADRADOS | CUADRADOS

Analista gla = 1 sca = MCa = Fa = gla
0.1519 0.1519 0.0668 38.51

Dia gld = 2 scd = Mcd = F4 = Fgld
4.5464 .2.2732 3.709% 6.06

Error gle = 8 SCe = MCe = —————— ————
4.9024 0.6128

Fecal.= F calculada.

Fstab., = F de tablas.

INTERPRETACION DE RESULTADOS:

Como Fa < Fgla, el método analitico es reproducible por
los analistas.
Como FA < Fgld, el método analitico es reproducible en
diferentes dias por un mismo analista.
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REPETIBILIDAD DEL METODO ANALITICO.

(Mce)1/2

Repetibilidad = %
=+ 0.7828

Repetibilidad
COEFICIENTE DE VARIACION TOTAL.

cvV = 0.9 %

Por 1los resultados anteriores, puede decirse que el
método analitico para determinar al principio activo en

la formulacién I, es reproducible y repetible por 2
analistas y en dias diferentes.

FORMULACION II - 120 mg P.A.
LINERARIDAD DEL METODO.
En la tabla No. 8 se presentan los datos de mg
recuperados y % de recobro para obtener la linearidagd del
métode. La representacién gr&fica se muestra en la
gr&fica No. 3.

Tabla No. 8

cantidad adicionada Cantidad recuperada R
(mg) (mg)
72.2 71.72 99.33
72.0 72.83 101.15
72.0 72.41 100.56
96.0 95.75 99.73
95.8 97.03 101.28
96.1 96.31 100.21
120.2 121.03 100.69
120.1 121.95 101.54
120.0 120.83 100.69
144.1 142.91 99.17
144.1 144.73 100.43
144.0 l44.82 100.56
168.2 170.75 101.51
l68.0 170.07 101.23
168.0 170.07 101.23

# Concentracién final: 24 pg/ml.

Resultados: Criterios de aceptacidn:
r. = 0.9996 r 2> 0.99
r2 = 0.9993 r? 3 0.98
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m = 1.0151 m =1

b = - 0.9923 b =o0

R = 100.6 % R = 97.0 - 103.0 %
cV = 0.7 % CV g 3.0 %

DICTAMEN: Ya que r? > 0.98, R estd dentro del 97.0 -
103.0 ¥ Y el CV < 3.0 %, el método para la determinacién
del clorhidrato de verapamilo presente en la formulacién
II, es lineal dentro del intervale de concentraciones
analizado (14.4 - 33.6 pg/ml).

EXACTITUD DEL METODO,.

En la tabla No. 9 se muestran los resultados de $%
recuperado de clorhidrato de verapamilo a partir de su
determinacién de placebos cargados.

Tabla No. 9

R

102.2

100.7

102.2

102.0

101.9

102.0
Resultados: Criterios de aceptacidp:
R =101.8 % R = 97.0 - 103.0°%
CV = 0.6 % CV ¢ 3.0 %

DICTAMEN: Como el R se encuentra entre el 97.0 - 103.0 %
y el CV < 3.0 %, el método es exacto para determinar al
principio activo de la formulacién II.

PRECISION DEL METODO (REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD).
En la tabla No. 10 se muestran los resultados de % de
recobro obtenidos por 2 analistas, 2 dias y 3

determinaciones cada vez, analizando el producto
terminado, lote No. 12692
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Tabla No. 10
A N AL I 8 T A

D 1 2
99.68 101.01
I 1 100.35 100.67
100.35 100.67
A 100.34 100.67
2 100.34 100.67
99.68 100.34
S
Resultados: Criterios de_aceptacién:
R = 100.4 % R = 97.0 - 103.0 %
CV = 0.4 % cV g 3.0 %

DICTAMEN: Como CV < 3.0 % y el R se encuentra entre el
97.0 ~ 103.0 %, el método es preciso para la
determinacién del clorhidrato de verapamile en: 1la
formulacién II.

PRUEBA ESTADISTICA PARA LA REPRODUCIBILIDAD DEL METODO.
Los resultados del andlisis de varianza se presentan en
la tabla No. 11.

Tabla No. 11

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE Fcal. F¥tab.

VARIACION LIBERTAD CUADRANOS| CUADRADOS

Analista gla = 1 S5Ca = Mca = Fa = Fgla =
0.9020 0.9020 24.0911 138,51

Dia gld = 2 scd = Mca = Fd = Fgld =
0.0749 0.0374 0.4051|6.06

Error gle = 8 SCe = [ Mce = | mmm—me | memeee
0.7393 0.0924

Fecal. = F calculada

Fitab.

INTERPRETACION DE RESULTADOS:

= F de tablas.

como Fa < Fgla, el método analitico es reproducible por
los analistas.
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Como Fd < Fgld, el método analitico es reproducible en
distintos dias por un mismo analista.

REPETIBILIDAD DEL METODO.

(MCe) 1/2

Repetibilidad = *
= *+ 0.3040

Repetibilidad
COEFICIENTE DE VARIACION TOTAL.

cV = 0.4 %

Por los resultados anteriores, puede decirse que el
método analitico para determinar al principio activo en

la formulacién II, es reproducible y repetible por 2
analistas y en dias diferentes.

FORMULACION IIXI - 80 mg P.A.
LINEARIDAD DEL METODO.
En la tabla No. 12 se presentan los datos de mg
recuperados y % de recobro para obtener la linearidad del
método. La representacién grdfica se muestra en la
grafica No. 4.

Tabla No. 12

cantidad adicionada Cantidad recuperada R

(mg) (mg)
47.6 47.79 100.39
48.2 48.76 101.16
48.1 47.74 99.25
64.0 64.38 100.59
64.1 64.82 101.12
63.9 64.20 100.46
80.1 79.62 99.40
80.2 80.89 100.86
80.0 % 80.00 100.00
96.0 96.98 101.02
96.1 96.61 100.53
96.2 96.78 100.60

111.8 112.52 100.64

112.2 112.39 100.16

112.2 112.67 100.41

% Concentracién final: 24 ug/ml.
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Resultados: Criterios de aceptacién:

r 0.9998 r, » 0.99

r2 0.9997 r? 3 0.98

m = 1.0055 m =1

b = - 0.0772 b =0

R = 100.44 % R =97.0 - 103.0 %
CV = 0.5 % cV £ 3.0 %

DICTAMEN: Ya que r? > 0.98, m =1, R esti dentro del 97.0
- 103 % y el CV > 3.0 %, por lo que el método es linal
dentro del intervalo de concentraciones analizado (14.4 -
33.6 ug/ml).

EXACTITUD DEL METODO.
En la tabla No. 13 se muestran los resultados de %
recuperado de clorhidrato de verapamilo a partir de su

determinacién de placebos cargados.

Tabla No. 13

R

102.1

100.2

101.1

101.1

101.4
Resultados: Criterios de aceptacidn:
R = 101.2 % R = 97.0 ~ 103.0 %
CV = 0.6 % CV € 3.0 %

DICTAMEN: Dado que el R se encuentra el 97.0 - 103 % y el
CV < 3.0 %, el método para la determinacidén del principio
activo en la formulacién ITI es exacto.

PRECISION DEL METODO (REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD) .
En la tabla No. 14 se muestran los resultados de % de
recobro obtenidos por 2 analistas, 2 dias y 3

determinaciones cada vez, analizando el producto
terminado, lote No. 9992.
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Tabla No. 14
A N A L I S T A

1 2
D 100.25 101.69
101.27 98.65
I 1 100.68 101.01
A 99.65 99.65
100.69 101.01
s 2 100.69 100.70
Resultados: Criterios de aceptacidn:
R = 100.49 R = 97.0 - 103 %
CcV = 0.8 % CV £ 3.0 %

DICTAMEN: Como CV < 3.0 % y el R se encuentra entre 97.0
- 103.0 %, el métode analitico es preciso para
determinar al clorhidrato de verapamilo en la formulacién
III.

PRUEBA ESTADISTICA PARA LA REPRODUCIBILIDAD DEL METODO.
Los resultados del andlisis de varianza se presentan en
la tabla No. 15.

Tabla No. 15

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE Fecal. Fxtab.

VARIACION LIBERTAD CUADRADOS | CUADRADOS

Analista gla = 1 sCa = MCa = Fa = Fgla
0.0225 0.0225 0.1975] 38.51

Dia gld = 2 scd = MCd = Fd = Fgld
0.2282 0.1141 0.1241(* 6.06

Error gle = 8 SCe = MCe = | mm——ee| s
7.3528 0.9191

Fcal. = F calculada. Fe#tab. = F de tablas.

INTERPRETACION DE RESULTADOS:

Como Fa < Fgla, el método analitico es reproducible por
los analistas.

Como Fd < Fgld,

distintos dias por un mismo analista.
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REPETIBILIDAD DEL METODO ANALITICO.

Repetibilidad = & (Mce)l/?
Repetibilidad = + 0.9587

COEFICIENTE DE VARIACION TOTAL.

CV = 0.8 %

Por los resultados anteriores, puede decirse que el
método analitico para determinar al principio activo en

la formulacién III, es reproducible y repetible por 2
analistas y en dias diferentes.

FORMULACION IV - 40 mg P.A.
LINEARIDAD DEL METODO.
En la tabla No. 16 se presentan los datos de mng
recuperados y % de recobro para obtener la Linearidad del
método. La representacién gréfica se mnmuestra en 1la
gréfica No. 5.

Tabla No. 16

Cantidad adicionada Cantidad recuperada R

(mg) (mg)
47.9 47.65 99.47
48.2 47.74 99.04
48.0 48.60 101.25
63.9 64.43 100.82
64.2 63.63 99.11
63.9 64.53 100.98
80.0 *» 80.27 100.33
80.1 79.62 99.40
79.9 80.64 100.92
96.1 96.66 100.58
96.1 96.05 99.94
96.0 95.83 99.82

112.2 113.06 100.76

112.2 112.67 100.41

112.1 112,11 100.00

% Concentracién final: 24 ug/ml.

esu : Criterios de aceptacién:
r = 0.9998 r 2z 0.99
r2 = 0.9996 r?2 > 0.98
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m = 1.0054 m =1

b = - 0.2582 b =0

R = 100.19 % R = 97.0 — 203 %
cV = 0.7 % cV ¢ 3.0 %

DICTAMEN: Ya que r? > 0.98, m = 1, R esta dentro del 97-
103 ¥ y el €V < 3.0 %, el método para la determinacidn
del clorhidrato de verapamilo es lineal dentro del
intervalo de concentraciones analizado (14.4 - 33.6
ug/ml).

EXACTITUD DEL METODO.
En la tabla No. 17 se muestran los resultados de %
recuperado de clorhidrato de verapamilo a partir de su

determinacién de placebos cargados.

Tabla No. 17

R

88.5

100.7

101.3

101.5

i01.9

101.3
Resultados: Criterios de aceptacién:
R = 100.9 % R = 97.0 - 103.0 %
cvV = 1.2 % CV £ 3.0 %

$

DICTAMEN: Ya que el R se encuentra entre el 97.0 - 103.0
%y el CV < 3.0 %, el método para la determinacién del
clorhidrato de verapamilo en la formulacién IV es exacto.

PRECISION DEL METODO (REPRODUCIBILIDAD Y REPETIBILIDAD).
En la tabla No. 18 se muestran los resultados de % de
recobro obtenidos por 2 analistas, 2 dias y 3

determinaciones <cada vez, analizando el producto
terminado, lote No. 26592,
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Tabla No. 18

AN A L I ST A

D
1 2
I 98.96 98.28
1 98.62 98.62
98.27 98.62
A
97.90 99.32
2 97.20 98.97
s 98.60 98.97
Resultados: Criterios de aceptacién:
R = 98,53 R = 97.0 - 103 %
CV = 0.6 % CV £ 3.0 %

DICTAMEN: Como CV < 3.0 % y el R se encuentra entre el
97.0 - 103 %, el método analitico es preciso para
determinar al principio activo presente en la formulacién
Iv.

PRUEBA ESTADISTICA PARA LA REPRODUCIBILIDAD DEL METODO.
Los resultados del andlisis de varianza se presentan en
la tabla No. 19.

Tabla No. 19

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE Fcal. F*tab.
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS| CUADRADOS
Analista gla = 1 SCa = MCa = Fa = Fgla
0.8651 0.8651 1.3603§ 38.51
Dia gla = 2 scd = MCd = Fd = Fgld
. 1.2719 0.6359 3.6966| 6.06
Error gle = 8 SCe = MCe = el Bl
1.3763 0.1720
Fcal. = F calculada. Fetab. = F de tablas.

INTERPRETACION DE RESULTADOS:

Como Fa < Fgla, el método analitico es reproducible por
los analistas.

Como Fd < Fgld, el método analitico es reproducible en
diferentes dias por un mismo analista.
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REPETIBILIDAD DEL METODO ANALITICO.

(Mce) /2

Repetibilidad = *
= & 0.4148

Repetibilidad
COEFICIENTE DE VARIACION TOTAL.
CV = 0.6 %

Por los resultados anteriores, puede decirse que el
método analitico para determinar al principio activo en
la formulacisén IV, es reproducible y repetible por 2
analistas y en dias diferentes.

ESPECIFICIDAD DEL METODO ANALITICO.

En las figuras No. 1 y No. 2 se muestra el espectro de
absorcién U.V. del clorhidrato de verapamilo a una
concentracién de 36 y de 24 ug/ml respectivamente. En
ellos, se observa un maximo de absorcién a una longitud
de onda de 279 nm.

En las figuras No. 3, No. 4, No. 5 y No. 6 se presenta el
espectro de absorcién . U.V. de placebos de las
formulaciones I, II, III y IV respectivamente, en los
cuales no se detecta respuesta significativa de 1los
excipientes presentes en las formulaciones.

En las figuras No. 7, No. 8, No. 9 y No. 10 se tienen los
espectros de absorcién U.V. de los productos terminados
de cada formulacién (I, lote No. 10092; II, lote No.
12692; III, 1lote No. 9992 y IV, lote No. 26592
respectivamente), en los que se observa una respuesta en
la longitud de onda de mixima absorcién, debida a 1la
presencia del principio activo en el producto analizado.

DICTAMEN: El.método analitico propuesto es especifico con
respecto al placebo para determinar al clorhidrato de
verapamilo presente en 1las cuatro formulaciones a
analizar.

80



I8

OT"TasQ U0 uT >
—
w

ESPECIFICIDAD

2.5
ABSORBANCIA
D.424
0.437
2

0.440

0.439

0.432

—

0.5

200 225 : 250 275 300
Longitud de onda (nm)
FIG. 1. Espectro de absorcion U.V. del clorhidrato de verapamilo a una concentracién de 36 pg/ml.

325



ESPECIFICIDAD

2.5
ABSORBANCIA
0.281
0.289
2 0.290
0.289
A 0,284
b
s
% 15
r
b
® @
N n
G
i 1
a
0.5
0

200 225 250 275 300 325

Longitud de onda {nm)
FIG. 2 Egpectro de absorcion U.V. del clorhidrato de verapamilo a una concentracion de 24 ug/ml.



[%:]
Q=00 T"Tow o>

ESPECIFICIDAD

200 225 250

Longitud de onda (nm)
FIG. 3. Espectro de absorcion U.V. de placebo de la formulacion 1.

ABSORBANCIA

0.004

0,003

275

300

325



ESPECIFICIDAD

0.25
ABSORBANCIA
0.004
0.003
0.2 0.004
0.003
0.003
A
b
s
o 015
r
b
@ a
>~ n
[
oo
Q
0.05
0 : | : | 4
200 225 250 275 300 325

Longitud de onda (nm)
FIG. 4. Espectro de absorcidn U.V. de placebo de la formulacién IL



ESPECIFICIDAD

0.25
ABSORBANCIA
0.002
0.2 0.002

0.002
0.002

3:

Q=03JQ0I0VWUTDP
e
[
t»

e
=

0.05

200 225 250 275 300 325
Longitud de onda {(nm)
FIG. 5. Espectro de absorcién U.V. de placebo de la formulacion IIL



ESPECIFICIDAD

98
0™ T IOV >

0.25

ABSORBANCIA

0.2

6.0a3

0.003

0.004

0.004

e
N
151

e
=

0.05

200 225 250 275

Longitud de onda (nm)
FIG. 6. Espectro de absorcion U.V. de placebo de la formulacién IV.

300

325



L8

ESPECIFICIDAD

2.5
ABSORBANCIA
0.427
2 0.438
0.443
0.441
0.
A 435
b
s
o 15
r
b
Q
n
S 1
1
Q
0.5
0
200 225 250 275 300

tongitud de onda (nm)
FIG. 7. Espectro de absorcién U.V. del producto terminado de la formulacion I, Lote:10092,

325



ESPECIFICIDAD

2.5
ABSORBANCIA
a.278
2 0.288
0.289
A 0.286
b 0.281
s
o
r
b 1.5
a
@
@n
c
i
Q 1
0.5
0 —& S : ; (

200 225 250 275 300
Longitud de onda (nm)
FIG. 8. Espectro de absorcion U.V. del producto terminado de la formulacion 11, Lote:12692.



ESPECIFICIDAD

2.5
f 2
A
b
: s
H o
r 15
b
a
n
©C
W .
!
a 1
05
‘ 0

200

225

ABSORBANCIA

0.283

0.282

- 0.284

250 275
Longitud de onda {nm)

300

FIG. 9. Espectro de absorciéon U.V. del producto terminado de la formulacién III, Lote; 9992.

325



ESPECIFICIDAD

06
a~TasoTNow o>
-
h

2.5

ABSORBANCIA

0.282

0.288

2 ! 0.289

0.288

0.283

0.5

T - T
200 225 250 275 300
Longilud de onda {nm)
FIG. 10. Espectro de absorcion U.V. del producto terminado de la formulacién 1V, Lote: 26592,

325



TOLERANCIA.

En la tabla No. 20 se muestran los resultados obtenidos
empleando como disolvente de la muestra la mezcla de
solventes en una proporcién de Metanol : HCl 0.1 N (8:2).

Tabla No. 20

Metanol:HCl 0.1N
Formulacién . _ cv
Rg:y Rg:2
I 99.65 103.42 2.6
1T 100.38 105.47 3.5
III 100.49 107.87 5.0
v 98.53 95.07 2.5

Criterio de aceptacién:

R = 97.0 - 103.0 %
CV < 3.0 %

DICTAMEN: A pesar de gue el CV para las formulaciones I
y IV esté dentro del criterio de aceptacidén para método
espectrofotométrico, ninguno de los recobros cumple, por
1o que puede decirse que el métode analitico no acepta la
variacién de la proporcién de los solventes.

En la tabla No. 21 se muestran los resultados cbtenidos
* empleando como disolvente de la muestra la mezcla .de

solventes en una proporcién de Metanol: HC1l 0.1 N

(9.5 : 0.5).

Tabla No. 21

Metanol:HC1l 0.1N
Formulacién _ _ cv
Rg.y Rg.5:0.5
I 99.65 101.13 1.0
II 100.38 100.57 0.1
III 100.49 101.44 0.7
v 98.53 93.17 3.9

Criterio de aceptacién:

R =197.0 - 103 %
CV < 3.0 %

91



DICTAMEN: Por los resultados anteriores, el método
analitico acepta emplear la proporcién analizada de la
mezcla de solventes en las formulaciones I, II y III, ya
que el promedio del porciento de recobro se encuentra
entre el 97.0 - 103.0% y el CV < 3.0 %. Sin embargo, la
formulacién IV no acepta dicha proporcién puesto gue el
CV y el promedio del porciento de recobro no cumplen con
los criterios de aceptacién de validacién.

B. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA.

1, En la placa comparativa se detectaron dos manchas, una
correspondiente al clorhidrato de verapamilo y la otra a
su producto de degradacién. El Rf de éstos fué de 0.69 y
0.64 respectivamente.

2, A partir de 1la placa preparativa, fué posible
recuperar al clorhidrato de verapamilo, a su producto de
degradacién y una zona "blanco" para posteriormente
analizarlas espectrofotométricamente contra un esténdar,
a una longitud de onda de 279 nm.

Az79 R
Estéandar 0.577
Clorhidrato de verapamilo
recuperado 0.497 86.13
Producto de degradacién 0,094 16.29

S6lo se detectd el 16.29 % de clorhidrato de verapamilo
presente en el producto de degradacién, con lo gue se
demuestra que la c.c.f. puede .utilizarse como técnica
auxiliar para determinar al principio activo en presencia
de sustancias relacionadas.
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DICTAMEN: Por los resultados  anteriores, el método
analitico acepta emplear la proporcién analizada de la
mezcla de solventes en las formulaciones I, II y IIXII, ya
que el promedio del porciento de recobro se encuentra
entre el 97.0 - 103.0% y el CV < 3.0 %. Sin embargo, la
formulacién IV no acepta dicha proporcién puesto que el
CV y el promedio del porciento de recobro no cumplen con
los criterios de aceptacidén de validacién.

B. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA.

1. En la placa comparativa se detectaron dos manchas, una
correspondiente al clorhidrato de verapamilo y la otra a
su producto de degradacién. E1 Rf de éstos fué de 0.69 y
0.64 respectivamente,

2. A partir de 1la placa preparativa, fué posible
recuperar al clorhidrato de verapamilo, a su producte de
degradacién y una zona "blanco" para posteriormente
analizarlas espectrofotométricamente contra un estéandar,
a una longitud de onda de 279 nm.

Az7g R
Esténdar 0.577
Clorhidrato de verapamilo
recuperado 0.497 86.13
Producto de degradacién 0.094 16.29

S6lo se detectd el 16.29 % de clorhidrato de verapamilo
presente en el producto de degradacién, con lo gque se
demuestra que la c.c.f. puede utilizarse como técnica
auxiliar para determinar al principio activo en presencia
de sustancias relacionadas.
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El método utilizado para la determinacién del clorhidratoe
de verapamilo presente en las cuatro diferentes
formulaciones analizadas, utiliza la Espectrofotometria
U.V. a una longitud de onda de 279 nm. Mediante este
trabajo de tesis fué posible:

a. Unificar y optimizar 1la técnica analitica para
cuantificar al principio active con mayor rapidez,
precisién y exactitud.

b. Llevar a cabo la validacién del método analitico con
el propésito de certificar la validez de los resultados
obtenidos. Para ello, fué necesario recurrir al anédlisis
estadistico, el cual contribuyd a garantizar que los
resultados presentan una confiabilidad aceptable y
determinar de esta manera, si se cumple o no con el
criterio de aceptacidén establecido.

c. Determinar la reproducibilidad del método analitico
mediante el andlisis de varianza concluyendo que no
existen diferencias debidas al analista o al dia en que
se lleva a cabo dicho anilisis.

d. En las cuatro formulaciones el método analitico es:
- Lineal en el rango de concentraciones analizados

- Exacto

~ Repetible y reproducible

- Especifico en relacién a los excipientes

- Las formulaciones I, II y III satisfacen la prueba de
tolerancia si se utiliza como disolvente de la muestra
Metanol: HC1 0.1 N en una proporcién 9.5 :0.5.

Ninguna formulacién satisface la prueba de tolerancia si

se utiliza como disolvente de la muestra Metanol: HCl
0.1 N en una proporcién 8:2.

e, Utilizar 1la c.c.f. como técnica auxiliar para
determinar al principio activo en presencia de productos
de degradacién.

93



B I B L I 0 6 R A F I A

1. ASTRA CHEMICALS. Cardiovascular. Verapamilo.

2. BRITISH PHARMACOPOEIA. Her Majesty’s Stationary
office. Volume 1. London, 1988. p.p. 594.

3. COMITE DE ELABORACION DE GUIAS OFICIALES DE
VALIDACION. Validacién de Métodos Analiticos. Secretaria
de Salud - Colegio de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos.
México, 1991. p.p. 1-10, 54.

4. CONACHER, Henry B.S. Validation of Methods Used in
Crisis situations. Journal of the Association of Official
Analytical Chemists. Vol. 73 No. 2 p.p. 332-333. 1990.

5. CONNORS, Kenneth A. Curso de Andlisis Farmacéutico.
Editorial Reverté&, S.A. Espafia 1981. p.p. 195-198, 202~
209, 219, 239-242, 449-451.

6. CHAPMAN, Kenneth G. A History of Validation in the
United States: Part I. Pharmaceutical Technology Vol. 15
No. 10 p.p. 82-96. October 1991.

7. CHAPMAN, Kenneth G. A History of Validation in the
United States: Part II. Validation of Computer-Related
Systems. Pharmaceutical Technology Vol. 15 No. 11l. p.p.
54-62. November 1991.

8. CHAPMAN, Kenneth G. Revalidation. validation
Terminology. Pfizer’s Drumbeat Program. Journal of the
Parenteral Drug Association. Vol. 34 p.p. 217-233. 1980.

9. DICCIONARIO DE ESPECIALIDADES FARMACEUTICAS. 38a.
edicién. Ediciones P.L.M. S.A. de C.V. México D.F. 1972.
p.p. 365-367.

10. FARMACOPEA DE LOS ESTADOS UNIDOS MEXICANOS. 5a.
edicién. Secretaria de Salud. México, 1988, p.p.1l51-154.

11. FARMACOPEA DE LOS ESTADOS UNIDOS MEXICANOS. Sa.
edicién., Secretaria de Salud. México, 1988, Adiciones y
monografias nuevas p.p. 1873-1874.

12. FLOREY, Klauss, et. al. Analytical Profiles of Dru
Substances. Vel. 17. Edited by Klauss Florey Academic
Press Inc. San Diego, California. 1988, p.p. 643-G70.

94



13. GOODMAN Y GILMAN. Las Bases Farmacolégicas de 1la
Terapéutica. 7a. edicién. Ed. Médica-Panamericana, México
1981, p.p. 740-742, 780-782.

14. GUERRA, Johny. V. tion of lvtical Methods b
FDA Laboratories. Pharmaceutical Technology. p.p. 74-76.
March. 1986.

15. KNOLL A.G. Grupo BASF. Antihipertensivos. Clorhidrato
de Verapamilo.

16. LACHMAN, Leon. The Theory and Practice of Industrial
Pharmacy. 3&) edition. Lea & Febiger, Philadelphia 1986.
p.p. B45.

17. MARTINDALE. The Extra Pharmacopoeia. 295! edition.
Edited by James E. F. Reynolds. The Pharmaceutical Press.
London, 1989. p.p. 89.

18. THE MERCK INDEX. 10, edition. Published by Merck &
Co., Inc. Rahway, N. J., U.S.A. 1983. p.p. 1l421.

19. NAVA, Lemus Martin. Q.F.B. Tesis. Validacién_y
Comparacién Estadistica de 2 Métodos Analiticos para la
Determinacién de Pirazinamida en tabletas. Fac. Quimica.
UNAM. México, D.F. 1992. p.p. 39.

20. Paradmetros Estadisticos _y Procedimientos de
Validacién. Criterios de Aceptacién. 2a. parte. Pharma
News. p.p. 15-20.

21. RAMETTE, Richard W. Eguilibrio y An&lisis OQuimico.
Fondo Educativo Interamericano S.A. 1983, p.p. 134-135,
140-141.

22, TOUCHSTONE, Joseph C. et. al. Practice of Thin laver

togra . Chapter 1. Basics of Thin Layer
Chromatography. 289 edition. John Wiley & Sons Inc.,
1983. p.p. 1-15.

23, THE UNITED STATES PHARMACOPEIA XXII - NATIONAL
FORMULARY XVII. United States. Pharmacopeial Convention,
Inc., 1989. Official monographs. p.p. 1444.

24. 1.Q.I. VAZQUEZ, Luna Isalas. Validacidn de Procesos.
Memorias.

25. WATTY, Margarita. Quimica Analfitica. Depto. de Ing.

y Ciencias Quimicas. Univ. Iberocamericana. Ed. Alhambra
Mexicana. S. A. 1982. p.p. 353-355. 377-381.

95



26. DE LOS REYES GARCIA ROJAS, Ma. de los Angeles. Q.F.B,

Tesis. Qptimizacién y Validacién_ de Métodos Analiticos
or Cro! ografjia de Gases y Cromato ad uidos d
ta Regolucid ara la ti én de e

Clorfeniramina, Clorhidrato de _ Fenilpropanolamina,

Cafeina y Aspirina en Tahletas

i=)
i etas. UNAM. Fac. Quimica.
México, D.F. 1992,

96



	Portada
	Índice
	Introducción
	Capítulo I. Generalidades
	Capítulo II. Metodología
	Capítulo III. Resultados
	Conclusiones
	Bibliografía



