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‘L INTRODUCCION

La incipiente industria farmacéutica esta especialmente interesada en la validacion de
métodos analiticos, debido a! gran incremento de nuevos productos que tienen que ver

con fa salud, y que requieren de métodos de analisis adecuados.

Al utilizar un método de analitico es indispensable determinar la exactitud y
establecer la variabilidad de ios resultados que nos proporciona; debido a que es la tnica
manera de mostrar que dicho método es el apropiado para cuantificar la sustancia de

interds presente en nuestro producto , bajo las condiciones de laboratorios existentes .

Fin este trabajo se presenta cl desarrollo y Ja validacion de un método analitico para
cuantificar Clorhidrato de Fenilefrina mediante una reaccion colorida con Ferricianuro
de Potasio y 4-Aminoantipirina en medio alcalino y la posterior determinacion de la

absorbancia del producto a una longitud de onda de 490 nm.

DESARROLLL Y VALIDACION DE UN METOIXO ANALETICO PARA CUANTIFICAR CLORTHDRATO DE 1
FENILEFRINA EN SOLUCION OFTALMICA
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11 FUNDAMENTOS .

A. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS. 12 - -

1. NOMBRE QUIMICO.

Clorhidrato de 3-hidroan-((melilamino)mclil)—bcnccnomctanol.

2. ESTRUCTURA.

HOGHCH  NHCH 5 . HCL

OH

3. PESO MOLECULAR.
203 67 g/mol

4. DESCRIPCION.

Cristales blancos o casi blancos ; inodoros, con sabor amargo. en solucion acuosa
es neutra. .

5. PUNTO DE FUSION.

140°C-150°C

6. SOLUBILIDAD.
Soluble en agua y metanol

DESARROLLO Y VALIDACION DEUN METODO ANATITICO PARA CUANTIFICAR CLORHIDRATO D 2
FENILEFRINA EN SOLUCION OFFALARCA
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7. ROTACION ESPECIFICA.
{a)® =(-462-472) "

8.PK.

CpKI=877.0
pK2 =984
9, I:SPECTRO FN KL ULlRAVlOl ET/\ .
" solucion : A.max nm; coLE*107Y
~0.05NHCL : ,»"’lﬁ L, 591
SR ) 1.81
165

0.05 NNaOH =~
puntos

isobesticos

10. SlNTFSlS

tratamiento del 5- (1 bcnleofcml)- -menl-z-
clorhidrico al 40 %

1. ESTABILIDAD. i

La Fenilefrina Clorhidrato presenta una adecuada cstabilidad en forma de cnstales en
solucion acuosa es estable a un pH neutro, sin embargo cuando se presenta degradacion
en solucidn acuosa ,esta ocurre sobre la amina secundaria ,la cual es catalizada por
metales pesados, obteniéndose como producto probable el 5-hidroxi~N~mclilindoxil.

8. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS. 3

1. USOS OFTALMICOS.

L.a Fenilefrina se utiliza principalmente con dos finalidades cn el tratamiento
oftalmoldgico; la primera de ellas es para dilatar la pupila con la finalidad de examinar el
fondo del ojo denominado efecto midriatico. y en el tratamiento del glaucoma de angulo
abierto , su accion vasoconstrictora local disminuye la produccion del humor acuoso y
con ello disminuye [a presion intraocular causante del glaucoma mencionado.

glaucoma. es una enfermedad que se caracteriza por un aumento en la presion

intraocular, que si es sufici alta y persi conduce a la ceguera irreversible.
DESARROLIO Y VALIDACION DEUN METODO ANALTFICO PARA CUAN HFICAR CLORHIDRATO DL 3
FENHLFRINA EN SULLCION OFTALAMICA
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C. METODOS DE ANALISIS PARA EL CLORHIDRATO DE FENILEFRINA. 4
1. ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO CON SEPARACION EN CROMATOGRAFIA

Absorbente. sc hierve la mezcla de 150 gr. de tierra silicea cromatografica y 1000 ml de
acido clorhidrico diluido durante 10 minutos , se enfria, se filtra por succion y se lava
con agua , hasta que el ultimo lavado sea neutro a la s. i. de anaranjado de metilo. se
descca a 105°C durante toda la noche y enseguida se deseca se incinera a S00°C durante
dos horas. e

Solucién  Amortiguadora. Se disuclven 10.89 gramos de fosfato monobasico de
potasio, en 50 m!"de agua y se agregan 3.48 gr. de fosfato dibasico de potasio. Se
mezclan hasta disolucion, sc diluye con agua hasta 100 ml y se ajusta ¢l pHa 5.8 0.05.

Preparacién Tipo. Se disuelve una porcion de Clorhidrato de Fenilefrina, patron de
referencia , en dcido sulfirico diluido 1:350 y se disuelven cuantitativamente con el
mismo disolvente hasta obtener una solucion de concentracion aproximada a 60 meg/ml.

Preparacion por Valorar. Se diluye un volumen de la muestra, equivalente a cerca de
50 mg de clorhidrato de Fenilefrina, con solucion amortiguadora hasta 50 ml y se
mezcla

Procedimiento. En un vaso de precipitados de 100 ml, se mezclan | con un a espatula
flexible, 4 gr. del absorbente y 3 mi de la preparacion por valorar, hasta obtener una
pasta suave. En un columna cromatogratica de 25 por 200 mm, provista de una porcion
de vidrio fina, comprimida en el fondo, se deposita la mezcla, empacandola
moderadamente. Con la espatula se frota el vaso de precipitados , agregando un gramo
del absorbente, despues de lo cual se pasa a la columna y se empaca como se indico
antes.
Se usa una porcion de fibra de vidrio para limpiar el vaso de precipitados, el agitador
y la espitula, y en seguida se deposita en fa parte superior de a columna y sc comprime
hacia abajo hasta limpiar las paredes de la misma Se pasan S0 mi de éter saturado con
agua a travds de la columna v se desechan. Se coloca en un embudo de separacion
pequefio que contenga 20 mi de acido sulfiirico diluido {1:350) a bajo de la columna y se
pasan, a través de esta SO ml de una solucion 1:50 de acido bis( 2-etilhexil)-fostérico en
_éter saturado con agua y enseguida 25 ml de éter saturado con agua. Se enjuaga la punta
de la columna cromatografica con éter, se combina con el cluato y sc agita . l.a capa
acida se pasa a través de un matraz volumetrico de 50 ml v se repite la extraccién con
20 ml de acido sulfurico diluido (1-350) hasta ¢l aforo En un espectrofotometro se
determinan concomitantemente las absorbancias de esta solucion y la de la preparacion
tipo, en celditlas de 1 ¢m a la longitud de onda de la masima absorbancia, cercana a los
271 nmy a las longitudes de onda de las minimas absorbancias, cercanas a 292 nm y 238
nm, usando como blanco, acido sulfurico diluido 1350 Se traza una linea recta
uniendo las dos minimas v las absorbancias corregidas respectivas de la preparacion tipo

DFSARROL LAY N ALIDACION DEUN ALTODO AMALIICO PARNCUANTIFIC AR CLORHIDRATO DE 4
FENTFIRIN A EN SOLUUION OF 1A NI A
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y de la preparacion por valorar, se determinan trazandb una linea perpendicular desde cl
pico correspondicnte & la absorbancia maxima de cada una de las dos soluciones antes
mencionadas, hasta la linca recta que unc los picos de las minimas. Se calcula la
cantidad , en mg de CoH13NO2 HCI, por mi, cn la cantidad utilizada de la solucién
muestra, por medio de la formula 0.833(C/V)(Au/As), en la que C es la concentracién
en mg por ml, clorhidrato de Fenilefrina patron de referencia, en la preparacion tipo, V
en ¢l volumen, en ml, de la solucion muestra utilizada y Au y As son las absorbancias
corregidas de la preparacion por valorar y de la preparacion respectivamente.

2. ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO DIRECTO. 2

La Fenilefrina puede ser cuantificada por su banda de absorcion en ultravioleta a 290
nm de forma directa o después de una extraccion, asi como también mediante la
oxidacion de la Fenilefiina a m-hidroxibenzaldehido, a una longitud de onda de 257 o
315 nm. : - :

3. ANALISIS COLORIMETRICOS. 246768.104142,43,1448164,18

a.. Tintura con wdafenol,

La tintura de indofenol ¢s formada por la reaccion de p-Me2NColH4NH2C! y
K3Fe(CN)6 con un para sustituto fenolico en medio alcalino. L.a coloracion resultante de
esta reaccion con Fenilefrina presenta un maximo de absorcion de alrededor de 620 nm.

b. Reacciones con acidos nitrosos.

Cuando las soluciones de Fenilefrina son calentadas en presencia de sales de mercurio
y después reaccionadas con acidos nitrosos se desarrolla un color rojo cobrizo con un
maximo de absorbancia de 495 nm

«. Reacciones por complejacion.
La Fenilefrina puede ser complejada con diazo-p-nitroanilina en solucion acida. Fl
componente resultante ¢s posteriormente basificado y cuantificado a 495 nm.
1.a Fenilefrina puede ser también complejada con varias tinturas de sulfofialeina en
soluciones ncutras o ligeramente acidas, los complejos resultantes son después extraidos
mediante un disolvente organico polar y cuantificado espectrofotometricamente.

DESARROLLO Y VALIDACION DR UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR CTORMIDRATO DF §
FENTEEFRISA TN SOLUCION OFTALMICA
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d. Oiras métedos.

Muchos otros métodos de cuantificacion de Fenilefrina mediante reacciones coloridas
han sido descritos en al literatura; por cjemplo; la reaccion de Fenilefrina con acido
indico produce una coloracién con absorbancia a 490 nm. La reaccién con 2,6-
Dicloroquinona y Fenilefrina genera un producto que puede cuantificarse a 625 nm, La
oxidacion de Fenilefina a aldchido seguida de las reacciones con acido tiobarbiturico o
con 3-metil-benzotiazolin-2-ona son también cuantificables por espectrofotometria, La
ninhidrina reacciona con la Fenileftina para producir un color rosa con un maximo de
absorbancia a 440 nm.

e. I'l método de este trabajo se fundamenta en la siguiente reaccion. 1930
‘15"8 HO—CHCH NHCH;
N. - } k. F
N qFe (CN)
CHy—yNg=o0  + on ol
CHz—C===C—NH, ALCALL
CgHg
7 HO—CHCHgNHCH g
NS
. CHg ——-1,! (II'-=0

En esta reaccion observamos que la Fenileftina reacciona con la 4-Aminoantipirina cn
medio alcalino y es catalizada por la presencia de Ferricianuro de Potasio para obicner
un compuesto que absorbe a una longitud de onda de 490 nm.

DESARROLIO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR CLORRIDRATO DK 6
FENIFFRINA EN SOLLCION OFTALMICA
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D. ESPECTROFOTOMETRIA. 22,20

Una de las técnicas que ayuda a fa quimica analitica es la espectrofotometria que se -
utiliza para el analisis cualitativo y cuantitativo de moléculas presentes en una solucién. .
Estas medidas detectan la - presencia “o ausencia de diferentes clementos o
. compuestos, que bien, proporcionan informacion en relacion a la estructura de lo que se
esta analizando. o : :

E. CLASIFICACION DE LA ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION. 2223

1. DEFINICION,

Es la medida de Ia absorcion de la radiacion electr
atomos de una sustancia quimica.

gnética por las mx o

2. ENERGIA RADIANTE.

la energia radiante se define como la energia transmitida en forma de radiacion
electromagnética.

Esta energia puede ser absorbida, transmitida, reflejada o refractada por muchas
sustancias en diferentes estados de agregacion.

3. LEYES DE LA ESPFCTROFOTOMETRIA,

Cuando un haz de energia radiante monocromatica incide sobre una capa homogénea
de una sustancia transparente, parte de la energia es absorbida y el resto transmitida. Si
la energia radiante incidente tiene longitudes de onda de la region visible del espectro y
cf medio a través del cual tiene que pasar, absorbe selectivamente cicrtas longitudes de
onda, ¢l color observado correspondera a las longitudes de onda de la energia
transmitida.

4. CONSIDERACIONES

Todos los atomos y moléculas son capaces de absorber cnergia de acuerdo con
ciertas limitaciones, las cuales dependen de la estructura de la molécula. Las moléculas
poseen energia debida af movimiento y a la rotacion. Ademas poseen una configuracion
clectronica que sc manifiesta ¢n forma de energia electronica, cada molécula tiene
cuantizada su energia, si aparte la molécula pasa desde su nivel de energia basal hasta
uno mas alto, se dice que se ha producido una absorcion de radiacion por la molécula y
paso a un estado excitado Cuando Ia molécula retorna espontaneamente a su nivel basal
o de minima energia por medio de una perdida de radiacidn se presenta una emision de
radiacion.

DESARROLIO Y VALIDACION DE TN METODO ANALITICU PARA CUANTIHIC AR CLORBIDRATO DE 7
TENILEIRINA ENSOUUCION GFFALMICA
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5. LEY DE BOUGUER O DE LAMBERT BEER.

La relacién que existe entre la absorcion de radiacion y la longitud de fa trayectoria a
través del medio absorbente fue formulada primero por Bouguer (1729), aunque algunas
veces se le atribuye a Lambert (1768). Dividamos un medio absorbente homogéneo,
como una solucion quimica, en una serie de capas imaginarias del mismo espesor. Si
dirigimos un haz de radiacion monocromatica a través de la solucion, encontraremos
que cada una de las capas absorbe una fraccién igual de radiacion o que cada capa
disminuye el poder de radiacion del haz en una fraccion idéntica. Este descubrimiento se
puede formular en forma matematica:

dr
—_—= ),
T KiPo

El signo negativo indica que la energia disminuye con la absorcion . Po es la energia
radiante incidente y P esla que sale de una capa del medio de espesor b,

La disminucion de la energia radiante por unidad de espesor del medio absorbente cs
proporcional a la energia radiante sea:

dr
T Kidb

y resolviendo la integral entre los limites Poy P,y O y b:
2)
ik

Por lo general la ecuacién se escribe utilizando logantmos base 10, lo cual ‘solo
cambia la constante: :

log 1’ = Kb

l.a radiaciéon transmitida disminuye en forma exponencial al aumentar en forma
arittnética el espesor del medio absorbente.

6. LEY DE BEER.

En 1859 formulo la telacion entre la concentracion de la especie absorbente y el
grado de absorcién. Esta ley es andloga a la ley de Bouguer al describir una disminucion
exponencial dc la cnergia radiante transmitida con un incremento aritmético en la
concentracion:

dr
=K
cC
DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR C1LURHIDRATO DE 8
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Resolviendo obtcnemos:
l) .
I.::“lg- = Kb

La ley de Beer se explica solo para la radiacion monocromatica y en” donde la
naturalcza de la especie absorbente perntanece constante en el rango de concentracion
cn cuestion.

7. LEY COMBINADA DE BOUGER-BEER.

Las leyes de Douger y Beer se pueden combinar ficitmente para obtener una
expresion convenicnte. Al cstudiar el cfecto del cambio de concentracion en la
absorcion, podemos notar que la longitud de la trayectoria a través de la solucion se
mantendra como constante, pero que los resultados dependerdn de la magnitud de este
valor constante. En otras palabras K4 = £(b); en forma similar , en la ley de Bogue K2 =
f'(c). Substituyende cstas relaciones fundamentales en ambas leyes obtenemos:

,l
log —i? = flc)b

Las dos leyes deben aplicarse de forma simultanea en cualquier punto, asi que:
f(c)=f(b)c
Separando variables:

(©) _f©)
T b

c

Ahora, la tnica condicion para que las dos funciones o variables independicntes
puedan ser iguales es que las dos sean iguales a una constante.

-j--? = -j—‘g}—)= K o bien, f(c)=Kcy(b)=Kb -

Al sustituir en la expresion de Bouger o en la de Beer obtenemos el mismo resultado:
’J ),
log =5 = £ (e} = Kee lo % = f(b)e = Kbe

Donde Po y P son Ia energia radiante incidente y transmitida respectivamente. El
termino Log Po/P es la absorbancia y se fe adjudica el termino A La b representa la

DESARRULIO Y VALIDACION DI LN MFFODO ANATITICO PARA CUAN NHCAR CLORHIDRATO DE 9
FENTLEL RINA EN SOLUCION OFFPALAMICA



ZAMORA RAMIRFZ RICARIO

longitud de ta trayectoria det haz de radiacion a través del medio absorbente expresado
en centimetros. Para fa concentracion del soluto absorbente ¢, se presenta con
frecuencia en dos unidades diferentes, gramos por litro y moles por litro, claramente se
nota que el valor de la constante (K) dependera dcl sistema de concentracion que se
utilice; cuando ¢ sea en gramos por litro se denomina absortividad (a) y cuando este en
moles por litro se denomina absortividad molar (g).

Por lo anterior podemos redefinir las ecuaciones a fa forma :

A=Kbc

I)
La transmitancia T = 7o o sencillamente la fraccion de la energia incidente que es
0 ;

. . . I r
transmitida por la muestra, El porciento de transmitancia es % T = o +100.

& DESVIACIONES DE LA LEY DE BOUGER-BEER.

De acuerdo con la ley de Beer una grafica de la absorbancia contra la concentracion
molar sera una linea recta de pendiente iguat a eb . Sin embargo las mediciones de los
sistemas quimicos reales dan graficas de la ley de Beer que no son lincales en todo el
rango de concentracion que nos interesa. Esta curvatura sugiere que £ no es una
constante independicnte de la concentracion en estos sisternas. Se supone que el valor
de & depende de fa naturaleza de la especic absorbente en solucion y de fa longitud de
onda de la radiacion La mayoria de las desviaciones de la ley de Beer que encontramos
en la practica analitica se atribuye a la dificultad para controlar estos dos aspectos y, por
lo tanto, se las puede llamar desviaciones aparentes  por que reflejan dificultades
experimentales mas que alguna insuficiencia de la ley de Beer por si misma.

D. VALIDACION. z4.25

1. DEFINICION.

La validacion de un método analitico cs el proceso de determinar la cstabitidad o dar
una metodologia de datos analiticos utiles

La validacion de un método analitico consiste en determinar su exactitud y establecer
la variabilidad.

La validacion dc un método analitico es el proceso por ¢f cual queda establecido por
estudios experimentales que la capacidad del método satisface los requisitos para la
aplicacion analitica deseada

DESARROLTOY A AFDACION BE TN MFTODO ANALIFICO PAR A CUANTIFICAR CLORKIDRATO DE 10
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2. LINEALIDAD DEL SISTEMA.

a. 1)ef nicion. %
Es la relacion que se establece mediante un modelo |deal entre una propxednd ﬂqlca
quimica y/o biologica con la cantidad del fi’umaco . :

b.Determinacion. .
Un analista debe preparar por o menos 3 dxlucnones como m:mmo por dupllcado, de
manera independiente, a partir de una solucion paimn mldlendo su propnedad bajo las
mismas condiciones de medicion.

¢. Criterio de acepracion. e

-La relacion entre la concentraciéon y-la propledad did debe:scr ta
significativa. "

-El coeficiente de determinacion de la relacion lineal s:mple debe ser mayor a O 98
y/o I falta de ajuste a la relacion lincal simple, no debe ser estadisticamente significativa,

3. LINEALIDAD DEL METODO.

a. Definicion,

Es la relacion que se establece mediante una recta, entre una propiedad medible
(cantidad del farmaco recuperado) y el valor real de la propiedad (cantidad del fairmaco
adicionado).

b, Determinacicon.

Sc determinara con placebos adicionados de principio activo, (placebos cargados)
cada una de mancra independiente, cuando menos a 3 diferentes concentraciones
incluyendo al 100 % , haciendo anlisis por duplicado para cada concentracion bajo las
mismas condiciones de analisis.

. Criterios de uceptacion.

-La relacion lineal simple, cantidad adicionada-cantidad recuperada, deberd ser
altamente significativa

-El coeficiente de determinacion de la relacion lineal simple de cantidad adicionada
cantidad recuperada debe ser mayor de 0.98 y/o la falta de ajuste a la relacion lineal
simple cantidad adicionada cantidad recuperada, no debe ser estadisticamente
sighificativa.

-la ordenada al origen de la relacion lincal simple cantidad adicionada cantidad
recuperada, debera de ser estadisticamente igual a cero

DESARROLLO Y VALIAUION DE UN METORO ANALITICO PARA CUANTIFICAR CLORHIDRA EO DE 11
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4, ESPECIFICIDAD,

a.lefiniciin.
Es la habilidad de un método nnnlmco para obtener una respucsta debida Gnicamente
ala sustancm de interés y no a los otros &.umponenlcs de ln muestra

b, I)enrnu//uu(m.
La especificidad consiste en:

Analizar placcbos del producto con cl mémdo propuesto e ndenuf icar las respuestas

de el (los) activos, excipientes (cn caso de tenerlos) yde otrns sustancias auxnlmrcs

¢ (i lllurm de aceptacion.
-El método no debe responder a los placubos y su rmpucsta debe sef Gnicamente a la-
sustancia de interés,

5. PRECISION DEL METODO.

a. Precision (Reproducibilidad y Repetibilidod).

La precision del método analitico es el grado de concordancia entre resultados
analiticos individuales, cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes
muestras de una muestra homogenun del producto. Usualmente se expresi en términos
de desviacion estandar. La precision es el grado de Reproducibilidad y/o Repetibilidad
del método analitico bajo condiciones normales de operacion.

b. Repetibilidend.

Es fa precision de un método analitico expresado como la concordancia obtenida
entre determinaciones independientes realizadas por un solo analista usando los mismos
aparatos y técnicas,

c. Reprovducibilidad,

Es la precision de un método analitico expresado como la concordancia entre
determinaciones independientes realizadas por diferentes analistas, en diferentes dias,
utilizando los misimos o diferentes aparatos

o Determinacion.

Se deben llevar a cabo cuando menos por dos analistas. en dos dias diferentes y por
triplicado cada muestra.

Trabajar de, manera independiente partiendo de una muestra homogénea del
producto, cercano al 100 % de la concentracion teérica.

DESARROLIO N VALIDACH L UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR CLORHIDRATO DE 12
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e. Criterio de aceplacion.
-El cocficiente de variacion total debe cumplir con los fines para ¢l cual el método
sera utilizado.

Método Coeficiente de Variacion
Cromatograticos menor del 2.0 %
VoMé(ricos menor del 2.0 %
Quimicos menor del 3.0 %
Espectrofotométricos menor del 3.0 %
Micmbiologicos menor del 5.0 %

Tablal. Tabla que muestra los diferentes coeficientes de variacion para métodos
analiticos

-1.a repetibilidad del método de medicion debe satisfacer los requisitos establecidos
para ¢l principio de medicion y/o para la utilizacion del método de medicion. Se evaltia a
través del estadigrafo de contraste ¢ °.

-La reproducibilidad interanalista debe satisfacer los requisitos establecidos para el
principio de medicion y/o para la utilizacion del método de medicion. Se evalua
estadisticamente a través de la construccion de una tabla de analisis de varianza.

6. EXACTITUD.

a. Definicion.
Es la concordancia absolwta entre el valor de una propiedad medlda
experimentalmente (estimador) y su valor real de referencia (parametro).

b. Determinacion.
Analizar 10 muestras preparadas por adicion de la sustancia de interés al 100 % de la
cantidad etiquetada a un placebo del producto.

. Criterios de aceptacion.

-El intervalo de confianza (1.C.) para la medida debe incluir el 100 %.

-El coeficiente de variacion del método debe cumplir con el propésito para el cual va
ha ser empleado.

DESARROLIO Y VALIDACION DE UN METODO ANALIFIC0 PARA CUANTIFICAR CLORHIDRATO DE. 13
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7. ESTABILIDAD. -

a, Definicion, .
- Son las condiciones en las cuales la muestra manticne constante su propiedad medible
en'un lapso determinado.

b, Determinacion.

Se -determina mediante el andlisis, por triplicado, de una muestra homogénea
analizadas de manera independiente. Almacenar las muestras analizadas bajo distintas
condiciones (e¢jemplo: temperatura ambiente, refrigeracion, etc.). Durante un tiempo
preestablecido por el [i Analizar las muestras bajo las mismas condiciones de
operacion utilizando una solucidn patrén recientemente preparada., para cada tiempo,
de acuerdo a lo establecido fa determinacion debe ser efectuada por un mismo analista.

¢ Criterio de Aveptacion.
-La muestra es estable si la valoracion de las muestras efectuadas es estadisticamente
equivalente a la valoracion inicial.

OLLO Y VALIDACION BE VN METODO ANALITICO PARA CUANTIVICAR CLORIIDRATO DE
NA EN SOLUCION OFTALMICA ’ MY E 14
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1, PMN’fEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Debido a que. el método énalftico propuesto por la  Farmacopea Nacional de los
Estados Unidos Mexicanos Edicion 1992 para analizar Fenilefrina Clorhidrato mediante

espectrofotometria con separécién por cromatografia, requiere de un lapso de tiempo

i

relativi e largo (aprc de 4 horas) con variables dificiles de controlar ;
se desa‘rvrollé; un método analitico que requirio de un tiempo menor (aproximadamente |
hora) y co_xvl‘vuvriables mas faciles de controlar, lo que representa ventajas evidentes de
aplicacién. Por todo lo anterior se realizaron las determinacianes de los parametros
experimentales yksus respectivos andlisis estadisticos , los cuales son necesarios para
" optimizar y validar el método en cuestion, y de esta manera establecer que el método
desarrollado es el adecuado para utilizarse en ¢l laboratorio como prueba de rutina (en
proﬂucto a granel y producto terminado). Y esto por que el métado dilucidado resulto

ser exacto, especifico, preciso y lineal.

DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR CLORITIDRA IO DE 15
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IV. OBJETIVOS

o Desarrollar un método analitico para cuantificar Clorhidrato de Fenilefrina ‘en un

producto oftalmico que requiera un menor t_i_embo de andlisis y variables controladas,
o Deferminar la - exactitud 'y establecer 1a- variabilidad ‘del método " analitico para

cuantificar Clorhidrato de Fenilefrina en una solucion oftalmica.

DESARROLLO ¥ VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR CLORHIDRATO DE 16
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V. HIPOTESIS

Evaluando los paramelms precision (I'ept(lbllldﬂd y reproducnblhdad), exacmud

linealidad y especificidad del método analmco espectrofotometnco desarrollado para

cuantificar Clorhidrato de Fenilefrina en una soluclén oﬁélmnca se est blecera In vnlldcz

de los resultados que proporcione, y con ello fa convemencta de uhllzarlo como metodo

de control de calidad en pruebas de rutina. .

DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR CLORHIDRATO DE 17
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V1. METODOLOGIA

A. MATERIAL Y METODO

o Balanza analitica Sartorius 1801

e Espectrofotémetro U.V. y visible pye unicam sp 8-400
e 20 Matraces voluméiricos de 25 ml . PYREX
¢ 33 Matraces volumétricos de 50 ml. PYREX
¢ 2 Matraces volumétricos de 100 ml. PYREX
* 4 Pipetas volumétricas del rﬁl. ‘PY‘REXV
.2 Pipcinsv vplurilétﬂéas de 2 ml. PYREX

« 7 Pipetas volumétricas de 3 ml. PYREX

4 Pipelas"yolu'métricas de4 ml. PYREX

o 4 Pipetas yoldr}nétﬁcas de 5 ml, PYREX

* 1 Pipeta volumétrica de 10 ml, PYREX

o 1 Matraz Erlen Meyer de 50 ml. PYREX

» 1 Probeta graduadade 50 ml. PYREX -

8. REACTIVOS

o Fenilefrina Clorhidrato patrén primario, Sigma

¢ Levofenil prodﬁcto terminado. Laboratorios Grin S.A. de C.V.
¢ Tetraborato de Sodio al 5% . J.T. BakerR. A.

o Ferricianuro de Potasio al 4 %. J.T. Baker R.A.

¢ 4-Aminoantipirina al 3 %. J.T. Baker R.A.
L

Agua Destilada Teissier.

DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR CLORBIDRATO DE 18
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C. PROCEDIMIENTO

|. LINEALIDAD Y PRECISION DEL SISTEMA.

e Pesar 50 mg de Clorhidrato de Fenileftina patron primario y transferirlos a un matraz
volumétrico de 100 mi, disolver y aforar con agua destilada.

o De la anterior solucion extraer las siguientes alicuotas: 3 de 3.7 ml (74%), 6 de 5 m!
(100%) y 3 de 6.3 mi (126 %), y transferirlas a 12 matraces de 25 ml, diluir y llevar a
volumen con sgua destilada; mezclar.

e Tomar una alicuota de 4 ml de cada matraz y transferirlas a matraces volumétricos de

50 ml rotulados, que contengan previamente 40 ml de Tetraborato de Sodio al 5 %.

Adicionar 40 ml de Tetraborato de Sodio al § % en otro matraz volumétrico de 50 ml

y etiquetarto cotno blanco de reactivos

® A cada uno de los 13 matraces anteriores, el blanco de reactivos, el patron de
referencia y muestras, y en ese orden, adicionar | ml de Ferricianuro de Potasio a! 4
% y un | de 4-Aminoantipirina al 3 %. Aforar con Tetraborato de Sodio al 4 % y
mezclar.

® Inmediatamente determinar la absorbancia del patron de referencia y de las muestras,
con un espectrofotometro en celdas de | cm, a una longitud de onda de 490 nm,
empleando el blanco de reactivos como blanco de ajuste.

2. EXACTITUD DEL METODO Y ESPECIFICIDAD DEL METODO

® Pesar 30 mg de Clorhidrato de Fenilefrina patron primario y transferirlos a un matraz
volumétrico de 50 ml, disolver y aforar con agua destilada. Mezclar,

o Pesar por sextuplicado 30 mg de Fenilefrina clorhidrato patron secundario (ajustado
al 100) y transferirlos a matraces volumétricos de 50 ml, disolver y aforar con
placebo, mezclar En otso matraz volumétrico de S0 m! adicionar placebo hasta el
aforo y etiquetarlo como tal.

® Tomar una alicuota de 4 ml de cada uno de los matraces y transferirlos a respectivos
matraces volumétricos de 25 mi, llevar al volumen con agua destilada y mezclar.

o Extraer alicuotas de 4 mi de cada uno de los anteriores matraces y transferirlos a
matraces volumétricos de S0 ml, que previamente contengan 40 m| de Tetraborato de
Sodio al § % e identificados

o Adicionar 40 ml de Tetraborato de Sodio al § % en otro matraz volumétrico de 50 ml
y etiquetarlo como blanco de reactivos

* A cada uno de los 9 matraces anteriores, el blanco de reactivos, el patron de
referencia y muestras y el placebo, y en ese orden, adicionar 1 m} de Ferricianuro de
Potasio al 4 % y de 4-Aminoantipirina al 3 %. Aforar con Tetraborato de Sodio al 4
% y mezclar

DESARROLEO Y VALIDACION DE UN AL TODO ANALUTICO FARA CE AN HHCAR CLORTIDRATO DY, ]9
FENILFERINA £A SOFLCION OFTALMIC A .
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lnmcdlalamcnlc determinar la absorbancia del patron de referencia, las muestras y
finalmente del placebo, con un espectrofotometro en celdas de | cm, a una longitud
de onda de 490 nm, empleando ¢l blanco de reactivos como blanco de gjuste . 7 -

3. LlNEALlDAD DEL METODO

Pesar 30 mg de Clorhidrato de Fenilefrina patron primario y lransfenrlos aun matraz
volumétrico de 25 ml, disolver y aforar con agua destilada. Mezclar, - - ;
Pesar por triplicado: 25.5 mg (85 %), 30 mg (100%), y 36" my (120%) de =
Clorhidrato de Fenilefrina patron secundario y transferidos a malraces volumetnms :
de 25 m, disolver y aforar con placebo. .
‘Fomar una alicuota de 2 ml de cada matraz y transladarlas a matraccs volumelncos
de 25 ml, diluir con agua destilada y mezclar. ;
Extraer alicuotas de 4 ml de cada uno de los anteriores matraces y tmnsfenrlos a’
matraces volumétricos de 50 ml, que previamente contengan 40 mi de Tetraborato de
Sodio al 5% .
Adicionar 40 ml de Tetraborato de Sodio al 5 % en otro matraz volumétrico de 50 ml
y etiquetarlo como blanco de reactivos.
A cada uno de los matraces indicados, el blanco de reactivos, el patron de referencia
y muestras, y en csc orden, adicionar | ml de Ferricianuro de Potasio al 4 % y de 4-
Aminoantipirina al 3 %. Aforar con Tetraborato de Sodio al 4 % y mezclar.
Inmediatamente determinar la ahsorbancia del patron de referencia, las muestras y
finalmente del placcbo, con un espectrofotometro en celdas de 1 cm, a una longitud
de onda de 490 nm, empleando ¢ blanco de reactivos como blanco de ajuste.

4. PRECISION DEL METODO.

Pesar 30 mg de Clorhidrato de Fenilefrina patron primario y transferirlos a un matraz
volumétrico de 25 ml, disolver y aforar con agua destilada. Mezclar.

Extraer una alicuota de 5 ml de la solucion anterior y transferirla a un matraz
volumétrico de 25 ml, diluir hasta el aforo con agua destilada y mezclar.

Mezclar et contenido de 7 frascos de levofenil producto terminado en un matraz
Erlen Meyer.

Extraer tres alicuotas de 2 ml de Ja solucion anterior y vertirlas en respectivos
matraces volumétricos de 25 ml, diluir hasta el aforo con agua destilada y mezclar.
Obtener alicuotas de 4 ml de cada uno de los anteriores matraces y del matraz con el
patron referencia y transladarfos a matraces volumétricos de 50 ml , que previamente
contengan 40 ml de Tetraboralo de Sodio al § % .

Adicionar 40 ml de Tetraborato de Sodio al 5 % en otro matraz volumétrico de S0 m]
y etiquetarlo como blanco de reactivos.

ROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALFTICO PARA CUANTIFICAR CLORHIDRATO DF, 20
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A cada uno de los matraces indicados anteriormentc, ¢l blanco de’reaclivos. el pntron -
de referencin y las mucstras, y en cse orden, adicionar | ml de: Ferricianuro de .’
Potasio al 4 % y de 4-Aminoantipirina al 3 %. Aforar con Tetraboralo de Sodlo al4"

. %y mezclar, »
Inmediatamente determinar la absorbancia def patron de referencla y las’ mues(ra
con un espectrofotdmetro en celdas de 1 cm, a una longitud de ondu de 490 nm. =
empleando el blanco de reactivos como blanco de ajuste. ; g

3, ESTABILIDAD ANALITICA DE LA MUESTRA.

Pesar 50 mg de Clorhidrato de Fenilefrina patr6n primario y transfcnrlos a'un matraz
volumétrico de 50 mi, disolver y aforar con agua destilada. Mezclar. -/ 5
Extracr una alicuota de 3 ml de la solucién anterior y. vertirla en un matraces
volumétrico de 25 ml, diluir hasta el aforo con agua destilada y mezclar. ldcnnﬁcarlo
. como matraz No. 1.

Mezclar ¢l contenido de § frascos de Levofenil en un matraz Erlen Meyer,

Tomar una alicuota de 10 m! del matraz anterior y vertirlas en respectivos matraces
volumétricos de 50 ml; aforar con agua destilada y mezclar. identificarlo como
matraz No. 2.

Extraer tras alicuotas de 3 ml del matraz No.2 y una alicuota de 3 ml del matraz No. ]
y colocarlos en matraces volumétricos de 50 ml , que previamente contengan 40 ml
de Tetraborato de Sodio al 5 % .

Adicionar 40 m! de Tetraborato de Sodio al 5 % en otro matraz volumétrico de 50 ml
y etiquetario como blanco de reactivos.

A cada uno de los matraces indicados anteriormente, el blanco de reactivos, el patrén
de referencia y las muestras, y en ese orden, adicionar 1 ml de Ferricianuro de
Polasio al 4 % y del 4-Aminoantipitina al 3 %. Aforar con Tetraborato de Sodio al 4
% y mezclar

Inmediatamente determinar la absorbancia def patron de referencia y las muestras
con un espectrofotometro en celdas de 1 cm, a una longitud de onda de 490 nm,
empleando el blanco de reactivos como blanco de ajuste.

Extraer 18 alicuotas de 3 ml del matraz No.2 y vertirlas en matraces volumétricos de
50 ml, que previamente contengan 40 mi de Tetraborato de Sodio al 5 %

Tres de los anteriores matraces etiquetarlos como temperatura ambiente 24 horas y
tres como temperatura ambiente 72 horas y colocarlos en donde perciban los cambios
de temperatura a traves del dia

Rotular otro grupo de 3 matraces como refrigeracion 24 hrs y tres mas como
refrigeracion 72 hrs, transferirios a un refrigerador.

Etiquetar dos grupos de 3 matraces como obscuridad 24 hrs y obscuridad 72 hrs y
colocarlos en un sitio obscuro,

‘Transcurrido un lapso de 24 horas, preparar la solucion del patron de referencia
efectuando las operaciones 1y 2.

DESARROLLO Y VALITDACION DE PN METODO ANALTICO PARA CUANTIFICAR CLORIIDRATO DE 21
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o Tomar unas alicuota de 3 ml del matraz No. | y verter en un matraces volumelnco de
50 ml ; que previamente contenga 40 ml de Tetraborato de Sodio al 5% .

e Sacar dcl rclngerador el grupo de matraces rotulados como rcl‘rlgcracmn 24 hrs y
permitir que alcancen la temperatura ambiente. .

» Efectuar la operacion 6. Y las operaciones 7 y 8 para los matraces ro!ulados como.
refrigeracion 24 hrs, obscuridad 24 hrs y temperatura ambiente 24 hrs, 3

o Transcurridas 72 hrs, preparar la solucion del patron de refercncm efecluando Ias
operaciones 1,2y 13.

o Realizar la operacion 14 para el grupo de matraces etiquetados como fngeracnén
72 hrs. &

o Efectuar la operacion 6, Y las operacion sucesivas 7 y 8 para los matraces rotuladOS' :
como: refrigeracion 72 hrs, obscuridad 72 hrs y temperatura ambiente 72 hrs,”

DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METOIXI ANALFEICO PARA CUANTIHCAR CLORHIDRATO DE. 22
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6. DIAGRAMA DE FLUJO.

(SISTEMA)

LINEALIDAD ¥ PRECIS!()N

Pesar 50 nig dé F

cmlefriﬁﬁ HCL
pam’mprimnriuA S IR

D:solver con a;,ua desulada y
a IOO ml

) i
Tomar 3 alicuotas de 3.7 ml,
6deSmly3de63 ml
i

Transferir alicuotas de 4 ml de cada
matraz. a volumétricos de SO ml
que contengan 40 ml de Tetraborato
de Sodio al 5 %,

i’.
Preparar un blanco de reactivos

{
Efectuar una reaccion colorida con
Ferricianuro de Potasio al 4 % y
4-Aminoantipirina

i
Aforar los matraces con
Tetraborato Jde Sodio al 5%

Determinar las absorbancias de
cada uno de los matraces a 490 nm

ROLEG Y VALIDACION D,
N SOEUCION OFTALA

B Pesar 30 mg de Femlefrma HCL

ZAMORA RAMIREZ RICARINY

(METODO).

EXACTITUD Y ESPECIFICIDAD

Patron prlmarm

) Disolvcr con agua destilada y aforar a 50 m!

Pesar 6 muestras de 30 mg de Fenilefrina
Clorhidrato
Patron secundario
M
Disotver con placebo y aforar a 50 ml

Tomar alicuotas de 4 mi de cada matraz y
diluir a 25 mi con agua destilada.
d
Transferir alicuotas de 4 m! de cada
matraz a volumétricos de 50 ml
que contengan 40 ml de Tetraborato de
Sodio al 5§ %.

'reparar un blanco de reactivos

v
Efectuar una reaccion colorida con
Ferricianuro de Potasioal 4 % y
4-Aminoantipirina

Aforar los matraces con
Tetraborato de Sodio al § %
M
Determinar tas absorbancias de
cada uno de los matraces a 490 nm
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LINEALIDAD DEL METODO

Pesar 30 mg de Femlcfrmu HCI )

mtron pnmarm

Dnsolver y af‘orar a 25 mlcon
agua dcsulada

Pesar por lnpllcado 25.5 mg, L
30 mg y 36 mg de Fenilefrina
Patron secundurio

Disolver y aforar a 25 ml con
placebo.

matraz
Tomar alicuotas de 2 ml de cada
matraz y diluir 2 25 ml con agua
destilada

Transferir 4 ml de cada matraz a
matraces aforados de 50 m! con
40 ml cle Tetraborato de Sodio
al 5§ %.

Preparar un blanco de reactivos

Efectuar fa reaccion colorida con
Ferriciunuro de Potasio al 4 % y
4-Aminoantipirina al 3 %,

‘
Determinar la absorbancia de los
matraces a 490 nm

DESARROLLO Y VALIDACION DE UK METGIX ANALITICO PARA CEANTIFICAR CLORBIDRATO DE

FENILEFRINA EN SOLUCION OFTALMICA
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. PRECISION DEL METODO -

Pesar 24 mg de Femle(‘nna HCI
Palron prlm'\rlo

: Dnsolver y ‘aforar a 50 ml con

agua destilida |

Tomar tna alicuota de 5 mi y diluir
_a 25 mi con agua destilada

Mezclar el contenido de 7 frascos
de levofenil

Tomar 3 alicuotas de 2 ml del

anterior y diluir a 25 ml con agua
destilada

Transferir 4 ml de cada matraz a
matraces alorados de 50 m! con
40 ml de Tetraborato de Sodio
al § %.

Preparar un blanco de reactivos
v
Efectuar Ia reaccion colorida con
Ferricianuro de Potasio al 4 % y
4-Aminoantipirina al

Determinar la absorbancia de los
matraces a 490 nm
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Vil. RESULTADOS

A. LINEALIDAD DEL SISTEMA

CONCENTRACION ABSORBANCIA PORCENTAJE

MICROGRAMOS/ML. OBTENIDA
5.9200 0.375 73.8189
59200 0373 734252
5.9200 0.374 73.4252
8 0000 0.508 100.0000
8.0000 0.508 100.0000
8.0000 0.509 100.1969
10.0800 0.643 126.5748
10.0800 0.643 126.5748
10.0800 0.644 126.7717

Tabla 11. Resultados analiticos de la cantidad de fenilefrina adicionada contra la
absorbancia para Ia linealidad del sistema

1. CALCULO DE PARAMETROS ESTADISTICOS

L XAY =39.2966 £ X = 72.0000
TY=24365 £(X?)=601.9584
T(Y?)=4577 £ (X )%= 5184.0000
()= 209489 B=m= 00647
R =0,9999 A=Bw.93932¢10 '

B(Xi- X)’=25.9584

DESARROLLO Y VALIDACION DF 'N METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR CLORMIDRATO DE 28
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2. GRAFICO DE LINEALIDAD DEL SISTEMA

LINEALIDAD DEL SISTEMA

«
Q
-
m
S
@ 02
g 0 .

592 8 10 { S‘er{;ﬂ

GONCENTRACION ‘ ‘
{MICROGRAMOS/ML)

3.CONTRASTE DE HIPOTESIS PARA B.

Hipotesis Ho=A=b=0
Hipotesis alterna Ha=A=bw+0

Con una:
Sy/x=0.0137
A
Sy/x=0.0155
Obtenemos:
Tcal =-0.3788
Trab,,,,, = 2.365

arca de aceptacion
-0.2.3650 < -0.3788 < 2.3650

Se acepta No {a ordenada al origen es igual a cero

DESARROLLE Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR CLORHIDRATO DR, 26
FENILEFRINA EN SOLUCTON OFFALIMCA
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4. CONTRASTE DE HIPOTESIS PARA LA PENDIENTE
Hipbtesis:HoB=m=1
o Hipbtesisaltema Ha=B=m=z 1~
QObtenemos : 3 e
o ~Teal =2.3382"
Twab, =2.365

(0w1s,7)
Area de aceptacion :

-0.2.3650 <2.3383 <2.3650

Se acepta o la pendiente es iguaia 1

B. PRECISION DEL SISTEMA

CANTIDAD PORCENTAJE
OBTENIDA DE ACTIVO
(MICROGRAMOS)

8 0000 100.0000
§.031S 100.3938
80157 100.1963
7.9843 99.8038
8.0315 100.3938
7.9843 99.8038

Tabia 111. Resultados analiticos de precision (repetibilidad) del sistema

| CALCULO DE PARAMETROS ESTADISTICOS.

X'=100.0986
§=02711

Hipotesis : 1.a desviacion es menor o igual al 2.0 %.
Hipotesis alterna : La desviacion en mayor al 2.0 %

Obtenemos que:

xi cal =0.0919
xi n“blow!: 12.83

DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METUIXY ANALETIOO PARA CUANTHICAR CLORHIDRATO DF.
FENHEFRINA EN SOLUCION OF FALIMCA
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Area de aceptacion:
00919 < 12.83

Se acepta Ho ; por consiguiente la desviacion es menor o igual al 2,0 %

C EXACTITUD DEL METODO AL 100 %

CANTIDAD CANTIDAD PORCENTAJE
ADICIONADA RECUPERADA DE
MICROGRAMOS) |  (MICROGRAMOS) RECOBRO
7.6800 7.7270 100.6120
7.6800 17113 100.4079
7.6800 7.6643 99.7927
7.6800 7.6800 100.0000
7.6800 7.6957 100.2044

Tabla IV. resultados analiticos de la exactitud de método al 100 %.

1. CALCULO DE PARAMETROS ESTADISTICOS .

Hipotesis p = 100 %
Hipaotesis alterna p # 100 %

obtenemos :
Teal ~ 0.1641
=25710

(o91s)
Area de aceptacion:

Ttah,

-2.5710 < 0.1641 <2.5710

pal ab 100 %

D. ESPECIFICIDAD DEL METODO

SOLUCION ABSORBANCIA
(nm)
ESTANDAR 490
| PLACEBO CARGADO | 492
PLACEBO -0.01
Tabla V Resultados de fa especilicidad del método.
DESARROIIA Y VALIDACION DEUN METODO ANATITICO PARA CUANTIFIC AR CLORHIDRATO DF 28
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E. LINEALIDAD DEL METODO

CANTIDAD CANTIDAD PORCENTAIJE DE
ADICIONADA RECUPERADA RECOH®BRO
(MICROGRANMOS) (MILIGRAMOS)
6.528 6.5428 85.1927
6.528 G.5428 83.1927
6.528 6.5272 84.9896
7.6800 7.6800 100.0000
7.6800 7.6857 100.2028
7.6800 7.0856 100.2031
9.2600 9.2222 120.0781
9.2600 9.1011 119.6758
9.2600 9.1911 119.6758

TABLA VI. Resultados analiticos de la tinealidad del método

1. CALCULO DE PARAMETROS ESTADISTICOS,

EXY=5595015 EX=702728

Y =70.2728 CE{X?) =599.5us5
£(r?) = 559.4005 ‘ I{X)® =4938.1540
= (F)= 4938.2664 B =‘m =0.9908

£ =0.9999 A=b=00718

(Xi-X)'~= 109118

DESARROLLO Y VALIDACIO UN METODOD ANALITICO PARA CUANTIFICAR CLORHIDRATO DE
FENILFFRINA LN SOLUCION OFTALING ’ HIEDRATODE b
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2. GRAFICA DE LINEALIDAD DEL METODO
LINEALIDAD DEL METODO
10
9§ °
Q gx 6 | — Sen'e11|
o a | S
zZS5 4
g o
E 2
0 Y
6.528 7.68 9.26
CANTIDAD ADICIONADA

3.CONTRASTE DE HIPOTESIS PARA 13

Hipotesis Ho=A=b=0
Hipotesis alterna Ha=A=b=20

Con unas :
Syx=00330 y  Syx=00374
Obtenemos:
Tcal=08040 "y * Tl =2365
drea de aceptacion
-0.2.3650 < 0.8040 < 2.3650

Se acepta Hola ordenada al origen es igyal cero

DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR €1 ORHIDRATO DE 30
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4. CONTRASTE DE HIPOTESIS PARA LA PENDIENTE

Hipotesis : HoB=m= |
Hipotesis altema Ha=B=m £ }

Obtenemos :

Teal =-0.0230 y Ttaby, .= 2.365

091)
Area de aceptacion :
-0.2.3650 < -0.0230 < 2.3650

Se acepta ly pendiente es igual a 1

F. PRECISION DEL METODO

DIA DIA 2
ANALISTA 1 100.2044 99.5938
100.0000 100.2031
100.0000 100.0000
160.0000 100 2031
ANALISTA 2 99.7969 100.0000
99.7969 100.4063

Tabla VIL. Porciento de recobro por dia y por analista para la precision del
método (reproducibitidad)

1. CALCULO DE PARAMETROS ESTADISTICOS

w i

ho = 120040.9343 —— ~ |20041.1065
s 2
;T = 120040.9035 Yijk* = 120041 4369
’a’ = 120040.9069
DESARROLLO ¥ VALIDACION DE UN METOIX.ANALFTICO PARA CUANTIFICAR CLORRIDRATO DE k1]

FENILEFRINA EN SOLUCION OFTALIMC A



TABLA DE ANADEVA

RICARINI ZAMORA RAMIREZ

FUENTE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE F DE
DE ERROR | LIBERTAD CUADRADOS | CUADRADOS | CALCULO
Ai [ 0.0380 0.038 0.1825
Bj ! 3.40*10 3.40%10 0.0201
ADji i 0.1688 0.1688 4.0872
Eijk 8 0.3340 0.0413 '

Tabla VI Tabla de analisis de varianza para la precision det método (reproducibilidad).

B. ANALISTAS.

C. DIA.

como : F cal =0.1825

Toashng)

=161.4

“Feal (0.1825) < T tab (161.4)

no existe efectn por e} analista

r

nwrsy L)
como : F cal = 0.1825

= {614

Fcal (0.0201) < T tab (161.4)

no_eaiste efecto debido al dia

D. INTERACCION ANALISTA-DIA.

I

532

L

como :

Feal ( 4.0873) < T tab (5.32)

FENILETRINA EN SOLUCION OF FALIMCA

o existe efecto debido a In interaccidn analisty dia

DESARROLLE Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTHIC AR CLORTIDRATO DE ¢

n




G. ESTABILIDAD ANALITICA DE LA MUESTRA

RICARDO ZAMURA RAMIREZ

DIA 1 TEMP. AMB. REFRIGERACION | OBSCURIDAD
% DE ACTIVO % DE. ACTIVO % DE ACTIVO % DE ACTIVO
101.0875 100.8736 101.3097 101.3097
101.3042 101.0917 101.5278 101.0917
101.0875 101.0917 101.3097 101.7472
X =101.1597 X =101.0190 X=101.3824 X =101.3829
$=0.1251 $=0.1259 §=0.1259 $=0.3338

Tabla 1X. tabla de estabilidad analitica de la muestra bajo los diferentes factores,
evaluados en las primeras 24 horas.

TEMP, AMB.
% DE ACTIVO

REFRIGERACION
% DE ACTIVO

OBSCURIDAD
% DE ACTIVO

100.0875 101 8696 101.3042
101.8694 101.3042 101.5222
101.0875 101.0875 101.7391
X =101.0875 X = 100.8696 X =101.5218
$=04514 S =0.4043 $=02175

Tabla X. Tabla de estabilidad analitica de la muestra bajo diferentes factores,
evaludados en las primeras 72 horas

DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR CLORIEDRATO DE
FENILEFRINA EN SOLUCION OFFALIMCA



H. RESUMEN DE RESULTADOS

HICARTR ZAMUORA RAMIREZ,

DETERMINACION CRITERIO DE RESULTADOS
ACEPTACION
LINEALIDAD DEL B=m=1 m = (-2.365<-0.3788<
SISTEMA A=b=0 2.365)
b =0 (-2.365< 2.3382<2.365)
PRECISION DE CV.<20% CV.<20%

SISTEMA
(REPETIBILIDAD)

% TAB «<xi CAL

0.0919 < 12.83

EXACTITUD DEL

METODO AL 100 % .|

' }l=100% -
‘Ttab<T cal®

A u— 100 %
2,571 <0,1641 <257I

ESPECIFICIDAD DEI
METODO

La respuesta sera
anicamente debida a la
sustancia de interés

ACEPTADA

LINEALII A

DEL B=m=] m =1 (-2.365<0.8040<2.365)
“METODO i A=b=0 b =0 (-2.365<-0.0230<2.365)
PRECISION DEL Tabla de ANADEVA
S EMETODO I. Analista Feal< Ftab 0.1825< |61.4
(REPRODUCIBILIDAD) 1. Dia  Fcal< Ftab 0.0201< 161.4
A L. Interaccion analista-dia 4,0873<5.320
Fcal«< Ftab
_ESTABILIDAD
ANALITICA DE LA DE <10% DE <1.0%
MUESTRA

Tabla XI. Tabla que contiene un resumen de los resultados de 1a validacion analitica

DESARROLLUN Y VALIDACHON D 1N METODD ANALTTICO PARA CUANTIFICAR CLORIHIDRATS DE 34
TENILEFRINA EN SOLUCION OITALINCA :
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VHI. DISCUSION DE RESULTA DOS;

En los resultados correspondlentes 4 hneahdad dcl ‘sisteina observumos que la’-

. ahsnrbancla presemu una correlacion lineal posmva ala canhdad de mlef‘nna preseme o

en cada muestra con una pendaente cstadlsucamcnte igual a'l y una ordennda a] origen .

lgual a cero, conﬁrmamos quc t

prueba x y con unn regtén de rechazo del 0, 05% conﬂrmamos que nuestro metodo es
repetible ya quc la dlspersxon asociada a las canudades de activo valoradas fue menor al '
limite def 2.0 %, consecuentemente nuestra hlpOleSls nula es verdadera ye slstcmaresv -
preciso. 7 :

Los resultados obtenidos durante la evaluacion del pardmetro denominado precision
del método nos indican que el error constante a un porcentaje fijo es estadisticamente no
significativo (Tcal< Ttab) por lo que inferimos que la cantidad de fenilefrina recobrada
es estadisticamente igual a la cantidad adiclonada del placebo, asi mismo el método es
exaclo.

El método es especifico para el principio activo, es decir se obtiene sefial debido
inicamente al principio activo valorado sin interferencia de los demas excipientes de la
formulacion, esto lo dilucidamos por que las absorbancias para el estandar y el placcbo
cargado son 490 y 493 respectivamente y {a correspondiente al placebo es de -0.00! .

Con referencia a la precision del método (reproducibilidad) ¢! modelo estadistico
utilizado para representar una relacion lineal inicialmente hipotética entre las variables
nos demuestra que no existe significacion en nuestra variable de respuesta

(concentracion de activo) cuando ¢l método es sometido a los factores de variacion

analista y dia, e igualmente presenta insignificancia la interaccion de estos dos factores;

resumiblemente obsrvamos que el efecto que presentan el analista y/o el dia carecen de

DESARROLIO Y VALINACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR CLORHIDRATG DF. 15
FENULEFRINA EN SOLUCION OFFALIMCA
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VIHL. DISCUSION DE RESULTADOS,

En los resullados con'espondlcntes 4 hnenhdad dcl sistema  observamos que fa !

absorbancia prcsenla una correlac:on hneal posmva a 1a cantidad de Femlel’nna preseme B

en cada muestra; con una pendlente csladistlcamcnte ngual aly unn ordcnada al ongen

|gual a cero, conﬁrmamos que (enemos'una asocnaclon aceplable de las variab

0.9999). El error proporclonnl evalundo en este caso es msxgmﬁcame ypor consu,mente

podemos decir que se cumplleron con los parémetros suf' cwntes para afirmar. quc el‘

sistema es lineal.

Con respecto a la prccnslén dcl s:slema (repeublhdad) utlhzando conio estadistica de &

prueba x, ¥ con una region de rechuo del 0. 05% conﬂrmamos ue uestro metédn es",‘ ‘
repetible ya que la dispersion asociada a las cantidades’ de acuyq val adas fue mt_:nor al v
timite del 2.0 %, consecuentemente nuestra hipotesis nula es verdadera y el §i§iéma es
preciso. ' ‘ 4 :
Los resultados obtenidos durante la evaluacion del parametro denominado precision

1

del método nos indican que el error constante a un porcentaje fijo es isti no

significativo {Tcal< Ttab) por lo que inferimos que la cantidad de fenilefrina recobrada
es estadisticamente igual a la cantidad adicionada del placebo, asi mismo el método es
exacto.

El método es especifico para el principio activo, es decir se obtiene sefial debido
tnicamente al principio activo valorado sin interferencia de fos demas excipientes de la
formulacion, esto lo dilucidamos por que las absorbancias para ¢l estandar y el placebo
cargado son 490 y 493 respectivamente y {a correspondiente al placebo es de -0 001

Con referencia a la precision del método {reproducibilidad) ¢l modelo estadistico
utilizado para representar una relucion lincal inicialmente hipotética entre las variables
nos demuestra que no existe significacion en nuestra varable de respuesta
{concentracion de activo) cuando ¢! método es sometido a los factores de variacion
analista y dia, ¢ igualmente presenta insignificancia la interaccion de estos dos factores;

resumiblemente obsrvamos que el efecto que presentan ¢l analista y/o el dia carecen de

DESARROLIO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUAN (FICAR CLORHIDR ATO DF 13
FENILLFRINA EN SOLUCHIN OFTALIMCA -
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significancia en los resultados durante la valoracnon del acuvo, * consecucntemente -

nuestro error aleatorio es nulo y el método es reproduclblc

“referentemente a la estabilidad analltica de la mucstra en cadu una de lns condlcxones

evaluadas obtenemos una estabilidad de la muestra aceptable (luz. temperalura y

refrigeracion) con una variabilidad distica / nula (desviacion menor del 2 0 %)

Alrmaroenad 1

es decir que nuestra muestra podrla ser en c

q

mencionadas hasta por 72 horas sin sufnr un detenoro sxgmﬁcatlvo

DESARROLLOY VALIDACION DE LN METOIX ANALITICO PARA CUANTIFICAR CLORIIDRATE DE 6
FENILEFRINA EN SOLUCION OFTALIMCA .

a de las condiciones
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IX. CONCLUSIONES. |

Determinindose de manem emdlshca uuh uno de los poslblcs tipos de error (error

sxstcmauco y error alentorw ) y usumlendo que en dlchos upos de error Ins fuentes de

vanacién no son sngniﬁcalivns, podemos aﬁrmar que cl_método desarmllado es exacto y
no presenta varmbllxdud de resultndos (cs repctlble. reproducnble. lmeal y cspecnf co)

para. cuennt'mr Fenilefrina clorhldralo presente en - una solucuon oﬂalmlcn,

consecuent es conveniente de utilizarse como método de conirol de calidad en

pruebas de rutina.:

DESARROLLO Y VALIIACION DEUN METODO ANALITICO PARA €1y
FENILEFRINA EN SOLUHCION ODFTALINMCA

ITICAR CLORITDRATO DE 37



RICARDO ZAMORA RAMIREZ

X, BIBLIOGRAFIA -

1.1 erck Index 9a. ed. eD. Martha Windholz l‘ublishcid by Merck nﬁd Co. Iné, p.p.‘ .
175 :

2. Florey K. Ana__vtlcal profiles of drug substances, Vol 13 Academlc Prcss lnc Ncw
York 1979, p.p.115-129.

3. Goodman $., Goodman A, Las Bases Farmacologicas de Ia lerapgut
Panamencana México (1989) pags. 131,132y 176,

4, United States Phramacopeia, 21 Rev., Merck Pubhshmg. Emon Pa 1984 pp 655-
656.

5. H. Theis and Z. Oezbilici, Arch. Pharm, 2‘)5 194 196'(1962)
6. L. Chafetz and C. Gaglia, J. Pharm. SC.I 60 (2),3l4-316 (1971)
7. H. Goodman and T. Rhodes, J Pharm s<,i 3. (3), 69~79 (1968).
8. M. Tatzuwa and M. Shimoda, J.’ vAm.”’Pha;m‘ Assoc.,' 39, 50-52, (1950).

9. J. Josseline and E. Neuzil, The J. Biological Chem. 73, (2). 627-651,
(1927).

10. A. Kelly and E. Aeurbach, J Pharm. Sci.,S0,393-395,(1961).
11. G. Schill, Acta Pharm Suecia,2. 13-46, (1965).
12. M Horioka, Yakugaku Zasshi, J, Pharm. Sci.77,(2),206-209,(1957).

13, C. D"Alesio de Carnevale and J. Dobrecky, Rev. Assoc. Bioquim. Arg,
31, (167), 184-190, (1966).

14. H. Wachsmuth and L.. Van Koeckhoven, J. Pharm. Belg,17,(7-8), 227,
(1962).

5. P. Mesnard and G. Devaux, J. Bull, Soc. Pharm. Bordeaux, 104, (1),
13-20, (1965).

16. M. Pays and O. Danlos, Ann, Pharm, Fr.,285,(7-8), 533-536, (1967).

DESARROLLO ¥ VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR CLORHIDRATO DE 38
FENILEFRINA EN SULUCION OFTALIMUA



BTh TENS W ?ﬂ‘i;n

Sﬂm pr &A giwﬂ §35 RICARDO ZAMORA RAMIREZ

17, H. Wachsmuth and L. Van Koeckhoven, J.  Pharm, Belg., 18, (5-6), 280-
283, (1983)

18. C. A. Wachsmuth and L. N. Levin, J. Pharm. Sci., 50, 490-493, (1961).
19. F. Hiskey and N, Levin, J. Pharm. Sci., 50, (5), 395-396, (1961).

20. K.T. Koshy and H. Mitchner, J, Pharm, Sci.,52,(8), 802-803, (1‘963)'. 3

21, Connors, AK. A Texbook of Pharmaceutical Analisis 2da. ed. ‘Johxi-,Wil/‘éy'and v. :
Sons, New York (1980), p.p. 195-258. ' R R
22. Sonnesa A. Principios de Quimica Ed. Lmusa, México , (1980), pags 610-6I5

24, R.A. Day and A L. Underwood , Quimica Analitica gggmgglv De Prcntlce hall '
Hispanoamericana S.A. ‘México D.F. 1989.

25, Duarte J. E. and Vest D K., Validating alternate | L_qh_ommy.mg_m_ds, Pharm
Tech., may, (1979), 66-65.

26. Finkelson J.M. , Validation by FD.A. Pharm, Tach.,3, (1986). pp 7478,

'DESARROLLO ¥ VALIDACION DE UN METUIO ANALITICO PARA CUANTIFICAR CLORHIDRATO DE 39
FENILEFRINA FN SOILUCION OFTALIMCA ’



" RICARDO ZAMORA RAMIREZ
APENDICE

-LEXACTITUD

Estadigrafo de Contraste:

l 00+
T =
cal Sx / \/_

- Donde:
. X'= Media poblacional
Sx = Desviacion Esténdar
n = numero total de datos

PRECISION
Estadigrafo de Contiasxc .
n- 1)s2
ZIC(II =
Donde :

n = Numero total de datos
§ = Desviacion estandar
¥ = Variacion poblacional
Nivel de significacia = a = 0.05
Giados de Libertad = gl = n-1

DESARROLIA Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR CLORHIDRATO DE 10
FENILEFRINA EN SOLUCION OFTALIMCA
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" LINEALIDAD DL, SISTEMA Y DIt M wong

Modelo de una lincarecta: - = -

L G e Y A B

.Dd‘ndc':;"] AN
* A = Ofdénada al Origen -
B = Pendiente v

Y = Cantidad Recuperada
X = Cantidad Adicionada

ORDENADA AL ORIGEN: - -~

(N (S -(ZAE )
SR

A=

M) (X xf3r)
ASx)- (S %)}

o AZ)-(TEY
- P ome )

DESARROLLED ¥ VALIDACION DE DN METUIND ANALITICO PARA CUANTIFICAR CLORHIDRATO DE 41
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INFERENCIA PARA A,

A- Ao
_ ()
W3 (xi- X))’

n

o, - (B =AE N A

A : .
Y gY /_"__ :
: ;b A =3 /x n-2
Svy/x = Error tipico‘ k

A
S y/x = Error tipico modificado

INFERENCIA PARA I3 :

(8- Bo 8%/ J¥a=T)

S

teal =

T tablas con un nivel del significancia () de 0.05

Con grados de libertad (mg) = n-1

DESARROLLONY VAL IDACION DE N METODOANALITICU PARA CUANTIFICAR CLORITIDRATO DE 42
TENILEFRINA EN SOLUCION OFTALIMCA
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EPRODUCIBILIDAD

_ Modelo de anilisis de varianza para dos factores alcmon'os. :

Notacion: e :

Yijk = Porciento cuantificado para cl i-esimo anahstn en cl j cslmo dia de la k-esima
repeucmn

Ai = i-esimo analista.

Dj = j-esimo dia.

k = Repeticion,

ADij = Efecto debido a la interaccion anahsta dia. v
Eijk = Error experimental.

p = Media poblacional.
[ Modelo ;Y = i + Ai + Dj + ADjj + Eijk ]
TABLA DE ANADEVA
FUENTE | GRADOS SUMA DE CUADRADOS MEDIADE | FODE
DE DE

CUADRADOS ] CALCUL
ERROR ] LIBERTAD 0

Ai (a-1) Yi ¥ o] MCA
b abe act) | mCaD

o | e Try Tr s | e,
ac-  abe () MCAD

ADj | @D | Dri? Zy, Zy e ZY 2| v scan - MCAD -
T ke vac, * abe ... Ta- -y | Mo

Eijk {axele=1)

vij? L SCE
Z”/kz'zc_. {axb){c-1}

DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR HIRIHI)RATU DE 43
FENILEFRINA FN SOLUCION OFTALIMUA
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DESARROIIO Y VALIDACION BE UN METODO ANALITIC FARA CUANTIFICAR CLORIIDRATO DE 44

FENULEFRINA E

HUCHINOFTALIMCA
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