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CAPITULO I

INTRODUCCION.

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Un aspecto fundamental durante la produccidén vy el control de
los medicamentos es la utilizacion de métodos analiticos, procesos
Y sistemas validados.

La importancia actual de la validacién de métodos analiticos se
debe a la necesidad que existe de asegurar que los andlisis que se
realizen a los medicamentos durante la produccién, el control vy los
estudios de estabilidad provean resultados confiables.

Cuando se registra un medicamento con farmacos nuevos o se
realizan modificaciones a las condiciones de registro, debe
realizarse un estudio de estabilidad el cual asegqura que un
medicamento contenido en un envase de determinado material durante
el tiempo de almacenamiento y uso, mantiene las caracteristicas
fisicas, quimicas, microbiolégicas, y biolégicas dentro de 1los
limites establecidos.

Por lo tanto los métodos analiticos para evaluar los productos
farmacéuticos durante estudios de estabilidad deben ser especificos
para el principio activo en presencia de los componentes de la
formulacidén, impurezas, sustancias relacionadas provenientes de la
sintesis del faArmaco y productos de degradacién del principio
activo bajo diferentes condiciones de almacenamiento.

La finalidad de este trabajo es desarrollar y validar un método
especifico, exacto y ©precisc para cuantificar Maleato de
Trimebutina en solucién inyectable en producto en proceso, producto
terminado y durante estudios de estabilidad.

Debide a que el Maleato de Trimebutina no es una materia prima
farmacopéica, es necesario establecer un estandar de referencia con
el cual se suministren datos exactos, por 1o que se hace necesario
validar los métodos para valorarlo y proponer la monografia y de
esta manera se contard con un método que permitira caracterizar al
compuesto de infterés y asegqurar su identidad, potencia, calidad y
pureza.



1.2. OBJETIVOS GENERALES:

- Proponer 1la monografia de Maleato de Trimebutina materia
prima y establecer una Sustancia de Referencia Secundaria de
este compuesto.

- Desarrollar y validar un método analitico para el control de
producto en proceso, producto terminado v durante estudios de
estabilidad por cromatografia de liguidos de alta resolucidn
para Maleato de Trimebutina en solucién inyectable.

1.2.1. OBJETIVOS PARTICULARES:

- Validar el método potenciométrico y espectofotométrico para
valorar Maleato de Trimebutina materia prima para establecer
la Sustancia de Referencia Secundaria.

- Desarrollar la monografia de Maleato de Trimebutina, con el
propésito de contar con la metodologia gque permita
caracterizar a la materia prima y asegurar su identidad,
potencia, calidad y pureza.

- Desarrellar un método analitico para la cuantificacién de
Maleato de Trimebutina en solucién inyectable.

- Retar la especificidad del método analitico desarrollado vy
realizar los cambios necesarios a ias condiciones
cromatograficas.

- Llevar a cabo la validacién del método propuestoc evaluando:
linealidad del sistema, precisién del sistema, especificidad
del método, exactitud del método, linealidad del método,
precisién del método, estabilidad de la solucién de la
muestra ¥ tolerancia del sistema.



1.2 HIPOTESIS.

Al validar los métodos analiticos para valorar al Maleato de
Trimebutina materia prima, se podra demostrar que estos métodos
satisfacen los requisitos para ser utilizados en la valoracién
de la misma y permitirén proponer una monografia de este
compuesto. Se contard con un método que permita caracterizaria
y asegurar su identidad, potencia, calidad y pureza con el
propésito de utilizarla como Sustancia de Referencia

Secundaria.

Al validar el método analitico desarrcliado para cuantificar al
Maleato de Trimebutina en una solucidn inyectable, se podra
demostrar que éste método satisface los requisitos para ser
utilizado en la valoracidn del principio activo en producto en

proceso, producto terminade y durante estudios de estabilidad.



CAPITULO II
ANTECEDENTES.
2.1. MONOGRAFIA DEI FARMACO. (1,2,3)
NOMBRE GENERICO: MALEATO DE TRIMEBUTINA.
NOMBRES QUIMICOS:
1) 3,4,5-Trimetoxibenzdico acido 2-{dimetilamino)}-2-fenilbutil
éster maléico.
2) Monomaleato del Acido 2-dimetilamino-2-fenilbutil-3, 4, 5-
trimetoxibenzoato.
NOMBRES COMERCIALES: Cerekinon, Debridat, Digerent, Foldox,
Modulase, Modulon, Polibutin,
Spabucol, Trimedat.
COMBINADA CON OTROS FARMACOS: Debridat enzimatice, Debrum.
FORMULA CONDENSADA: C22H29NO5.CyH,0; TRIMEBUTINA MALEATO.

FORMULA DESARROLLADA:

CH-COO”

“ ~ CH, CH~-CR0H

MASA MOLECULAR: TRIMEBUTINA MALEATO: 503.5

APARIENCIA: Polvo blanco cristalino, sin olor y sabor ligeramente
amargo.

SCLUBILIDAD: Soluble en metanol, en agua, en clorcformo y en
etanol. Précticamente inscoluble en éter.

PUNTO DE FUSION (1}: 105-106 °C (recristalizado de agua}.



FARMACOLOGIA: {(4,5,6,7).

Trimebutina es un normorregulador del tono y la motilidad
gastrointestinal.

Favorecedor especifico de una adecuada recuperacién
postoperatoria del transito intestinal, Indicado particularmente en
la prevencién vy tratamiento del ileon paralitico, de la
sintomatologia en el tratamiento postoperatoric de 1la cirugia
abdominal: hipo, nauseas, vémito, distensidn, espasmo, constipacién
y dolor abdominal, disminuye la acumulacién de liquidos y gases en
el intestino evitando al méximc 1la aparicién de fendmenos
dolorosos, induce una pronta expulsién de gases.

La trimebutina en solucidén inyectable realiza sus efectos
espasmcliticos, musculotropicos gracias a que posee una estructura
gquimica andloga a la acetilcolina, por lo que tiene un efecto
regulador de la musculatura lisa y actéa por competencia de
sustrato a nivel de tracto digestivo._ Principalmente actiia aislando
fibras de las centrales nerviosas perturbadas permitiendo que la
acetilcolina y la adrenalina actilen en la periferia.

Se obtienen niveles hemiticos maximos en 1 y 2 horas. La
eliminacién es raplda, principalmente por via urinaria: 70 &
aproximadamente en 24 horas.

Posee una elevada tolerancia clinica, hematica y renal.



METODOS ANALITICOS.
a) CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (9):

Pesar 10 mg de la sustancia y disclver en 5 ml de metanol (2
mg/ml), aplicar de 2 a 3 pl de la solucién en una placa de gel de
silice de alta eficiencia F 250¢ (Merck}! 20 x 10 cm y eluir con
cualquiera de los sistemas cromatograficos siguientes:

SISTEMA MEZCLA DE ELUENTES (V/V) REf
I acetato de etilo-metanol-amoniaco 0.88
al 30 % (85:10:5)
It ciclohexano-tolueno~dimetilamina 0.54
{65:25:10)
11z acetato de etilo-cloroformo (50:50) 0.52
Iv acetona¥* 0.82

*Rociar previamente la placa con una solucién de hidréxido de
potasio metandlica 0.1 M y dejar secar.

Deteccién de la muestra:

Rociar la placa con una solucién de acido suiftrico al 10 %,
enseguida rociar el reactivo de Dragendorff y finalmente rociar cen
una solucién de iodoplatinato acidificada.

b) ANALTSIS POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION
(10} =

La cunantificacién de Maleato de Trimebutina en plasma utiliza
las siguientes condiciones:

COLUMNA: Acerc inoxidable 250 mm de largo x 4.6 mm de diimetro
interno.

EMPAQUE: PARTISIL Octadecilsilano (ODS)~2 y 10 um de tamafio
de particula.

FASE MOVIL: Metanol:Reactivo cromatografico de Par Iénico

{Pic-A) acuoso 0.005M (85:1%).

VELQOCIDAD DE FLUJO: 2.00 mL/min.

DETECTOR: UV 265 nm.

VOLUMEN DE INYECCION: 20 ul.

SUSTANCIA DE REFERENCIA INTERNA (SRI): Clorhidratc de Procaina.

SUSTANCIA DE REFERENCIA SECUNDARIA: Maleato de Trimebutina.



SINTESIS: (8)
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ESPECTRO U.V. (OBTENIDO EXPERIMENTALMENTE) .

Sample Name tMALEATD DE TRIMEBUTINA Funiction H Absqrbance
Solvent Name : HCLO.1 N Wavelength Range: 130toc 200nm
Concentration: 20.0 Integration Time: ;1 s
Units t Rg/mb Std Deviation : off
1TE nm

1.3161 $ 215 nm

onT NALEATO DE TRINEBUTING
e HATERIA PRIMA
= 0.22472
3
L)
=
(-3
o 0,577
= 267 am

+
0. 33085 \/\
0.08392 . r 3
200 250 200
YAVELENGTIH

El espectro U.V. de la muestra de Maleato de Trimebutina Materia
Prima en una concentracién de 20 pg/mL en HCL 0.1 N exhibe los
mismos maximos que una preparacidn similar de Maleato de
Trimebutina Sustancia de Referencia.

NOTA: EL ESPECTRC U.V. SE REALIZO EXPERIMENTALMENTE DADO QUE NO SE
ENCONTRO REPORTADO EN 1A EBIBLIOGRAFTA.



ESPECTRO I.R. (OBTENIDO EXPERIMENTALMENTE EN PASTILLA DE BROMURO DE
POTASIO AL 1%).

100

MALEATT DN TAIMEBUTINA #.P. ‘[

o7

T TE> '
-

e
WRE, By~
74,92 m'

XTranpmittance
B3, OB ~ T

40

| ; |

1730, 4~

et ) + " ' 4
= P8O0 @400  BUOD | 1800 1600 4400 1200 1000 800
Havenuebar {Cm~i)

El espectro IR de la muestra en una dispersién de Bromuro de
Potasio, exhibe maximos a la misma longitud de onda que una
preparacién similar de Maleato de Trimebutina Sustancia de
Referencia. Picos caracteristicos:

2500-2700 cm™ ({amina terciaria}.

1750 cm™ (C=0, éster)

700 cmt {anillo aromatico monosustituido)

758 cm* (anillo aromatico tetrasustituidoe).

NOTA: EIL ESPECTRO Y.R. SE REALIZC EXPERIMENTAILMENTE DADO QUE WO SE
ENCONTRC REPORTADO EN LA BIBLIOGRAFIA.



2.2 .CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION. (14,15,16,17,18)

La cromatografia es un método analitico mediante el cual los
componentes de una mezcla se distribuyen entre dos fases, una
mévil y la otra estacionaria. La fase mdévil puede ser un liguido ©

un gas. La fase estacionaria, contenida en un soporte
cromatogréfico, puede ser un s6lido o un liguide {incluidoc en un
sblido o en un gel}. La <clasificacién de los métodos

cromatograficos se indican en la Tabla 1.

Tabla 1. CLASIFICACION DE LOS METODOS CROMATOGRAFICOS.

TIPO DE FASE FASE TECNICA PRINCIPIO
CROMATOGRAFIA MOVIL ESTACIONARIA
GAS~LIQUIDC GAS LIQUIDO GASES PARTICION
LIQUIDO~-S0LIDC LIQUIDO SOLIDO COLUMNA ADSORCION
PAPEL EXCLUSION
CAPA FINA | INTERCAMBIO
IONICO
LIQUIDO~-LIQUIDC | LIQUIDO LIQUIDO COLUMNA REPARTO
PAPEL
CAPA FINA
GAS—-SOLIDO GAS SOLIDO GASES ADSORCION
INSTRUMENTACION.

Los componentes de un sistema para cromatografia de liquidos de
alta resolucién se muestran en la Figura 1.

COMPORENTES DE UN SISTEMR DE CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS
DE ALTA RESOLUCION (CLAR}.

cn:.‘u:u:n DETECTOR

[
T HoRig.|
i ] BOMBA  INYECTOR GUARDACOLUMNA
&
RESERVORIO
FASE MOVIL TNIDAD MECIPIEBNTE
REGISTRADORA COLECTOR

Figura 1. Esquema de los componentes de un sistema CLAR.
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1. RESERVORIC DE LA FASE MOVIL. El reservoric es el recipiente
que contiene la fase mdvil, puede emplearse como reservorio
cualquier frasco de laboratorio de buena calidad {(de vidrio o
poliners resistente), con una tapa adecuada para prevenir el
ingreso de particulas ambientales al sistema.

2, TUBERIAS. La fase mévil empleada en CLAR debe circular por
tuberias gue conectan el reservoric de disolvente con la bomba,
la bomba con el inyector, éste con el detector y eventualmente
con un colector de Iracciones o valwvula de distribucién. Estas
tuberias deberédn ser inertes de acuerdo a su ubicacidén en el
sistema cromatografico, resistentes a altas presiones v de un
didmetro adecuado.

3. UNIONES. Las uniones permiten conectar las tuberias a los
distintos componentes del sistema cromatografico.

Las uniones deben ser inertes a las fases moviles y muestras,
deben cerrar herméticamente, no deben contribuir en forma
notable al ensanchamiento de ©banda extracolumna por la
presencia de volimenes muertos.

4. BOMBA. Las bombas CLAR impulsan la fase mdévil del reservorio
del disolvente hacia el inyector, v desde alli hacia 1la
columna.

Basicamente existen dos tipos de bombas: las de pistén (bombas
reciprocantes) vy las de desplazamiente continuo {bombas
jeringa). Las primeras son las de uso mas difundido, son muy
versatiles y féciles de adaptar a la rutina del laboratorio.

Las bombas estdn construidas de materiales muy resistentes
tantoe al atagque quimico como al desgaste mecanico. Los
componentes en contacto con los disolventes son de acero
inoxidable, zafirc, rubl y teflén. En general el acero
inoxidable se utiliza como “cuerpo” de toda bomba, para la
construccién de tuberias, conectores y cabezales de los
pistones.

Habitnalmente los pistones estédn construideos de zafire y las
vdlvulas de retencién por una pequefiz esfera de rubi que se
apoya en un asiento de zafiro y una malla de acerc inoxidable
que retiene la esfera en sus movimientos.

Las bombas CLBR tienen las sigquientes caracteristicas: 1los
equipos convencionales operan con flujos entre 0.1 y 10.0
mL/min v trabajan con presiones de hasta 6000 psi. La exactitud
en la medicién del flujo puede determinarse midiendo el wolumen
de liquido entregado en un intervalo de tiempo preestablecido,

11



la exactitud del flujo incide directamente en la exactitud de
los tiempos de retencidén de las sustancias a cuantificaz. El1
ruido se refiere a las variacicnes denominadas pulsaciones que
presentan las bombas del tipo reciprocante, y que conducen a
variaciones en el caudal de disolvente entregado, en intervalos
cortos de tiempo.

5. SISTEMAS DE GRADIENTES. En CLAR se puede variar la
compesicidn de la fase mdvil. Esta variacién puede segquir un
perfil lineal, céncavo, convexo o una mezcla de estos perfiles
en un mismo cromatograma.

6, INYECTORES. E1 inyector es el dispositivo que permite
introducir la muestra en solucidén sin interrumpir el caudal de
fase mévil a través del sistema. El inyector debe ser facil de
operar, debe ser inerte al ataque quimico y capaz de soportar
altas presiones, debe ser preciso en cuanto a la cantidad de
muestra introducida en el sistema, debe inyectar la muestra en
forma de un paguete “compacto” con el propdsito de cbtener una
méxima eficiencia en la separacidn.

Los inyectores CLAR son vAlvulas gque orientan el caundal hacia
la columna, pasando ¢ no segin sea su posicidn, a través de un
serpentin en el cual se introduce la solucidén a inyectar. Las
valvulas pueden accionarse manualmente o automiticamente.

Las wvalvulas de inyeccidén de seis wvias, pueden accionarse
eléctrica o neumédticamente y se utilizan en la construccidon de
inyectores automaticos. Los invectores automdticos deben
contener, ademds de la valvula de inyeccidén y del mecanismo que
permite su llenado, un dispositivo para colocar las muestras a
inyectar, en dgeneral un carrusel que aloja viales donde se
celoca las muestras.

7. COLUMNA. La separacidén en cromatografia liquida se lleva a
cabo mnediante interacciones entre 1la muestra y la fase
estacionaria.

La fase estacicnaria puede ser un sélido poroso del tipo de los
usados en la cromatografia de adsorcidn, intercambio idnico y
exclusion.

Los métodos cromatogradficos comtnmente usados pueden dividirse
en los siguientes grupos :
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i.Intercambioc idnico: La separacidén se basa en la carga de los
grupos funcionales, intercambio anidnico para muestras con ion
negative {X7) © intercambio catidnico para muestras con ion
positive (X'}.

2.Afinidad de par idénico: La separacidn se basa en 1a
interaccién quimica especifica con las especies de interés; la
técnica mis comin es por Ffase reversa usando un amortiguador y
afiadiendo un contra-ién de carga contraria a la muestra y la
separacién es influenciada por el pH, la fuerza idnica, la
temperatura, la concentracién y el tipoc de disclvente(s)
orgénico.

3. Cromatografia de exclusidén molecular: Esta mcdalidad emplea
materiales de porosidad controlada, que funciona como un filtro
o tamiz y clasifica las moléculas de la muestra segin un orden
decreciente de tamarfio molecular.

Las moléculas gue son muy grandes para los poros del empague
poroso de la columna eluyen primero, las moléculas pequefias que
entran a los poros eluyen después, las velocidades de elucidn
del resto dependen de su tamafic relativo.

4.Cromatografia de fase normal: La cromatografia de fase
normal es una técnica cromatografica gque usa solventes
organicos para la fase moévil vy la fase estacionaria es de
caracter polar.
Agqui, los compuestos menos polares eluyen mas rapidamente que
los mas polares.

5.Cromatografia en fase reversa: En la cromatografia de fase
reversa la particula base de silica gel se modifica
quimicamente para reemplazar sus grupos funcicnales activos,
los silanoles, de caracteristicas peolares, por determinados
grupos funcionales: octadecilsilano, octasilane, fenilo, c¢iano,
amino, etc.{Figura 2).

En la ©preparacién de fases enlazadas, asi como en el
recubrimiento por fases liquidas no enlazadas, se utilizan dos
tipos de particulas soporte. En el primer tipo, las particulas
son totalmente porosas, mientras en el segundo existe un aldcleo
s6lido recubierto por una delgada capa porosa. A este Gltimo se
le denomina soporte pelicular.
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Figura 2. Svperficie de una particula tipica de fase
reversa.

PARTICULAS ESFERICAS. PARTICULAS TRREGULARES.

Figura 3. Particulas de soporte de forma regular e
irregular.

' Las particulas de soporte totalmente poroso son, en general, de
gel de silice de gran superficie, y se dispone de ellas en una
gran variedad de tamafio de particula. Los soportes peliculares
estan formados por un nicleo sdlido, generalmente bolas de
vidrio, recubiertos por una fina capa porosa, normalmente de
silice. Estos soportes peliculares son de forma mas regular,
con 1o cual las columnas puede rellernarse fécilmente con dicho
material y pueden trabajar a presiones bajas. Sin embargo se
dispone de ellos tnicamente en tamafios relativamente grandes,
por 1o tanto las columnas son tan eficaces como las de
particula pequefia, de relleno totalmente poroso, que se han
desarrollado recientemente (Figura 3}.
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El tamafio de particula es muy importante, ya gque la fase movil
¥ la muestra disuelta no se difunde con facilidad, con lo cunal
las particulas de relleno han de ser tan pequefias como sea
posible en la préctica, con el fin de aproximarse a 1la
condicién ideal, en la que la muestra se pone en contacto con
la méxima cantidad de superficie de rellenc. FExiste, sin
embargo, un limite inferior de tipo practico. Aproximadamente
por debajo de unos 3 um de didmetro, las particulas empiezan a
empaquetarse de manera tan compacta, que el liquide no puede
bombearse con facilidad a lo largo de la columna. La mayoria de
las columnas comerciales contienen rellenos con particulas cuyo
tamafio promedio es de 5-15 pm en tanto gque muchos rellenos
peliculares presentan tamafios de 37-42 un.

En fase reversa, la fase estacionaria es no polar v la fase
mévil es polar. Este cambio de polaridad de fase resulta en un
cambic en el orden de elucién de los componentes de las
muestras en estudio.

La difusién de la fase reversa se debe a un factor clave: la
silica gel es un material higroscépico. E1 agua adsorbida,
forma capas simples o miltiples alrededor de la particula vy
llega a tapar sus poros; es responsable de la pérdida de
actividad de la fase estacionaria en fase normal, o al menos,
conduce a mecanismos mixtos de retencidén; por una parte,
fentmenos de adsorcién debidos a los silancles superficiales de
la fase estacionaria y por otra parte, a mecanismos de
particién entre la fase mdvil v el agua retenida sobre la fase
estacionaria.

En este caso, el mecanismo de separacién no serd debido a un
proceso de adscrcién puro, sino una mezcla de adsorcion
particién.

8. DETECTORES. El detector ideal debe reunir ciertas
caracteristicas como son: tener amplio rango dinamice de
respuesta, poseer una respuesta lineal, no contribuir al
ensanchamiento de banda extracolumnar, responder a todos los
solutos, tener sensibilidad apropiada, no afectarse por cambios
de temperatura, poseer una buena- relaciédn sefial/ruido, no
destruir la muestra, tener una constante de tiempo baja, lo
cual indica la velocidad con que el detector responde a un
cambia instantdnec de la concentracidén del compuesto de
interés.

Los detectores pueden clasificarse en generales y selectivos.
Los detectores generales miden el cambio de algunas propiedades
fisicas de la fase mévil que contiene el compuesto de interés
en comparacién con la misma fase mdédvil pura. Los detectores de
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indice de refraccién y el de conductividad son ejemplos de
detectores g¢enerales, los detectores selectivos son aquellos
sensibles a algunas propiedades del sclutc, por ejemplo el
detector UV, que produce una sefial proporcional a la
absorbancia del soluto a una longitud de onda dada.

DETECTOR UV.

Los detectores UV poseen buena sensibilidad v rango lineal, y
permiten detectar compuestos de interés en el orden de
nanogramos. No son destructivos v pueden emplearse con
gradientes de disolventes, con la tnica limitacién de que éstos
nc absorban en la longitud de onda de trabajo. En general
permiten cambiar el volumen de su celda, tipicamente con
voluamenes de 1 a 12 pl.

Son detectores muy poco sensibles a los cambios de flujo y
tenperatura.

Les detectores de arreglo de fotodiodos proporcionan
informacién espectral.

En los dispositivos convencionales, la red de difraccidén se
ubica antes de la c¢elda, la que recibe Iluz monocromatica
seleccionada por la red. En los detectores de arreglo de
fotodicdos se emplea un sistema optice invertido: la celda se
ilumina con luz no monocromada y la luz emergente de la celda
llega a la red de difraccidén y alli es dispersada hacia el
elemento fotosensible. En lugar de una fotocélula se emplea un
conjunto de fotocélulas o fotodiodos montados en un chip de
silicio. De esta forma se consigue medir no solo la luz
transmitida a una longitud de onda, sino todo el espectro de
absorcidn.

La Figura ¢ ilustra el camino que recorre la luz por el arregleo
éptico de un detector de arreglo de fotodiodos Waters 996.
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SEGUHDC ORDENAMTENTGS DE FOIODIOHOS.

o
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Figura 4. Arreglo optico del camino que sigue la luz en
un detector de arreglo de fotodiodos.

Los componentes de un detector de arreglo de fotediodos son:

~Sistema de lentes: Enfoca la luz emitida que se origina en la
l&mpara de deuterio por la emisidon del haz de luz a la celda
de flujo.

~Beamsplitter y diodo de referencia: Un Beamsplitter refleja
parte de la 1iuz al diodo de referencia. El1 diodoc de referencia
mide la intensidad de la luz emitida por la lémpara. El
detector utiliza estas mediciones para mantener constante la
potencia de la lampara.

-Celda de Flujo: El haz de luz policromatica pasa por la celda
de flujo gque contiene al eluente y a la muestra. Este arreglo
de componentes 6pticos, con la celda de flujo que se encuentra
entre la lémpara v la red de difraccién, es comunmente llamado
*lentes invertidos”.

—Sistema de lentes: El sistema de lentes enfoca la luz de la
celda de flujo a la entrada de la porcidn espectrogréfica de
los lentes. El espejo define el haz de luz enfocado sobre el
espejo espectrogréafico.

—Apertura: El tamafioc de apertura contreola la longitud de onda,
resolucidén e intensidad de la luz proveniente de los
fotodiodos. E1 ancho de la apertura estandar es de 50 um.

~Obturador: El obturador evita que la luz alcance al arreglo
de fotodiodos excepto durante el muestrec vy la calibracién.
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-Red de difraccién: Dispersa la luz en bandas de longitud de
onda y enfoca estas bandas de longitud de onda sobre el planoc
del arreglo de fotodiodos.

-Seqgundo ordenamiento de fotodiedos: E1 filtro del segundo
ordenamiento de fotodiodos sobre el borde superior del arreglo
de diodos reduce la contribucidn a las iongitudes de onda de
ultraviocleta de altas longitudes de onda.

-Arreglo de fotodiodos: Consiste de 512 diodos arreglados
linealmente. El ancho del diodo y el espaciamiento entre los
diodos proporciona una resolucién de la longitud de onda de
1.2 nm.

El software del procesador de datos utiliza los espectros de
absorbancia UV/VISIBLE obtenidos del detector de arreglo de
fotodiodos vy los procesa para llevar a cabo la prueba de pureza
del pico v la comparacidén de espectros.

Cada pico cromatogréfico tiene un Unico espectro UV que puede
ser comparado con un estadndar de referencia para la
identificacién del pico. Ademas se puede asegurar la pureza del
pico por la comparacidédn del espectro UV a lo largo de todo el
ancho del pico.

La técnica de contraste espectral cuantifica la diferencia en
ia forma de los espectros convirtiéndolos en vectores vy
comprarandolos, determinando la significancia gque hay en la
diferencia entre dos espectros, tomando en cuenta el ruidc gdel
instrumento y la contribucién del disclvente.

9, SISTEMA DE PROCESAMIENTO DE DATCS. El resultado de un ensayo
cromatografico es la obtencidén de fracciones separadas de 1os
componentes de la muestra y la de un cromatograma, de cuya
interpretacidén puede extraerse conclusiones. Este registro y la
eventual manipulacién se obtienen a partir de la seiial
proveniente del detector por medio de un sistema de toma vy
procesanients de datos.

Ira sefial del detector es siempre analégica y puede ser
utilizada tal c¢uwal por un registrador grafico, por un
integrador, o diditalizada, para que pueda ser interpretada y
procesada por una computadora.

Como resultado del anéalisis cromatogréfico se obtienen dos
productos: un grafico, el cromatograma, que relacicna lsa
concentracidn de soluto en funcidn del tiempo (de elucidén) y un
eluido o eluate, el fluido proveniente de la columna gue al
recolectarse en forma secuencial o escalonada, contiene la fase
modvil e, idealmente, los componentes de la muestra separados.
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NOMENCLATURA Y CALCULOS.

El cromatograma comienza en el meomente en gque la solucién en
ensayo es inyectada. La Figura 5 representa un cromatograma tipico
de elucién de dos sustancias donde t; y t; son los tiempos de
retencion de las sustancias 1 y 2; h yv h/2 son especificamente la
altura total y la mitad de la altura del pico 1; Wn/2 es el ancho
del picc a la mitad de la altura y W, ¥ W. son los anchos de 1ias
bases de los picos 1 v 2 respectivamente.
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Figura 5. Cromatoggama tipico de elucién de dos sustancias.

~Volumen muerto (Vo): Es el volumen total de disolvente entre el
punto de inyeccién y el de deteccidn, exceptuando el
correspondiente a las particulas de la fase estacionaria.
Comprende al volumen que la fase mdvil puede ccupar entre las
particulas, entre las particulas y la pared de 1a columna, en el
interior de las tuberias, uniones, etc.

-Linea base: Es la porcién del cromatograma donde sélo se aprecia
la elucidn de la fase mévil, sin sefial debida al soluto.

-Tiempo de retencidn (t,): Es el tiempo medido entre la inyveccidn vy
la elucidn de la concentracién maxima del soluto enésimo (maxima
sefial} . La distancia entre este maximo de la sefial y la linea base
es la altura del pico (h,) en cuestién.
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-Tiempo muerto (to): Es el tiempo gque tarda en eluirse un compuesto
nco retenido por el sistema cromatografico.

~Tiempo de retencién relativo(t’,): Dado que el volumen
extracolumnar depende de varios factores ajenos a la separacién
misma, es frecuente expresar el tiempo de retencidén neto de un
pico determinado como la diferencia entre su tiempo de retencidn y
el tiempo muertc en lugar del tiempo de retenciédn absoluto.

t;l=tn—to

En ambhos casos, €l producte del tiempo de retencién y el fluje (F)
daran el volumen de retencién

B . -1
?n tn(min}F(mL min )

~Velocidad Lineal (u): Como la velocidad a la cual la fase mévil se
desplaza a través de la columna no es solo funcidn del flujo sino
también de la seccién interna de la misma, lz comparacidn de
métodos que emplean columnas de diferente didmetro interno hace
preferible la expresién de la velocidad lineal en lugar del flujo.
Si L es la longitud de la columna expresada en cm y t, el tiempo
muerto en segundos, la velocidad lineal en cm/segundos puede
calcularse como:

L

un = —_—

to

-Factor de capacidad (k’): Es el coclente entre el ntmero de moles
de solutc en la fase estacionaria y el ndmero de moles de soluto
en la fase mévil vy estd relacionado con el coeficiente de
distribucién entre ambas fases.

NUMERO DE MOLES DE SOLUTC EN LA FASE ESTACIONARIA
k'=

RUMERC DE MOLES DE SOLUTO EN LA FASE MOYIL
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Puede demostrarse que k’ es proporcional al tiempo de retencidn de
soluto y se calcula para el pico enésimo como:

tn - to
K'=
to
Vn"vo
K=
Yo

La medicién de k' es una operacién muy frecuente, ya que su valor
se emplea tanto para evaluar la retencidén como para ajustar la
separacién. Asi el valor de k' se regula entre 2 y 10 para mezclas
de pocos componentes, o entre 0.5 y 20 si fuera necesario en el
cromatograma para alojar un gran nimero de picos.

-Factor de selectividad: Es el cociente entre los factores de
capacidad de un par de picos. Si no existe separacién, el factor
de selectividad es igual a la unidad y su valor aumenta cuando
aumenta la separacidn.

El factor de selectividad depende de la afinidad del soluto a la
fase movil v a la columna. B

-Resolucién (R): La resolucién, se calcula para cada par de picos
adyvacente como:

Cty-ty)
R =

1/2(w2+w 1)

Donde t:; v t1 corresponden a los tiempos de retencién de los
picos 2 y 1, wz: ¥ w: a los anchos de pico medidos en su base.
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~Ancho de pico (w}:

En general el ancho de pico suele tomarse:

1) Al 60.7 % de la altura del pico (w.). En este lugar se
encuentran los puntos de inflexién vy en una distribucién
normal, la seccidn horizontal de la curva corresponde a dos
desviaciones estdndar (ver Figura 6).

2} Al 50 % de la altura del pico({wi).

3} En la base del pico (Wian} . Este valor se obtiene prolongando la
linea base por debajo del picco y midiendo el segmento de esta
linea delimitado por la extrapclacidén de las ramas ascendente y
descendente del pico (Figura 6).

Altura de
pico (%}

100.9

60.7
50.0
32.12
13.4

Figura 6. Anchos de pico empleades para el cialculo
de N.

-Plaths Tedricos (N). Para explicar el fendmeno de separacién, se
compara la cromatografia de particién liquido liquido con un
proceso de distribucidén en contracorriente, donde la extraccidn en
las dos fases se repite varias veces en forma encadenada. La
diferencia fundamental reside en que en la cromatografia, el
procesc es continue. Sin embargo, la cclumna puede dividirse en
cortes o rodajas imaginarias donde se comsigue un equilibrio
transitoric, antes de que la fase mdvil avance hacia el siguiente
segmento. Cada corte se llama plato ¥y su espesor se llama altura
equivalente del plato tedrico (H).

Para una columna de longitud L, con N platos tedricos, la altura
del plato resulta:
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El mimero de platos tedricos, puede calcularse en funcién del
ancho de pico como:

tn ‘2

N=16 {——)

w
tan

Donde t, es el tiempo de retencidn del pico enésimo v Wean SU
ancho, medido scbre la linea base y expresado en unidades de
tiempo.

La eficiencia suele medirse en varias ocasiones por ejemplo: para
comparar materiales y métodos bajo las mismas condiciones
ex¥perimentales, para optimizar un método analitice, para controlar
dque un métode continde siendo idéneo, para controlar el estado de
una columna a lo largo de su vida atil.

-Asimetria (As): La asimetria {tailing) es una de las formas mas
conmunes de alejamientc de la curva gaussiana y su medicién es
importante puesto que puede llevar, de acuerdoc a su magnitud, a
errores considerables de cuantificacién, e incluso a oscurecer
picos adyacentes. lLas formulas empleadas con mayor frecuencia son:

B
I

5% v DBS10%T a

Donde a ¥y b (Figura 7) son las medidas entre la linea que une el
méximo del pico con la linea base y los extremos anteriores y
posterior del pico, tomados al 10 % de su altura. Por otra parte
a’ y b’ son los mismos parémetros al 5 % de dicha altura.

RESPUESTA
W o~
oo eb

-
o

|
-
o

Figura 7. Representacién de un pico y las zonas de medicién
de asimetria.

23



ENSANCHAMIENTQ DE BANDA INTRACOLUMNAR.

La eficiencia de la columna se mide, por su numero de platos
tebricos (N), o bien por la altura equivalente a un plato tedrico
(H) .

La primera ecuacién de H, fue postulada por Van Deemter en
donde las contribuciones al ensanchamiento de banda dentro de una
columna cromatogridfica son:

- Difusién de Remolino: En una columna rellena con particulas
de la fase estacionaria, el soluto encontrarad diversos
caminos, los cuales serdn impulsados a recorrer por la fase
mbévil. Este fendmenc es conocide como Difusién de Remolino vy
su contribucién al ensanchamiento de banda esté dado por el
didmetro de la particula y por una constante que depende del
relieno y de la calidad de su empadquetamiento en la columna.

- Difusidén longitudinal: Si un soluto se abandona en un
liquido, sus moléculas difundirén en todas direcciones hasta
que su concentracién sea uniforme en todo el seno del
liquido.

La contribucién de este efecto al ensanchamiento es una

" funcién inversa a la velocidad lineal de la fase mévil y
directa respecto del coeficiente de difusién del soluto en el
sclvente y de la constante que evalide el espacio ocupado por
la fase mdévil y su geometria.

- Transferencia de masa fuera del equilibrio: A medida que el
solute se desplaza a través de la columna sus moléculas se
transfieren, por un procesc reversible, desde la fase mdvil
hacia la fase estacionaria y desde ésta nuevamente hacia la
fase movil.

Las moléculas de soluto se retienen en la fase estacionaria
¥ son luego devueltas a la fase mdévil en un tiempo £finito.
Las moléculas de solute préximos a la superficie seran
devueltas a la fase movil mas rapidamente que las moléculas
que difundieron profundamente, lo que dard lugar a un
ensanchamiento de la banda original.

La combinacién de los efectos antes mencionados da lugar a la
expresidén de la ecuacién de Van Deemter que relaciona estos efectos
con la velocidad lineal de flujo (u) y la altura del plato (H):

H=A+B/u+lu
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Donde la magnitud A se relaciona con la difusidén de remolino, B
con la difusién longitudinal y € con la transferencia de masa fuera
del equilibrio.

De la ecuacién de Van Deemter puede extraerse varias
conclusiones. Se deduce que H serd menor, lo gue equivale a mayor N
en las siquientes condiciones: cuantc menor sea el diametro de
particula, cuanto menor sea la viscosidad de la fase mdvil, a mayor
temperatura, cuanto mejor sea el empaquetamiento del relleno vy
cuanto menor sea el espesor de la fase estacicnaria fija al soporte
de relleno.

ENSANCHAMIENTO DE BANDA EXTRACOLUMNAR.

Varios componentes del equipo cromatogriafico son responsables
de un ensanchamiento adicional, lo que lleva & la pérdida de
eficiencia.

Los procesos de ensahchamiento de banda extracolumnar pueden
medirse en funcidén de la varianza del picoe y son producidos por
tres fuentes de dispersidn:

e El volumen de los componentes entre el inyector y la
celda, excluida la columna cromatogrdfica {las tuberias,
uniones, detector e inyector).

El volumen de inyeccidn.

La constante de tiempo del detecteor (la velocidad a la
cual éste responde a los cambios instantaneo de la
concentracién del compuesto de interés).
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2.3, CRITERIOS DE VALIDACION. (18, 24). -

METODO ANALITICO. LN

El método analitico es el camino que se debe seguir para
realizar el analisis. Este debe describir en detalle los pasos
necesarios para realizar cada prueba analitica. Estoc podria
incluir: la preparacién de la muestra y del estédndar de referencia,
la preparacién de los reactives, uso de aparatos, generacidn de
curvas de calibracién, uso de la férmula para é1 calculo, etc.

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

Los métodos deben ser disefiados y validados para su usoc. Los
métodos deben ser reproducibles cuandc son usados poxr otro
analista, sobre otro equipo equivalente, otros dias o localizacidnm.

La discusién de la validacién de los métodos esta dirigida a
tres de las categorias més comunes de métodos analiticos. La
clasificacién de los métodos analifticos se indica en la Tabla 2.

Los reguisitos para la validacidn de cada categoria se indican
en la Tabla 3.

Tabla 2. Clasificacidtn de los Métodos Analiticos.

CATEGORIA APLICACION.
I CUANTIFICACION DE COMPONENTES EN
PRODUCTOS FARMACEUTICOS TERMINADGS.
II DETERMINACICON DE IMPUREZAS O PROBUCTOS

DE DEGRADACICON EN PRODUCTC TERMINADOG,
INCLUYENDO PRUEBAS LIMITE Y ENSAYOQOS
CUANTITATIVOS.
11T DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS DE
COMPORTAMIENTO DEL PRCDUCTC (DISOLUCION'
O LIBERACION DE UN FARMACOQO).
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Tabla 3. Requisitos para la validacidn de cada categoria.

C A T E G 0 R I A

REQUISITOS I Iz ITI
CUANTITATIVO PRUEEBA LIMITE

EXACTITUD SI ST * #

PRECISION ST ST NO sT
ESPECIFICADAD 51 ST ST *

LIMITE DE

DETECCION NO NO SI *

LIMITE DE -
CUANTIFICACION NO ST NO

LINEALIDAD ST 51 NQ

INTERVALO ST 51 *

TOLERANCIA ST 51 SI S1
* Puede requerirse, dependiendo de la naturaleza de la prueba

especificamente.

Los métodos que se validaran en esta tesis correspenden a la
clasificacién I de la USP.

Las caracteristicas tipicas de validacién gue deben
considerarse para un método analitico para la cuantificacidn de
componentes en productos farmacéuticos terminados son:

EXACTITUD

La exactitud de un método anaiitico expresa la concordancia que
existe entre el wvalor gque es aceptado come un wvalor verdadero
convencional o© un valor de referencia aceptado v el wvalor
encontrado. Se expresa como el por ciento de recobro obtenido del
analisis de muestras a las Jque se les ha adicionado cantidades
conocidas de la sustancia.

La exactitud se determina cuando wmenos con seis placebos
adicionados de manera independiente con la cantidad necesaria de la
sustancia de interés para obtener la concentracién del 100 %,
ntilizando el método propuesto, haciendo el andlisis en las mismas
condiciones de operacién y por el mismo analista.
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Criterio:

El porcentaje recuperado y el coeficiente de variacidn deberan
estar de acuerde con la Tabla 4.

Tabla 4. Porcentaje de recobro y coeficiente de variacidn
para los métodos analiticos.

METODO PCRCENTAJE DE c.v.
RECOBRO
CROMATOGRAFICOS 98.0 — 102.0 % <2.0%
TITRIMETRICOS 98.0 - 102.0 % < 2.0%
ESPECTRCFOTOMETRICOS 97.0 - 103.0 % < 3.0 %
MICROBIOLOGICOS 95.0 - 105.0% < 5.0 %

PRECISION

La precisién de un método analitico expresa el grade de
concordancia {grado de dispersién) entre una serie de mediciones
obtenidas de miltiples muestras de una misma muestra homogénea bajo
las condiciones prescritas. Precisidén puede ser considerada a tres
niveles: repetibilidad, precisién intermedia y reproducibilidad.

REPETIBILIDAD

Es la precisidén de un método anadlitico expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes
realizadas bajo las mismas condiciones (analista, tiempo, aparato,

laboratorio).
La repetibilidad debe ser evaluada usando un minimo de 6

determinaciones al 100% de la concentracién probada.
Criterio:

El porcentaje recuperado y el C.V. deberdn de estar de acuerdo
con la Tabla 4.

28



PRECISION INTERMEDIA

Es la precisién de un método analitico exXpresada como la
concordancia entre determinaciones independientes realizadas bajo
condicicnes diferentes {diferentes analistas, en diferentes dias,
en el mismo y/o0 en diferentes laboratoriocs, utilizande el mismo y/o
diferentes equipos, etc.}.

La extensidén de la precisidén intermedia se establece
dependiendc de las circunstancias bajo las cuales el procedimiento
se intenta usar. El analista debe establecer los efectos de
variaciones tipicas a ser estudiadas, incluyvendo dias, analisis,
eguipos, etc. No es necesario estudiar estos efectos
individualmente se puede utilizar un disefio experimental (matriz).

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

Criterio:

El coeficiente de wvariacién global para los dos analistas en los
2 dias debe cumplir con el criterio de la Tabla 5.

Tabla 5. Coeficiente de Variacién para los Métodos Analiticos.

METODO C.V.
CROMATOGRAFICOS £2.0%
ESPECTROFOTOMETRICOS < 3.0 %
MICROBIQOLOGICOS < 5.0 %
REPRODUCIBILIDAD
Expresa la precisidn entre laboratorios (estudios

colaboratorio, aplicade wusualmente para estandarizacidon de la
metodologia).
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ESPECIFICIDAD

Especificidad es la capacidad de evaluar Iinequivocamente el
compuesto de interés en presencia de componentes gque podrian
esperarse que estuvieran presentes. Tipicamente este puede incluir
impurezas, productos de degradacién, excipientes, etc.

Si los productos de degradacién no estan disponibles, la
especificidad puede demostrarse por comparacidén de los resultados
de muestras que contienen productos de degradacidn.

Las pruebas de pureza de picos son Gtiles para demostrar que el
pico cromatografico del compuesto de interés no es atribuible a mas
de un componente (por ejemplo arregle de diodos, espectroscopia de
masas) .

Con el método propuesto:

1. Bnalizar placebos del producto.

2. Identificar lals) respuesta(s) del{les} activoi{s}), vy si
procede, de los excipientes y/o de otras sustancias
presentes.

Criterio:

Confirmar que el método desarrecllado es capaz de cuantificar la
sustancia de interés sin que exista interferencia de otras
sustancias presentes.

LINEALIDAD.

La linealidad de un sistema o un método analitico es su
habilidad para asequrar que los resultados analiticos, los cuales
pueden ser obtenidos directamente o por medio de una transformacidn
matemaética bien definida, son proporcionales a la concentracién de
ia sustancia dentro de un intervalo determinado.

LINEALIDAD DEL SISTEMA.

Se determina, construyendo una curva de calibracidn
(concentracién vs respuesta medida) utilizando cuando menos 5
diluciones preparadazs a partir de una misma solucién patrén vy
haciendo analisis cuando menos por duplicado para cada dilucién.

El intervalo entre las concentraciones a analizar dependera del
propdsito del método; para control de calidad y/o de aseguramiento
de la estabilidad de un farmaco en una forma farmacéutica, debera
estar incluida la concentracidén seleccionada comc 100 %.
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Criterio:
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PRECISION DEL SISTEMA.

Se determina por el anédlisis sextuplicado de una misma
solucién estandar correspondiente al 100 % establecido en 1la
linealidad del sistema.

Criterio:
C.V.:; < 1.5%

LINEALIDAD DEL METODQ.

La linealidad 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 1los placebos cargados deben ser las
adecuadas ©para due, utilizande el método  propuesto, las
concentraciones de las soluciones finales a analizar estén dentro
del intervalo de 1la linealidad del sistema, incluyendo siempre la
correspondiente al 100 %.

Criterio:

Se lleva cabe un analisis de regresidén lineal por minimos
cuadrados, tomando como variable independiente (X) a la cantidad
adicionada v como variable dependiente (Y} a la cantidad recuperada
¥ los criterios son los siguientes:

Coeficiente de determinacidn mayor a 0.98, la pendiente no debe
ser significativamente diferente a uno y la ordenada al origen no
debe ser significativamente diferente a cero.

El promedic del porcentaje cuantificado y los coeficientes de
variacién a cada nivel y los globales en todo el intervale de la
linealidad deben de estar de acuerdo a la Tabla 4.
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INTERVALO.

El intervalc de un métcodo analitico estd definido por las
concentracicnes comprendidas entre los niveles de concentracidn
superior e inferior de la sustancia {incluyendo estos niveles), en
el cual se ha demostrado que el método es preciso, exacto y lineal.

Para los ensayos de principio activoe o producto terminado el
rango es de 80-120 % de la concentracién probada. Para uniformidad
de contenido se debe cubrir un wminimo del 70-130 % de la
concentracidon probada a menos que se tenga un rango mas amplio,
dependiendo de la naturaleza de la forma de dosificacién.

TOLERANCIA.

Es la medicidén de la capacidad del método de permanecer sin ser
afectado por pequerias, pero deliberadas variaciones en parametros
del mismo y properciona informacidén de esta confiabilidad durante
el uso normal.

La evaluacidén de la tolerancia debe considerarse durante la fase
de desarrollc y depende del tipo de procedimiento bajo estudio.

81 las mediciones son susceptibles a variaciones en condiciones
analiticas, 1las condicicnes analiticas deben ser controladas
adecuadamente © las precauciones deben estar incluidas en el
procedimiento. Una consecuencia de la evaluacién de la tolerancia
debe ser una serie de parémetros confiables (por ejemplo prueba de
resolucidn) gue se establecen para asegurar gque la validez del
método analitico se mantiene cuando se usa.

En caso de CLAR las variaciones tipicas son:

-Diferentes columnas (diferentes lotes y/o proveedores).
-Temperatura.

-Velocidad de flujo.

Criterio:

La diferencia del promedic del porcentaje cuantificade obtenido
de las tres muestras analizadas con cada una de las condiciones,
respecto al promedio del porcentaje cuantificado de 1las tres
muestras analizadas con las condiciones originales mno debe ser
mayor al 2.0 %.

Los productos de degradacidn nc deberdn presentar respuesta en
el drea cromatografica del Maleato de Trimebutina.
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA.

Se debe evaluar la estabilidad de la solucién de ia muestra
después de su preparacidén de acuerdo al método probado va que
muchos laboratorios wutilizan automuestreadores con corridas por
toda la noche y la muestra podria estar en soluciédn por horas en el
laboratorio antes de que la prueba se complete.

Esto es importante para los farmacos que pueden experimentar
degradacidén por hidrélisis, fotolisis o adhesién al vidrio,

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

Almacenar las muestras analizadas bajo distintas condiciones
(por ejemplo: temperatura ambiente, refrigeracidén, protegidas de la
luz, etc.}, durante un tiempe preestablecido por el analista
dependiendo de las propiedades fisicoguimicas de 1la sustancia.
Reanalizarlas bajo las mismas condiciones de operacién, utilizando
una solucién de referencia recientemente preparada, para cada
tiempo, de acuerdo a lo establecido en el método analitico.

La determinacién debe ser efectuada por un mismo analista.

Critexio:

La muestra es estable si el Intervalo de Confianza al 385 % para
la diferencia de la media de las muestra con respecto a la media
del analisis inicial incluye el valor de cero y/o la magnitud del
efecto no exceda los siguientes porcentajes:

ME TODQO PORCENTAJE
CROMATOGRAFICOS + 2
TITRIMETRICOS + 2
ESPECTROFOTOMETRICOS + 3
MICROBIOLOGICOS +* 5
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ADECUACION DEL SISTEMA.

Es una parte integral del método analitice. La prueba se basa
en el concepto de gque el equipo, la parte electrdnica, las
operaciones analiticas y las muestras por analizar constituyen un
sistema integral que puede ser evaluado como tal. En la adecuacidn
del sistema los parametros que deben establecerse para un
procedimiento particular dependen del tipo de métode por validar.

La sensibilidad o precisidn es medida por cince inyecciones de
una muestra homogénea (18) e indica el desempefio del instrumento
CLAR bajo las condiciones cromdiograficas y el dia probado. 1La
informacién es dada como parte de los datos de validacidén y como
adecuacidn del sistema.

La especificacién es: el coeficiente de variacidn debe ser <
2.0 %.

Esto asume gue el cromatdégrafo no funcionard mal después de la
prueba de adecuacidén del sistema.

Se debe tener en mente gue la adecuacién del sistema no
considera las variacicnes debidas a la manufactura del producto
farmacéutico y la preparacidédn de la muestra.
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CAPITULO III

PARTE EXPERIMENTAL.

3.1. EQUIPOS, MATERIAL, REACTIVOS, SUSTANCIA DE REFERENCIA, MATERIA

PRIMA Y FORMULACICNES.

EQUIPOS.

NOMERE MARCA MODELOS

AUTOMUESTREADOR WATERS 717 Y 717 Plus

BOMBA PARA HPLC WATERS 515, 510 Y 60F

DETECTOR ARREGLO DIODOS WATERS 996

DETECTOR DE ABSOREANCIA DUAL WATERS 2487

DETECTOR DE ABSORBANCIA WATERS 440 Y 486

INTEGRADOR WATERS 745

SISTEMA CONTROLADOR WATERS 600 Y 600E

PROGRAMA DE PROCESAMIENTO DE DATOS MILLENIUOM = |~——————o
VERSION 2.15.01

COLUMNA CROMATOGRAFICA ULTRASPHERE BECKMAN = |[—meem—e

ODS DE 4.6 mm D.I * 250 mm DE

LONGUITUD.

COLUMNA CROMATOGRAFICA ULTRASPHERE BECKMAN = [———————

ODS DE dp 5 p de 4.6 mm D.I * 250 mm

DE LONGITUD.

COLUMNA CROMATOGRAFICA LBONDAPACK BECKMAN = |-—————m-

ODS DE dp 5 un de 3.9 mm D.I * 300 mm

COLUMNA CROMATOGRAFICA MBONDAPECK BECKMAN @ |———————-

ODS DE dp 5 p de 3.9 mm D.I * 150 mm

COLUMNA CROMATOGRAFICA SPHERISORB BECKMAN = {—————mm

ODS dp 5 pm de 4.6 *150 mm

COLUMNA CROMATOGRAFICA SYMETRYSHIELD |BECKEMAN @ [————eex

ODS dp 5 pm de 3.9 * 150 mm RP .4

BALANZA ANATITICA. METTLER. AE260

HORNC DE VACIO. PRECISION 19

HORNO FISHER 838F
SCIENTIFTC

REFRIGERADOR NIETO REB300

PIPETA AUTOMATICA. EPPENDORF [ —-—=—————

CAMARA DE LUZ ULTRAVIOLETA. | ——————mm—os |e=———eet

TITULADOR AUTOMATICO. METTLER. = |--—————-

ELECTRODO DE VIDRIO COMBINADO. BECKMAN @ |—————

ESPECTROFQTOMETRO. HEWLETT PACKARD |8452A

BANO DE ULTRASONIDO COLE-PALMER 8851
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MATERIAL.

Equipo de filtracion Millipore.

¢ Membranas de filtracidn Millipore tipo HVLP de 0.45 pm de tamafio
de poro.

¢ Micropipeta Eppendorf Repeater Pipette 4780.
Matraces volumétricos de 1000 mL, 100 mL, 50 mL, 25 mL v 10 mL

® Vasos de 10C mL -

REACTIV(OS, SUSTANCIA DE REFERENCIA, MATERIA PRIMA.Y FORMULACIONES.
REACTIVO GRADO MARCA, LOTE
Acetonitrilo HPLC Caledon 289892
Acido Clorhidrico RA J.T.Baker 108456
Hidrdoxideo de sodio RA J.T.Baker M29C65
Perbéxido de Hidrdgeno al 30 % RA Merck K24864410820
Fosfato de potasio moncbasico RA J.T.Baker L03466
Acido Ortofosforico RA Merck K23841773715
Agua HPLC | === | —mmmm e
Acido Acetico Glacial RA J.T. BAKEFR K01480
Acido Perclérico 0.1 N 3V J.T. BAKER M46C00
Biftalato de Potasio R3, J.T. BAKER D18084
Etanol RA J.T. BAKER T019KTCV

e SUSTANCIA DE REFERENCIA: SUSTANCIA DE REFERENCIA SECUNDARIA DE
MALEATO DE TRIMEBUTINA.

s MATERTA PRIMA : MALEATQ DE TRIMEBUTINA LOTE:

¢ FORMULACIONES:

€2878 A-2-1

FORMULACION PLACERO: VEHICULO DE SOLUCION DE MALEATO DE
TRIMEBUTINA. LOTE: D990088.

FORMULACION: SQLUCION INYECTABLE DE MALEATO DE TRIMEBUTINA.

LOTE: 144
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3.2. ESTABLECIMIENTO DE LA SUSTANCIA DE REFERENCIA SECUNDARIA
DE MALEATO DE TRIMEBUTINA A PARTIR DE UNA MATERIA PRIMA.

3.2.1. VALIDACION DEL METODO POTENCIOMETRICC PARA
VALORAR MALEATO DE TRIMERUTINA MATERIA PRIMA.

El método analitico potenciométrico para valorar Maleato de
Trimebutina Materia Prima es un método no farmacopéico por lo que
fué necesario validarlo, c¢on el propésito de contar con una
Sustancia de Referencia Secundaria plenamente identificada y de
pureza conocida.

El fundamentc del método potencidmetrico se basa en una reaccién
de neutralizacién Acido-base en un medio no acuocso, empleando como
disolvente &cide acético g¢lacial ¥y como solucidén wvalorante a la
solucidn valorada (S.V.) de Acido perclérico 0.1 N.

La cuantificacidén se obtuvd por medio de la deteccidén del punto
de equivalencia potenciométricamente ocupande un titulador
automatico. Con los resultados obtenidos se calculd la primera y
segunda derivada.

En las Figuras 8 y 9 se ejemplifican los métodos que se
utilizaron para determinar el punto de equivalenciz de las
valoraciones potenciométricas.

MALEATO DE TRIMEBUTINA MATERIA PRIMA.
2500

<' L J

g 2000

% 1500

a

< 1000

g 500 - N

&
04 ————
2 3 4 5 6 7 8

VOLUMEN PROMEDIO (mL)

L

Figura 8. Curva de la Primera Derivada de una titulacién
potenciométrica de Maleato de Trimebutina
valorada con S.V. de &cido perclérico 0.1 N.
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MALEATO DE TRIMEBUTINA MATERIA PRIMA.

40000
30000
20000
10000 4
o
-10000
-20000
-309C0 4
-40000

SEGUNDA DERIVADA.

VOLUMEN PROMEDIO {(mL}

Figura 9. Curva de la Segunda Derivada de una titulacién
potenciométrica de Maleato de Trimebutina
valorada con S5.V. de acido perclérico 0.1 N.

En la validacion del método analitico se evalud lo siguiente:
linealidad, exactitud del metodo, repetibilidad, precisidn
intermedia, intervalo y estabilidad de la muestra.

3.2.1.1. LINEALIDAD.

La linealidad se evalud a través del analisis de muestras
independientes de Maleato de Trimebutina Materia Prima a los
niveles del 86 %, 90 %, 16C %, 110 % y 120 % de la cantidad
tedrica. En la técnica se manejd 0.25 g como el 100 % de Maleato de
Trimebutina. Se evaluaron 3 réplicas para cada nivel.

Con los datos obtenidos se llevd a cabo un analisis de
regresién lineal per minimos cuadrados, tomando comoe variable
independiente (X} a los g adicionados y como wvariable dependiente
{¥Y} a los g cuantificados y se calculd lo sigulente: oxdenada al
origen, pendiente, el coeficiente de correlacidn, el coeficiente de
determinacidén y su respectiva gréfica.

Ademas se determindé numerc de datos, promedio, desviacién
estandar v el coeficiente de variacidén de todas las concentraciones
probadas, asi como al porcentaje cuantificado para el total de las
muestras v para cada nivel; con estos resultados se determind el
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promedio, desviacidn estandar, cceficiente de variacién e intervalc
de confianza al 95 %.

3.2.1.2, EXACTITUD DEL METODO.

Se prepararon 6 muestras de Materia Prima a una cantidag igual
al 100 % de Maleato de Trimebutina (0.25 g), provenientes de
pesadas independientes.

Se calculé el porcentazje cuantificado de las seis muestras
analizadas, se obtuvo el nifmerc de datos, promedio, desviacién
estandar, coeficiente de variacién y el intervalo de confianza al
95% del porcentaje cuantificado.

Comc el método potenciométrico es wun método abscluto, es
necesaric realizar la comparacidén de este métode con el método
espectrofotométrico, el cual es wun método no absoluto; esta
comparacidn se realiza para asegurar que los g adicionados
corresponde a los g cuantificados en el método potenciométrico, por
lo que en la exactitud del método se hace la comparacién de los dos
métodos, quedando como un requisito para cumplir con la exactitud
en ambos métodos.

3.2.1.3. PRECISION.
3.2.1.3.1.REPETIBILIDAD.

Se evalud por medio del coeficiente de variacién del porcentaje
cuantificado de las muestras de exactitud .

3.2.1.3.2.PRECISION INTERMEDIA.

Se evalud a través del andlisis por triplicado de una muestra
homcgénea de materia prima, por dos analistas en dos dias
diferentes. Con. el ©porcentaje cuantificade de Maleatoc de
Trimebutina en las muestras, se obtuvo el coeficiente de variacién
giobal y el intervalo de confianza al 95%, v se realizd un analisis
de varianza utilizando un disefio anidado.

3.2.1.4. INTERVALD.

El intervalo se evalilta c¢on los resultados de exactitud,
linealidad y precisién. -
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3.2.1.5. ROBUSTEZ.
3.2.1.5.1.ESTABILIDAD DE LA MUESTRA,

Se evaiud la estabilidad de las muestras a través del analisis
de muestras independientes de Maleato de Trimebutina, las cuales se
prepararon por triplicado y estas muestras se almacenaron en las
siguientes condiciones:

a) Ciclos normales de luz vy obscuridad a temperatura ambiente
b) Obscuridad a temperatura ambiente
c) Refrigeracién

Las muestras se analizaron a las G, 24 y 48 horas de haber sido
preparadas.

Se determind el porcentaje cuantificade de Maleato de
Trimebutina de las muestras almacenadas a las diferentes
condiciones. Se obtuvce el promedic del porcentaje cuantificado de
las tres muestras a tiempo cerc y se compard con el promedio del
porcentaje cuantificado de las tres muestras almacenadas a las
diferentes condiciones.
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3.2.2. VALIDACION DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA VALORAR
MALEATO DE TRIMEERUTINA MATERIA PRIMA,

El método analiticc espectrofotométrico para valorar Maleato de
Trimebutina Materia Prima es un métocdo no farmacopéico per lo que
fué necesario validarlo, con el propésito de contar con un patrén
de referencia secundaric plenamente identificado v de pureza
conocida.

El método espectrofotométrico se basa en la cuantificacién de la
absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 270 nm,
empleando como disolvente etancl.

La cuantificacidén se realizd al comparar la absorbancia de las
muestras a la longitud de onda antes mencicnada, con la absorbancia
de una sustancia de referencia secundaria a la misma concentracidn
de las muestras.

En la validacidon del método analitico se evalud lo siguiente:
linealidad del sistema, precisién del sistema, exactitud del
método, repetibilidad, precisidén intermedia, intervalo v
estabilidad de la muestra.

3.2.2.1. LINEALIDAD DEL SISTEMA.

La linealidad se evalud al determinar la relacidén que existe
entre la concentracién v la respuesta en una curva constituida por
cinco niveles de concentracidén, con tres replicas para cada nivel,
provenientes de pesadas independientes en el intervalo de 16.0
ng/mL a 24.0 pg/ml de Maleato de Trimebutina.

Con los datos obtenidos se 1llevé a cabe un analisis de
regresién lineal por minimos cuadrados, tomando como varizble
independiente (X) a la concentraciém y como variable dependiente
(Y} a la abscrbancia y se calculé: la ordenada al origen, la
pendiente, el coeficiente de correlacidn, el coeficiente de
determinacién y su respectiva grafica.

Se obtuvo el nimero de datos, el promedio, la desviacién
estandar vy el coeficiente de wvariacién del factor respuesta
(respuesta/concentracidén) de todas las concentraciones probadas.

Con los datos cbtenidos se realizd otro analisis de regresidn
lineal por minimos cuadrados, tomando como variable independiente
(X) a los mg adicionados y como wvariable dependiente (Y} a los mg
cuantificados, y se calculdé: la ordenada al origen, la pendiente,
el coeficiente de correlacidn, el coeficiente de determinacidn y su
respectiva grafica.
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Ademés se determindé nimero de datos, promedio, desviacidn
estandar v el coeficiente de variacidén de todas las concentraciones
probadas. Se calculd el porcentaje cuantificado para el total de
las muestras y para cada nivel y se determind el promedio,
desviacién esténdar, coeficiente de variacién e intervalo de
confianza al 95 %.

El segundo analisis de regresién lineal tomando comec variable
independiente (X) a los mg adicionados y como variable dependiente
{(Y) a los mg cuantificados se realizd con el propdsito de evaluar
1a linealidad del método y demostrar que la cuantificacién se puede
realizar de manera puntual y gue no es necesario realizarla por
medic de una curva de calibracién.

3.2.2.2. PRECISION DEL SISTEMA,

La precision del sistema se evalué al leer seis veces una
solucidén de Maleato de Trimebutina al 100 % de la concentracidn
tedrica (20.0 pg/mkb).

Con las absorbancia de las ¢ lecturas de la solucidén, se obtuvo
el nimerc de datos, promedio, desviacidén estandar y coeficiente de
variacién.

3.2.2.3. EXACTITUD DEL METODO.

Se prepararon 6 nmuestras de Materia Prima a una concentracién
igual al 100 % de Maleato de Trimebutina {20.0 pg/ml), provenientes
de pesadas independientes.

Se c¢alculd el porcentaje cuantificado de las seis muesiras
analizadas, se obtuve el nimerc de datos, promedio, desviacién
estandar, coeficiente de variacién y el intervalc de confianza al
95% del porcentaje cuantificado.

Por otra parte se compard el percentaje cuantificado por el
método espectrofotométrico con el porcentaje cuantificado por el
método potencidmetrico.

3.2.2.4. PRECISION.
3.2.2.4.1.REPETIBILIDAD.

Se evalud por medio del coeficiente de variacidn del porcentaje
cuantificado de las muestras de exactitud.
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3.2.2.4.2.PRECISION INTERMEDIA,

Se evalud a través del analisis por triplicado de una muestra
homogénea de la materia prima, por dos analistas en dos dias
diferentes. Con el ©porcentaje cuantificado de Maleato de
Trimebutina en las mmestras, se obtuvo el coeficiente de variaciodn
global y el intervalo de confianza al 95%.

3.2.2.5, INTERVALO.

El intervale se evalla con 1los resultados de exactitud,
linealidad y precisiédn.

3.2.2.6. ROBUSTEZ.
3.2.2.6.1.ESTABILIDAD DE LA MUESTRA.

Se determiné analizando tres muestras a la misma concentracién
inmediatamente después de su preparacion y velviéndolas a analizar
a las 24 y 48 horas almacenadas en las siguientes condiciones :

a) Ciclos normales de luz y obscuridad a temperatura ambiente
b} Obscuridad a temperatura ambiente
c} Refrigeracidén

Las muestras se analizaron utilizando una Solucidén de Referencia
recién preparada en cada tiempo de analisis.

Se determind el porcentaje cuantificado de Maleato de
Trimebutina de las nmuestras almacenadas a las diferentes
condiciones. Se obtuve el promedio del porcentalje cuantificade de
las tres muestras a tiempo cero y se compard con el promedic del
porcentaje cuantificadoe de las tres muestras almacenadas a las
diferentes condiciones.
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3.3. DESARROLLO DEL METODO POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS
DE ALTA RESOLUCION.

Se desarrolld un método analitico con el cual se pudiese
analizar al Maleato de Trimebutina en solucidn inyectable como
producto en procesc, producto terminado Yy durante estudios de
estabilidad.

Se decidid desarrollar un método por Cromatografia de Liquidos
de Alta Resoclucién vya que presenta la ventaja de gque se trata de
un método sensible, asi como al contar con un detector de arreglo
de fotodiedos, es posible determinar si el método es selectivo para
el compuesto de interés en presenciaz de los excipientes vy de los
productos de degradacidn, con certeza ¥ rapidez.

Se decidié utilizar la cromatografia en fase reversa ya que
presenta las siguientes ventajas: el compeonente predominante de la
fase mdvil es aqua, el modificador organico de la fase mévil es el
metancl, el orden de elucién es predecible {en funcién de 1la
hidrofobicidad del compuesto de interés). Se necesita poco tiempo
para el equilibrio del sistema luego de un cambio de Ffase movil.

Al inicié del desarrollo se probé un sistema cromatografico
reportado previamente (33):

FASE MOVIL: Solucién reguladora de fosfatos 0.025 M: metanol
(16:84) pH= 7.0

COLUMNA: upBondapack C:p de 3.9 * 300 mm

DETECTQOR:UV,

LONGITUD DE ONDA: 254 nm,

FLUJO: 1.5 mL/min.

VOLUMEN DE INYECCION: 20 uL

El cromatograma obtenido se muestra en la Figura 10.

Con el propésito de mejorar la eficiencia es decir obtener
picos mas angostos y un mejor tiempo de retencién del compuesto de
interés, con las condiciones cromatograficas antes mencionadas se
probaron diferentes columnas, con las siguientes condiciones
cromatograficas:

FASE MOVIL: Solucién reguladora de fosfatos 0.025 M : metanol
(16:84) pH= 7.0

DETECTCOR:UV.

LONGITUD DE ONDA: 254 nm.

FLUJO: 1.5 mL/min.

VOLUMEN DE INYECCION: 20 uL
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Las columnas probadas fueron:

-Columna

~Coliumna
{(Figura

-Columna
(Figura

-Columna

-Columna

ULTRASPHERE dp 5 pm de 4.6 mm * 250 mm Cis. {Figura 11}

RBONDAPACK (i3 dp 10 pm de 3.9 * 300 mm Cis.
12)

PBONDAPACK Cis dp 10 pm de 3.2 * 150 mm Cis.
13}

SPHERISORB dp 5 pm de 4.6 *150 mm C:g (Figura 14}

SYMETRYSHIELD dp 5 pm 3.9 * 150 mm RP ;5 (Figura 15)
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MALEATO PI TRINEBUTINA

Figura 10. Cromatograma de
Maleato de Trimebutina obtenido

con las siguientes condicicones
cromatograficas:

FASE MGVIL: Solucién reguladora
de fosfatos 0,025 M: metanol
(16:84)

pHE= 7.0

COLUMNA: pBondapack C;s dp 10 um
de 3.9 * 300 mm
DETECTOR:UV.
LONGITUD DE ONDA:
FLUJO: 1.5 mL/min,
VOLUMEN DE INYECCION: 20 ulL

254 nm.
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Figura 11, Cromatograma de
Maleato de Trimebutina obtenido
con las siguientes condiciones
cromatograficas:
FASE MOVIL: Solucién reguladora
de fosfatos 0.025 M: netanol
(16:84)
pH= 7.0
COLUMNA: Columna ULTRASPHERE dp 5
pm de 4.6 mm * 250 rm Cie
DETECTOR:UV.
LONGITUD DE ONDA: 254 nm.
FLUJO: 1.5 mL/min.

VOLUMEN DE INYECCION: 20 uL
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Figura 12. Cromatograma de
Maleato de Trimebutina obtenido
con Jlas siguientes condiciones
cromatograficas:

FASE MOVIL: Solucién reguladora
de fosfatos 0.025 M: metanol
{16:84)

pH= 7.0

COLUMNA: pBondapack Ci;z dp 10 um
de 3.9 * 300 mm

DETECTOR:UV.

LONGITUD DE ONDA: 254 nm.
FLUJO: 1.5 mL/min.

VOLUMEN DE INYECCION: 20 pL
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Figura i3. Cromatograma de
Maleato de Trimebutina cobtenido
con las siguientes condiciones
cromatogréficas:
FASE MOVIL: Solucidén reguladora
de fosfatos 0.025 M: metanol
(16:84)
pH= 7.0

COLUMNA: pBondapack Cis dp 10 um
de 3.9 * 150 mm
DETECTOR:UV.
LONGITUD DE ONDA:
FLUJO: 1.5 mL/min.
VOLUMEN D% INYECCION: 20 pl

254 nm,



MALEATO DE TRIMEBUTINA

Figura 14, Cromatograma de
Maleatc de Trimebutina obtenido
con las siguientes condiciones
cromatograficas:

FASE MOVIL: Solucién reguladora
de fosfatos 0.025 M: netanol
(16:84)+

pH= 7.0

COLUMNA: SPHERISCRB dp 5 pm de
4.6 *150 mm Cis

DETECTOR:UV.

LONGITUD DE ONDA: 254 nm.

FLUJO: 1.5 mL/min.

VOLUMEN DE INYECCION: 20 ul

* preparacién reciente.
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Figura 15. Cromatograma de
Maleato de Trimebutina obtenido
con las siguientes condiciones
cromatograficas:

FASE MOVIL: Solucién reguladora
de fosfatos 0.025 M: metanol
(16:84)

pH= 7.0 .
COLUMNA: SYMETRYSHIELD dp S5 um

3.9 * 150 mm RP ig
DETECTOR: UV.

LONGITUD DE ONDA: 254 nm.
FLUJO: 1.5 mL/min.

VOLUMEN DE INYECCION: 20 uL



Al comparar los resultados obtenides con cada columna se
observa que las columnas de menor longitud presentan un tiempc de
retencidén pequefio para el compuesto de interés dado que su
eficiencia es menor.

Con la columna pBONDAPACK C:s DE 3.9 * 150 mm, por ejemplo se
observa un tiempo de retencidén muy corto v se explica por el hecho
de su longitud; esta columna también presenta un tamafio de
particula de 10 pm y son particulas irregulares, de tal manera que
no se tiene una buena eficiencia para el compuesto de
interés (Figura 13).

Algo semejante se puede apreciar con las siguientes columnas:
pBONDAPACK Cis DE 3.9 * 300 mm (Figura 12), SPHERISORB dp 5 pum de
4.6 *150 mn Cip {(Figura 14), SYMETRYSHIELD dp 5 pm 3.9 * 150 mm RP 4
(Figura 15), en donde se observa que cuando se trabaja con una
columna con particulas regulares y cuando se tiene una longitud
mayor en la columna, los tiempos de retencidn para el compuesto de
interés se mejoran, ya que la eficiencia de la columna es mayor.

Se concluyd que la columna ULTRASPHERE dp S pm de 4.6 mm * 250
mm, cuyos resultados se ilustran en la Figura 11, presenta ventajas
en la separacidén con respecto a las otras columnas probadas, ya gue
tiene un tamafio de particula pequeiic (5 pm), las particulas son de
forma regular por lo que la eficiencia que se obtiene es mayor.

Una vez que se seleccicnd el sistema cromatografico, se
probaron diferentes sustancias con el propdésito de encontrar un
estandar interno, el cnal se buscd en funcidén de los siguientes
criterios: 1) Sustancias similares en estructura al compuesto de
interés, 2} Sustancias que presenten un comportamiento
cromatogridfico similar al del Maleato de Trimebutina.

Se probaron diferentes compuestos para ser utilizados como
estandar interno, dentro de los cuales se eligidé al Clorhidrato de
Ciproheptadina cuya estructura se muestra en la Figura 16, gque con
el sistema cromatogrifico probado presenta un tiempo de retencidn
de aproximadamente de 10 minutos (Figura 17), presentéandose una
buena resolucién con el compuesto de interés, y dque absorbe
significativamente a 254 nm,
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Figura 16. Estructura de Clorhidrato de Ciproheptadina.
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CLORHIDRATC DE CIPROHEPTADINA

Figura 17. Cromatograma de Maleato de Trimebutina y de
Clorhidrate de Ciproheptadina probado como estandar
interno, obtenido con las siguientes condiciones
cromatograficas:

FASE MOVIL: Solucién reguladora de fosfatos 0.025 M:
metanol (16:84)

pH= 7.0

COLUMNA: Columna ULTRASPHERE dp 5 um de 4.6 mm * 250
mm Cig

DETECTOR:UV.

LONGITUD DE ONDA: 254 nm.

FLUJO: 1.5 mL/min.

VOLUMEN DE INYECCION: 20 nlL
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Se decidid gue el Clorhidrato de Ciproheptadina seria una buena
eleccidén, dadc que éste presenta un tiempo de retencién mayor gue
el del compuesto de interés, ademés se esperaba que los productos
de degradacién de Maleato de Trimebutina presentaran tiempes de
retencidn menores a éste ya (ue se esperaria que estos fueran mas
polares que el Maleatoc de Trimebutina, lo cual aseguraria de alguna
manera que el estandar internc no interferiria con los produactos de
degradacidn.

Dado que el pico de Cleorhidrato de Ciproheptadina obtenidc no
era muy simétrico, se probaron diferentes sistemas cromatograficos
variando la composicién de la fase mévil, asi como la velocidad de
flujo con el propdsito de reducir el ensanchamiento.

Por otra parte la muestra de Maleatc de Trimebutina se disolvia
y aforaba con una mezcla de metanol acidulado (0.1 N con HCl) con
agua 50:50, sin embargo para simplificar el procesamientc de 1la
muestra se probd disolver la muestra solamente en metanol vy se
observaron cambios en el tiempo de retencidén del compuesto de
interés, por el efecto del disolvente. Se decididé disclver vy aforar
la muestra en la fase mévil.

Ademés con el propdsito de reducir el ensanchamiento en el pico
del Clorhidrato de Ciprohepiadina se decidié cambiar el pH de 1la
fase movil, debido a que se trabaja con una separacién en fase
reversa, los grupos silanoles de la columna que no llegaron a
silanizarse dan lugar a nmecanismos mixtos de retencidén por lo que
para favorecer un mecanismc de particidn en la separacién se
decidid trabajar a pH de 3.0.

De &estd forma se 1llegdé &a las siguientes condiciones
cromatograficas:

FASE MOVIL: Solucién reguladora de fosfatos 0.025 M : metanol
(68:32) pH=3.0

COLUMNA: ULTRASPHERE dp 5 im DE 4.6 mm * 250 mm Cjs.

DETECTOR:;UV.

LONGITUD DE ONDA: 254 nm.

FLUJO: 1.5 mL/min.

VOLUMEN DE INYECCION: 20 piL

En la Figura 18 se presenta el cromatograma con las condiciones
ya descritas.
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Figura 18. Cromatograma de Maleato de Trimebutina y
Clorhidrato de Ciproheptadina {(estandar interno) con
las modificaciones de pH de 1a fase mdévil con las
siguientes condiciones cromatograficas:
FASE MOVIL: Solucién reguladora de fosfatos 0.025 M
: metanol (68:32) pH=3.0
COLUMNA: ULTRASPHERE dp 5 pm DE 4.6 mm * 250 mm Cis.
DETECTOR:UV.
LONGITUD DE ONDA: 254 nm,
FLUJO: 1.5 mL/min.
VOLUMEN DE INYECCION: 20 ulL

Con el propdsitc de mejorar las condiciones cromdtograficas,
disminuyendo el tiempo de retencién del Maleato de Trimebutina asi
como ver si era posible reducir el ensanchamiento del Maleato de
trimebutina se probaron las siguientes condiciones:

FASE MOVIL: Scolucién reguladora de fosfatos 0.025 M : metanol
(45:55) pH=3.0

COLUMNA: ULTRASPHERE dp 5 pm DE 4.6 mm * 250 mm Cig.

DETECTOR:UV.

LONMGITUD DE ONDA: 254 nm.

FLUJO: 1.5 mL/min.

VOLUMEN DE INYECCION: 206 nulL
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Con las condiciones anteriores se mejoréd la forma de los
picos de los compuestos de interés. En la Figura 19 se presenta el
cromatograma con las condiciones antes descritas.
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Figura 19. Cromatograma de Maleato de Trimebutina

con  Clorhidrato de  Ciproheptadina (estandar
interno} con las siguientes condiciones
cromatograficas:

FASE MOVIL: Solucién reguladora de fosfatos 0.025 M :
metancl (45:55)

pPH=3.0

COLUMNA: ULTRASPHERE dp 5 pm DE 4.6 mm * 250 mm Cig.
DETECTOR :UV.

LONGITUD DE ONDA: 254 nm.

FLUJO: 1.5 mL/min.

VOLUMEN DE INYECCIGN: 20 uL

Con estas condiciones cromatogridficas se reté la especificidad
sometiendo al Maleato de Trimebutina a las condiciones de
degradacién que se establecen en la Tabla 6, sin embargo se observé
que las muestras bajo condiciones basicas no se reseclvian del
producto de degradacidén (Figura 20). -
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Figura 20. Cromatograma de Maleato de Trimebutina
degradado en condiciones basicas, con las
siguientes condiciones cromatograficas:

FASE MOVIL: Solucién reguladora de fosfatos 0.025 M
metanol (45:55)

pH=3,0
COLUMNA: ULTRASPHERE dp 5 pm DE 4.6 mm * 250 mm Cig.
DETECTOR:UV.

LONGITUD DE ONDA: 254 nm.
FLUJO: 1.5 mL/min,
VOLUMEN DE INYECCION: 20 L

Se observd que con las condiciones de degradacidn probadas las
muestras no se degradaron en el porcentaje esperado, el cual debe
estar entre el 10-30 %, por lo que se siguidé buscando las
condiciones de degradacidn zpropiadas.

Tabla 6. Condiciones de Degradacidn para Maleato de
Trimebutina.

CONDICION DE DEGRADACION |PREPARACION DE LA MUESTRA.

BASICA. 500 pL de NaCOH 0.2 N, a
80 °C durante 30 minutos.
ACIDA. 3.0 pL de HCL 2 N, a 80 °C

durante 5 horas.

OXIDACION CON PEROXIDO. 500 gL de H:0: al 30 % v/v, a
80 °C durante 2 horas.

LUZ U.V. Luz Ultravicleta {4 dias).
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Se realizaron cambios a la composicidén de la fase mévil con el
propdsito de mejorar la resolucién del compuesto de interés con sus
productos de degradacién.

Se cambic el metanol por acetonitrile vya que este nos
proporcionra otra selectividad y por otra parte se aumento el flujo
con el propésito de disminuir el tiempo de corrida de las muestras.

Finalméﬁ%e: se llegéd a las siguientes condiciones
cromatograficas:

FASE MOVIL: Solucidén reguladora de fosfatos 0.025 M : Acetonitrilo
(68:32) pH=3.0

COLUMNA: ULTRASPHERE dp 5 pm DE 4.6 mm * 250 mm Cis.

DETECTCR: UV,

LONGITUD DE ONDA: 254 nm.

FLUJCO: 2.0 mL/min.

VOLUMEN DE INYECCION: 20 pL

El cromatograma de Maleato de Trimebutina y de Clerhidrato de

Ciprcheptadina con las condiciones cromatograficas mencionadas se
muestra en la Figura 21.
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Figura 21. Maleato de Trimebutina vy Clorhidrato de
Ciprcheptadina con las siguientes condiciones
cromatograficas:

FASE MOVIL: Solucién reguladora de fosfatos 0.025 M : Acetonitrilo
(68:32) pH=3.0

COLUMNA: ULTRASPHERE dp S pym DE 4.6 mm * 250 mm Cis.

DETECTOR:UV.

LONGITUD DE CNDA: 254 nm.

FLUJO: 2.0 mL/min.

VOLUMEN DE INYECCION: 20 nL

Una vez que se encontrd el sistema cromatografico adecuado, se
procedié a degradar al principio activo, el placebo y el placebo
adicionado.

Las muestras del principic active y los placebos adicionados
sometidas a las condiciones de degradacién se diluyeron para llegar
a una ceoncentracidén final de 0.2 mg/mL de Maleato de Trimebutina.

En la Tabla 7 se nuestran las condiciones y los tiempos a los
cuales se sometieron a degradacidn las diferentes muestras. Se
modificaron las condiciones de degradacién propuestas inicialmente
ya que no se obtenia el porcentaje degradado del 10-30%.
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Tabla 7. Condiciones de Degradacién para Maleato de
Trimebutina.

CONDICION DE

PREPARACTION DE LA MUESTRA.

DEGRADACTON
BASICA. 500 pl de NaCH 6.2 N, a 37 °C durante
1 hora 45 minutos.
ACIDA. 1.0 mI: de HC1 Conc. , a 80 °C durante
14 horas.
OXIDACION CON 500 ul. de H.0, al 30 % v/v, a 80 °C
PERCXIDO. durante 2 horas.
LUz U.v. Luz Ultravioleta (10 dias}.

Con las muestras degradadas con las condiciones de la Tabla 7,
se retd la especificidad del método comprobandese gue el método es
especifico como se muestra en la Figura 22, en donde se muestra el
cromatograma de Maleato de Trimebutina degradada en condiciones

basicas.

Figura 22.

Cromatograma de Maleato de
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Trimebutina

degradada bajo condiciones basicas con las siguientes
condiciones cromatograficas:

FASE MOVIL: Solucién reguladora de fosfatos 0.025 M :
Acetonitrilo (68:32)pH=3.0

COLUMNA: ULTRASPHERE dp 5 pm DE 4.6 mm * 250 mm Cis.

DETECTOR:UV.

LONGITUD DE ONDA:
FLUJC: 2.0 mL/min.
VOLUMEN DE INYECCION: 20 pL

254 nm.
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Con estas condiciones, el sistema cromatografico es especifico
a los productos de degradacidén de Maleato de Trimebutina.

56010 se ilustra el cromatograma en las condiciones basicas dado
que en esta condicién fue donde el producto de degradacion
presentaba problemas de resolucién con el compuesto de interés.

Por otra parte se probdé el método analitico con la formulaciédn
de la solucidén inyectable y se encontré que era especifico para el
Maleato de Trimebutina en presencia de los excipientes, como se
muestra en la Figura 23.

En la Figura 24 se ilustra el cromatograma del placebo no
adicionado con el propoésito de comprobar que no existe ninguna
sefial debajo de la sefial de interés.
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Figura 23. Cromatograma de Figura 24, Cromatograma de
Maleatc de Trimebutina solucién Placebo no adicionado con las
Inyectable con las siguientes siguientes condiciones
condiciones cromatograficas: cromatograficas:
FASE MOVIL: Solucién reguladora FASE MOVIL: Solucién reguladora
de fosfatos 0.025 M : de fosfatos 0.025 M :
Acetonitrilo (68:32) pH=3.0 Acetonitrilo {68:32) pH=3.0
COLUMNA: ULTRASPHERE dp 5 um COLUMNA: ULTRASPHERE dp 5 um
DE 4.6 mm * 250 mm Cje. DE 4.6 mm * 250 mm Cis.
DETECTOR:UV. DETECTOR:UV.
LONGITUD DE ONDA: 254 nm. LONGITUD DE ONDA: 254 nm.
FLUJO: 2.0 mL/min. FLUJO: 2.0 mL/min.
VOLUMEN DE INYECCION: 20 L VOLUMEN DE INYECCION: 20 gL
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En las condiciones cromatogréaficas propuestas el tiempo de
retencidén del Clorhidrato de Ciproheptadina variaba; se pensé gque
una solucidn para controlar el tiempo de retencidn seria controlar
la temperatura, lo cual complicaba el sistema cromatografico
propuesto. Por otra parte, el ensanchamiento que presentaba el pico
de Clorhidrato de Ciproheptadina no se pudo arreglar con las
modificaciones que se hicieron a la fase moévil.

Para corregir el ensanchamiento del pico del Clorhidrato de
Ciproheptadina era necesario hacer mas complicado el sistema
cromatografico o cambiar el tipo de cromatografia empleada.

Debido a que el procesamiento de las muestras es muy sencillo,
va que las muestras se disuelven en la fase mévil, y se utiliza un
inyector automatico, se tomd la decisidn de mantener este sistema
cromatografico lo méds sencillo posibie por lo cual se decidié
realizar la cuantificacién con el uso de un estandar externo.

Finalmente el método analitico quedé de la siguiente manera:

Velocidad de flujo: 2 mL/min.

"Velocidad de carta: Ajustada para dar tamafo de pico adecwado

Volumen de Inyeccién: 20 pL

Deteccidn: UV a 254 nm

Tiempo de respuesta

del detector: 0.5 seq.

Atenuacion del Ajustada para dar tamafio de pico que abarque

integrador: del 50 al 80 % de la carta.

Mode de Integracidén: Areas.

Respuesta: Area de Maleafto de Trimebutina.

Columna: Ultrasphere ODS de 25 cm de longitud % 4.6 mm
de didmetro interno rellena de particulas de
S um

Fase mdbvil: Solucién reguladora de fosfatos 0.025 M

tAcetonitrilo (68:32) pH= 3.0
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La preparacién de la muestra y de la sustancia de referencia es
la siguiente:

PREPARACION DE LA SQOLUCICON DE REFERENCIA.

Transferir 25 mg de Maleatoc de Trimebutina Sustancia de
Referencia, pesados con exactitud, a un matraz volumétrico de 25
ml, disolver y llevar a volumen con fase mévil y mezclar.

Transferir 2.0 nl de la solucién anterior a un matraz
volumétrico de 10 ml, llevar a wvolumen con fase moévil.
Concentracidn aproximada de 0.2 mg/mL de Maleato de Trimebutina.

PREPARACION DE LA MUESTRA.

El marbete de la solucién inyectable del Maleato de Trimebutina
es de 10 mg/mL.

Mezclar el contenido de 10 ampolletas de la solucidén inyectable
o tomar el wvolumen eguivalente de solucién a granel y agitar.
Transferir una alicuota de 5.0 mL a un un matraz de 25 ml, disolver
y llevar a volumen con la fase movil. Mezclar.

Transferir 1.0 mwmL de la solucién anterior a un mnatraz
volumétrico de 10 mL, llevar a volumen con fase mévil.
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3.4. VALIDACION DEL METODO POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA
RESOLUCION PARA MALEATO DE TRIMEBUTINA EN SOLUCION INYECTABLE.

Una vez que se desarrcllé el método cromatografico para wvalorar
al Maleato de Trimebutina en solucién inyectable se realizé la
validacién del método probandose lo siguiente:

3.4.1. ESPECIFICIDAD.

La especificidad fue evaluada al demostrar gque no habia
interferencia de los componentes de la formulacidén y los productos
de degradacién, en la cuantificacién del Maleato de Trimebutina.

Ademas se probdé para el caso del placebo degradado y sin
degradar, que no hubiera interferencia en el tiempo de retencién
del compuesto de interés.

Se analizaron en el sistema cromatografico muestras por
duplicado de materia prima de Maleato de Trimebutina, formulacion
{(placebos adicionados) Y placebo, sometidas a condiciones de
degradacién acidas, basicas, oxidacién ¥ luz ultravioleta (como se
indica en 1la Tabla 7), asi como también muestras placebo Y
formulacién sin degradar. Para el caso de materia prima vy
formulacién, se registraron las sefiales producidas a una longitud
de onda de 254 nm vy se determing el porcentaje degradado.

Las muestras se analizaron utilizando un detector de arreglo de
fotodiodos, haciéndose un analisis espectral de los compuestos de
200 a 300 nm, de tal manera que se pudiera analizar el pico del
compuesto de interés y de los productos de degradacién en tres
dimensiones: Absorbancia, tiempo vy longitud de onda, con esto se
podrd asegurar que detras del pico de interés no se encuentra
oculto algin producto de degradacién, lo cual noc seria posible
llevar a cabo en condiciones normales de deteccién a una sola
longitud de onda, ya que su absorbancia a la longitud de onda de
trabajo seria aditiva al compuesto que se cuantifica, lo cual
invalidaria la especificidad del método.

Por otra parte se realizd un analisis espectral el cual consiste
en tomar partes del pico de interés en el intervalo de tiempo en el
cual el pico comienza y termina de eluir, hacia el eje de las
longitudes de onda, de tal manera que se toman secciones del pico
donde cada una presenta un espectre UV en ¢l intervalc de
longitudes de onda al cual se hizo el barride: si el pico es de un
compuesto purc la superposicién de cada uno de los espectros es
completa. Ademds se compard el espectro del pico de interés contra
el espectro de la sustancia de referencia con el propésito de
definir la identidad del pico, en una prueba llamada comparacién de
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pureza la cual compara los espectros obtenidos en el maximo de
absorcidn del pico de un compuesto desconocido, con el espectro del
estandar analizade a las mismas condiciones para identificar el
compuesto.

Para el caso del placebo degradado y sin degradar, se verificé
que no hubiera interferencias al tiempo de retencién del compuesto
de interés.

3.4.2. LINEALIDAD DEL SISTEMA.

Se evalud la linealidad al determinar la relacién que existe
entre la respuesta y la concentracién en una curva constituida por
cinco niveles de concentracién, con tres replicas para cada nivel,
provenientes de pesadas independientes en el intervalo de 100 ag/mL
a 300 upg/mL de Maleato de Trimebutina.

Con los datos obtenidos se 1llevd a cabo un analisis de
regresion lineal por minimos cuadrades, tomando como variable
independiente (X} a la concentracién v como variable dependiente
(Y} a la respuesta y se calculd lo siguiente: ordenada al origen,
pendiente, el coeficiente de determinacién, Y su respectiva
grafica.

Ademds se determind numero de datos, promedio, desviaciodn
esténdar y el coeficiente de variacién del factor respuesta
(respuesta/concentracién} de todas las concentraciones probadas.

3.4.3. PRECISICN DEL SISTEMA.

La precisidon del sistema se evalud al inyectar cinco veces una
solucién de Maleato de Trimebutina al 190 % de la concentracién
teérica.

Con las respuestas de las 5 inyecciones de la solucidn, se
obtuvo el nimerc de datos, promedio, desviacién estandar v
coeficiente de variacién.

3.4.4. LINEALIDAD DEL METODO.

La linealidad del método se determind a través del analisis de
muestras independientes de placebo adicionado a los niveles del 50,
100 ¥ 150 % de Maleato de Trimebutina de la concentracién teérica
en el producto y con los datos obtenidos se evalud lo siguiente:
con los datos de mg adicionados (X) vy mg cuantificados (Y] se
realizé un andlisis de regresion lineal por minimos cuadrados, se
obtuvo la pendiente, la ordenada al origen, el coeficiente de
determinacidén y su respectiva grafica.

62



Adenas se calculd el porcentaje cuantificado para el total de
las muestras y para cada nivel, se le determind el promedico,
desviacidén estandar, coeficiente de variacién {(C.V.} e intervalo de
confianza al 95 %.

3.4.5. EXACTITUD DEL METCDO.

Se prepararon 6 muestras de placebos adicionados a una
concentracién igual al 100 % de la concentracién teédrica en el
producto, provenientes de pesadas independientes.

Se calculd el porcentaje cuantificadc y el intervalo de
confianza al 95% del porcentaje cuantificado.

3.4.6. PRECISION.
3.4.6.1.REPETIBILIDAD.

Se evalud por medio del coeficiente de variacién del porcentaje
cuantificado de las muestras de exactitud.

3.4.6.2 PRECISION INTERMEDIA.

Se evalud a través del andlisis por triplicado de una muestra
homogénea del producto, por dos analistas en dos dias diferentes.
Con el porcentaje cuantificado de Maleate de Trimebutina en las
muestras, se obtuve el coeficiente de wvariacién global v el
intervalo de confianza al 95%, v se realizdé un anilisis de varianza
utilizando un disefic anidado.

3.4.7. INTERVALO.

El intervalo se evalta con los resultados de exactitud,
linealidad y precisién.

3.4.8., RCBUSTEZ.

3.4.8.1.ESTABILIDAD DE LA MUESTRA.

Las muestras procesadas en la precisidn intermedia del analista
1, del dia 1, se almacenaron en las siguientes condiciones:

a} Ciclos normales de luz y obscuridad a temperatura ambiente
b) Obscuridad a temperatura ambiente
c) Refrigeracién
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Las muestras se analizaron a las C, 24, 48 y 72 horas después de
haber sido preparadas, utilizande una Solucidén de Referencia recién
preparada en cada tiempo de analisis.

Se determindéd el porcentaje cuantificado de Maleato de
Trimebutina de las muestras almacenadas a las diferentes
condiciones. Se obtuvo el promedio del porcentaje cuantificado de
las tres muestras a tiempo cero y se compard con el promedic del
porcentaje cuantificado de las fres muestras almacenadas a las
diferentes condiciones.

3.4.8.2.TOLERANCIA DEL SISTEMA.

Se prepararon tres réplicas de una nmuestra de solucién
inyectable de Maleato de Trimebutina y muestras degradadas de
placebo adicionado sometidas a degradacidén con acidoe clorhidrico e
hidroxido de sodio, Yy se analizarcn bajo las condiciones
establecidas en la Tabla 8.

Se realizaron pequefias modificaciones en las fases mbviles, para
determinar que tanto podria afectar pedquefias variaciones en su
preparacidén, debidas al error normal del analista en los resultados
de la cuantificacidén de las muestras, asi como también para probar
que el cambio en el lote de la columna cromatografica no afecta los
resultados de la cuantificacién de las muestras.

Tabla 8. Condiciones para la Evaluacidn de la Tolerancia.

FASE MOVIL pH No. DE
CONDICION

Solucién Reguladora de 3.0 1*
Fosfatos: Acetonitrilo €8:32

Solucidn Reguladora de 3.0 2
Fosfatos: Acetonitrilo 65:35

Solucidn Reguladora de 3.0 3
Fosfatos: Acetonitrileo 70:30

Solucidn Reguladora de 2.5 4
Fosfatos: Acetonitrilo 68:32

Solucidén Reguladora de 3.5 5
Fosfatos: Acetonitrilo 68:32

Solucidn Reguladora de 3.0 G* *
Fosfatos: Acetonitrilo 68:32

* (Condicicnes originales,

** Para estd condicidn se cambid la columna empleandose una columna
de las mismas caracteristicas de la columna original perc de
otro lote.
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Se obtuvo el promedio del porcentaie cuantificade de las tres
miestras en cada condicidén y se compardé con el promedio de las
mismas muestras analizadas en las condiciones originales.

Por otro lado, con las muestras sometidas a degradacidén, se
verificé que no presentan seflales que interfieran con el tiempo de
retencién del— compuesto de interés, por lo que la deteccidn se
realizé en un equipo con detector de arregle de fotodiodos; las
muestras se leyeron en un rango de 200 a-300 nm, y se verificd que
se cumpliera con la adecuacidén del sistema.
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CAPITULO IV
4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. VALIDACION DEL METODO POTENCIOMETRICCO PARA VALORAR
MALEATO DE TRIMEBUTINA MATERIA PRIMA.

4.1.1. LINEALIDAD DEL METODO POTENCIOMETRICO PARA
VALORAR MALEATO DE TRIMEBUTINA MATERIA PRIMA.

Tabla 9. ¢ Adicionados vs g Cuantificados de Maleato de

Trimebutina.
NIVEL g DE MALEATO '_g DE MALEATO PORCENTAJE

% DE DE CUANTIFICADO.

TRIMEBUTINA. TRIMEBUTINA.

ADICIONADOS. [ CUANTIFICADOS.
80 0.2000 0.1994 99,7
80 0.2000 0,1892 99.6
80 0.2000 0.1991 89,6
890 G.2250 0.2239 59.5
a0 0.2250 0.2236 99,4
100 0.2500 0.2487 99.5
100 0.2500 0.2488 39.5
100 6.2500 0.2488 99.5
110 0.2750 0.2737 99.5
110 0.2750 0.2737 98.5
110 0.2750 0.2737 99.5
120 0.3000 0.2986 99.5
120 0.3000 0.2986 99.5
120 0.3000 0.2990 99.7

NOTA: Para el nivel del 90% solo se incluyen dos muestras debido a
fallas en la preparacidn de la tercera réplica.
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Tabla 10. Andlisis de regresién lineal por minimos cuadrados.

ANALISIS DE REGRESION LINEAL POR MINIMOS CUADRADOS.
PENDIENTE = 0.9957
ORDENADA AL QRIGEN= -0.0001
r= 0.9999
r %= 0.9958%
ERROR ESTANDAR DE REGRESION= Q0.0002
PROMEDIO DE X= 0.2518
PROMEDIQ DE Y= 0.2506
PENDIENTE RELATIVA= 1.0002
CRDENADA AL ORIGEN RELATIVA= -0.0002
ERROR ESTANDAR DE REGRESICON RELATIVO= 0.0007
LIMITE SUPERIOR DEL INTERVALO DE

CONFIANZA AL 95 % DE LA ORDENADA= -0.0008
LIMITE INFERIOR DEL INTERVALO DE

CONFIANZA AL, 95 % DE LA ORDENADA= 0.0007

Tabla 11. Intervaloc de confianza al 95 % del porcentaje

cuantificado.
NIVEL ; NUMERO | PROMEDIO | DESVIACTON INTERVALQO LIMITE LIMITE
DATOS ESTANDAR DE INFERIOR | SUPERTIOR
CONFIANZA
GLOBAL 14 99.5 G.1 0.0128 99.5 99.6
80 % 3 99.6 0.1 0.0266 99.6 99.6
90 % 2 99.5 9.1 0.0353 99.4 99,5
100% 3 99.5 0.0 0.0112 29.5 892.5
110 % 3 99.5 0.0 0.0064 ©9.5 98.5
120 % 3 9.6 0.1 0.0270 29.6 99.6

En la Tabla 9 se presentan los datos con los gue se realizd el
andlisis de regresién lineal por el método de minimos cuadrades
utilizando come variable independiente (X) a los gramos adicionados
¥y como variable dependiente (Y) a los gramos cuantificados. En la
Tabia 10 se presenitan los resultades del anialisis de regresidn
lireal por minimos cuadrados, en la Tabla 11 se presenta el
intervalo de confianza al 95 % del porcentalie cuantificado.

67




La Figura 23 muestra la grafica de esta relacidn, donde se
observa que existe una relacién lineal entre los gramos
ctantificados respecte a los gramos adicionados.

Segin los resultados obtenidos se obtiene una pendiente relativa
cercana a 1, asi como una ordenada al corigen relativa cercana a
cero, por otra parte, se cbtuvo con un intervalo de confianza al 95
% para la ordenada al origen, el 1limite inferior vy superior,
encontrandose que incluyen al cero, por lo que se puede concluir
que la ordenada al origen no es significativamente diferente a
cero.

Se obtiene un coeficiente de correlacién mayor a 0.99%, un
coeficiente de determinaciédn maver a 0.98 lo que significa que hay
na relacidén entre la cantidad adicionada vy la cantidad
cuantificada, que se representa por una linea recta.

El promedic del porcentaje cuantificado global y para cada
nivel, se encuentra entre 97.6 y 103.0 %, con un intervalo de
confianza al 95 %, y el coeficiente de variacién es menor 3.0%.

Con base en los resultados obtenidos se dice gue el método
potenciométrico es lineal.
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Figura 23. Grafica de linealidad del método potenciométrico
{g ADICIONADOS VS ¢ CUANTIFICADOS)
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4.1.2. EXACTITUD DEL METODO POTENCIOMETRICO PARA
VALORAR MALEATC DE TRIMEBUTINA MATERIA PRIMA.

Tebla 12. Exactitud v Repetibilidad del método potenciométrico para
valorar Maleato de Trimebutina materia prima.

NIVEL % % CUANTIFICADO.
100.0 100.1
100.0 99.6
100.0 9.6
100.0 100.0
100.0 99.¢6
106.0 99.6
No. DE DATOS: 3}
PROMEDIC: 99.8
D.E.: 8.2
C.V.: 0.2
INTERVALC DE CONFIANZA AL 95 & - PROMEDIO +/-0.0603
LIMITE SUPERIOR: 899.9
LIMITE INFERIOR: 99.7

Tabla 13. Diferencia del porcentaje cuantificado por el método
potenciométirico con respecto al método espectrofotométrico.

METODO POTENCIOMETRICO CON RESPECTO Al, PORCENTAJE
CUANTIFICADO POR EL METODO ESPECTROFOTOME TRICO.

PORCENTAJE CUANTIFICAPO POR EL

METODO POTENCIOMETRICO: 99.8
PORCENTAJE CUANTIFICADO FOR EL

METORO ESPECTROFOTROMETRICO: 100.1
DIFERENCIA DEL PORCENTAJE

CUANTIFICADO: ~-0.3
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En la tabla 12 se presentan los resultados del porcentaje
cuantificado en las seis réplicas realizadas, en la misma Tabla se
presenta el propmedic de Maleate de Trimebutina cuantificado con un
intervalo de cornfianza al 95 %, en la Tabla 13 se presenta la
diferencia del porcentaie cuantificado poxr el nétodo
espectrofotométrico v potenciométrico.

De acuerdo con 1los resultados anteriores el promedio del
porcentaje cuantificade se encuentra entre 97.0 y 103.0 %.

El porcentaje cuantificado obtenido potenciométricamente, no
difiere en mas del 3.0 % con respecto al porcentaje cuantificado
obtenido por espectrofotometria.

Por lo tanto podemos decir que el métode es exacto.

4.1.3. PRECISION DEL METCODO POTENCIOMETRICO PARA
VALORAR MALEATO DE TRIMEBUTINA MATERYA PRIMA.

4.1.3.1. REPETIBILIDAD DEL METODO
POTENCICMETRICO PARA VALORAR
MALEATC DE TRIMEBUTINA MATERIA
PRIMA.

La precisién {(Repetibilidad) se evalud al determinar el
coaficiente de wvariacién de 1los porcentajes cuantificados para
Maleato de Trimebutina en la prueba de exactitud. El coeficiente de
variacién fue mencr al 3.0 %, como se puede observar en la Tabla
12, lo cual indica que el método cumpiidé con los criterios
establecidos para Repetibilidad.
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4.1.3.2. PRECISION INTERMEDIA DEL METODO POTENCIOMETRICC PARA
VALORAR MALEATO DE TRIMEBUTINA MATERIA PRIMA.

Tabla 14. Precisidn Intermedia del método potenciométrico para
valorar Maleato de Trimebutina materia prima.

PORCENTAJE CUANTIFICADO

ANALISTA/DIA 1 2
1 99.5 99.6
99.5 99.7
99.6 99,17
2 99.9 99.7
99.6 89.5
99.7 99.6

DATOS ESTADISTICCS GLOBALES DEL ANALISIS DE
PRECISION INTERMEDIA DEL % CUANTIFICADO.

n= 12

PROMEDIO= 09.6
D.E.= 0.1
C.V.= 0.1

Tabla 15. Andlisis de varianza para precisién intermedia. Efecto
del dia anidado en analista del método potenciométrico
para valorar Maleato de Trimebutinae materia prima.

ORIGEN DE LAS |{SUMA DE PROMEDIG DE F CALCULADA |[PROBABILIDAD
VARIACIONES CUADRADOS |LOS CUADRADOS (P)
ANALISTA 0.00000000 0.00000000 0.00 1.0000
DIA 0.086666667 0.03333333 3.33 0.0885
INTERACCION

DENTRO DEL

GRUPO 0.00000000 C.00000000 0.00 1.0000

DADO QUE P ES MAYOR A 0.05 NO EXISTE EVIDENCIA DE QUE LAS FUENTES
DE VARIACION TENGAN EFECTO SIGNIFICATIVO.

En la Tabla 14 se observa el coeficiente de wvariaciém global
obtenide en el analisis de Maleato de Trimebutina por los dos
analistas en los dos dias, ¥y se aprecia que la variacién global no
es mavor al 3.0 %.
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Adicionalmente se realizd un analisis estadistico con el cual se
demostrd que no hay diferencia entre el promedio del percentaje
cuantificado entre cada analista, ni entre cada dia como se puede
cbservar en la Tabla 15.

Por lo tante se puede concluir gue el método es reproducible
entre diferentes analistas v diferentes dias.

4.1.4. INTERVALO DEL METODO POTENCIOMETRICO PARA
VALORAR MALFATQ DE TRIMEBUTINA MATERIA PRIMA.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se dice que el método es
lineal, exXacto y precisc en el intervalo de 80.0 a 120.0 % de 1la
cantidad de Maleato de Trimebutina que se indica en el método, ya

que se cumple con los criterios de exactitud, linealidad Yy
precision.

4.1.5. ROBUSTEZ DEL METODO POTENCIOMETRICO PARA
VALORAR MALEATO DE TRIMEBUTINA MATERTA PRIMA.

4.1.5.1. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA DEL METODO
POTENCIOMETRICO PARA VALORAR MALEATO
DE TRIMEBUTINA MATERIA PRIMA,

Tabla 16. Robustez: Estabilidad de la muestra del método
potenciométrico para valorar Malieato de Trimebutina
materia prima.

CONDICIONES DE TIEMPO DE NUMERO | PROMEDIO | D.E. | C.V. | DIFERENCIA
AIMACENAMIENTO | ALMACENAMIENTO DE (%) *
{HORAS) DATOS

REFRIGERACION Lt 3 99.5 0.1 G.1
24 3 99.¢ 0.1 0.1 0.1
48 3 99.7 0.4 0.4 0.2

OBSCURIDAD 0 3 98.5 0.1 0.1
24 3 99.6 0.1 0.1 0.1
48 3 92.6 0.0 0.0 0.1

ez v 1} 3 99.5 0.1 0.1
OBSCURIDAD 24 3 98.6 0.1 0.1 0.1
48 3 99.6 6.0 6.0 0.1

*DIFERENCIA (%)= DIFERENCIA DE 1OS PORCENTAJES CUANTIFICADOS CON
RESPECTQ AL ANALISIS INICIAL.
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La Tabla 16 muestra el promedio de los porcentajes
cuantificados de Maleato de Trimebutina de las muestras analizadas
a las diferentes condiciones y tiempos de almacenamiento, asi como
la diferencia entre el promedio del porcentaje cuantificado de
Maleato de Trimebutina de las muestras almacenadas a diferentes
condiciones con respecto al analisis inicial, observéndose que las
diferencias de los porcentajes cuantificados de las muestras
almacenadas en refrigeracién, a temperatura ambiente en ciclos
normales de luz y obscuridad, v protegidas de la luz son menores al
3.0 %; lo anterior indica gque las muestras procesadas de Maleato de
Trimebutina materia prima son estables hasta 48 horas en las
condiciones mencionadas.
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4.2 .VALIDACION DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA VALORAR
MALEATO DE TRIMEBUTINA MATERIA PRIMA.

4.2.1. LINRALIDAD DEI. SISTEMA DEL METODO

ESPECTROFOTOMETRICO PARA VALORAR MALEATC DE
TRIMEBUTINA MATERIA PRIMA.

Tabla 17. Respuesta de Maleato de Trimebutina a diferentes

concenftraciones.
NIVEL % CORCENTRACTION RESPUESTA FACTOR
DE MALEATO DE {ABSORBANCIA) REESPUESTA .
TRIMEBUTINA
{ng/mL)
80 16.0 0.36250 0.02266
16.0 0.35701 0.02231
16.0 0.35855 0.02241
ag 18.0 0.40747 0.02264
18.0 0.40823 0.02268
18.0 0.40604 0.02256
100 20.0 0.45900 0.02285
20.0 0.44757 0.02238
20.0 0.45233 0.02262
110 22.0 0.49284 0.02240
22.0 0.49681 (.02258
22.0 0.492718 0.02260
126 24.0 0.53688 0.02240D
24.0 0.54921 0.02258
24.0 0.54231 0.02260
FACTOR RESPUESTA:
No.DE DATOS: 15
PROMEDIO: ¢.02258
D.E.: 0.00018
C.V.: 0.80908
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Tabla 18. Bnilisis de regresidén lineal por minimos cuadrados.

ANALISIS DE REGRESION LINEAL POR MINIMOS CUADRADOS .

PENDIENTE = 0.022786
QRDENADA AL ORIGEN= 0.00366
r= 0.99845
r %= 0.99690
ERROR ESTANDAR DE REGRESION= 0.00386
PROMEDIC DE X= 20
PROMEDIC DE Y= 0.45160
PENDIENTE RELATIVA= 1.00811
ORDENADA AL ORIGEN RELATIVA= ~0.00811
ERROR ESTANDAR DE REGRESION RELATIVO=| 0.00854
LIMITE SUPERIOR DEL INTERVALO DE

CONFIANZA AL 95 % D& LA ORDENADA= 0.011791
LIMITE INFERIQOR DEL INTERVALO DE

CONFIANZA AL 95 % DE LA ORDENADA- -0.039024

En la Tabla 17 se presentan los datos con los que se realizd el
andlisis de regresidén lineal por el método de minimos cuadrados
utilizande come variable independiente (X} a los concentracidén de
Maleato de Trimebutina y come variable dependiente (Y} a la
Tespuesta (absorbancia}. En la Tabla 18 se presentan los resultados
del azndlisis de regresidn lineal por minimos cuadrados.

En la Figura 24 se muestra la grafica de esta relacidén, donde se
observa gque existe una relacién lineal entre la respuesta obtenida
respecto a la concentracidn adicionada.

De acuerdo con los resultados se obtiene una pendiente relativa
cercana a 1, asi como una ordenada al origen relativa cercana a
cero, por otra parte, se obtuvo con un intervale de confianza al 95
% para la ordenada al origen, el cual incluye al cero, por lo que
se puede concluir que la ordenada al origen no es
significativamente diferente a cero.

Se obtiene un coeficiente de correlacion mayer a 0.99, un
coeficiente de determinacién mayor z 0.98, ¥y el coeficiente de
variacidn del factor respuesta es menor a 3.0 %.

En base a los resultados obtenidos podemos concluir que el
sistema cumple con los criterios establecidos para la linealidad en
un intervalo de 16.0 a 24.0 pg/mL.
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Y = 0.02276 X ~ 0.00366
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Figura 24. Grafica de linealidad del sistema del Método
Espectrofotométrico (concentracién vs respuesta).
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Tabla 1%. Linealidad del método: mg cuantificados Y porcentaje
cuantificado de Maleato de Trimebutina en cada nivel.

NIVEL % |mg ADICIONADOS | mg CUANTIFICADOS | % CUANTIFICADO
16.0 15.9 99.4
80 16.0 15.7 98.1
16.0 15.8 93,8
30 18.0 17.9 99.4
18.0 18.0 100.0
18.0 17.9 99.4
100 20.0 20.2 101.6
20.0 19.7 98.5
2G.0 19.9 99.5
110 22.0 21.7 98.6
22.9 21.9 99.5
22.0 21.9 99.5
120 24.0 23.6 98.3
24.0 24,2 100.5
24,0 23.9 99.4¢
PORCENTAJE CUANTIFICADO:
INo.DE DATOS: i5
PROMEDIOQ:; 99.4
D.E.: 0.8
C.V.: 0.8
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Tabla 20. Analisis de regresidn lineal por minimos cuadrados.

ANALISIS DE REGRESION LINEAL POR MINIMOS CUADRADOS.
PENDIENTE = 1.06500
ORDENADA Al ORIGEN = -(.22000
r= 0.98835
r %= 0.99670
ERRQR ESTANDAR DE REGRESION = 0.17563
PROMEDIO DE X = 20.0
PROMEDIO DE Y = 19.8800
PENDIENTE RELATIVA = 1.01107
ORDENADA AL ORIGEN RELATIVA = -G.011067
ERROR ESTANDAR DE REGRESION RELATIVO = 0.00883
LIMITE SUPERIQOR DEL INTERVALO DE
CONFIANZA AL 95 % DE LA ORDENADA= 0.47962
LIMITE INFERIOR DEL INTERVALC DE
CONFIAMNZA AL 95 % DE LA ORDENADA= -0.91962

Tabla 21. Intervale de confianza al 95 % del porcentaje
cuantificado.
NIVEL NUMERO PROMEDIO | DESVIACION | INTERVALD LIMITE LIMITE
DATOS ESTANDAR DE INFERICR | SUPERICR
CONFIANZA
GLOBAL 15 99.4 0.8 0.1 99.3 99.5
80 % 3 98.8 0.8 0.3 98.5 89.1
90 % 3 99.6 G.3 0.1 99.5 99.7
100% 3 99.7 1.3 0.5 99.2 100.2
110 % 3 99.2 0.5 6.2 99.0 99.4
120 % 3 98.6 1.3 0.5 99.1 100.1

Los resultados de la linealidad del método espectrofotométrico
se muestran en la Tabla 19 donde se presentan los datos con los
que se realizé el andlisis de regresién lineal por el método de
minimos cuadrados utilizando como variable independiente (X)a los
mg de Maleato de Trimebutina adicionados y como variable
dependiente a los mg cuantificados (Y), en la Tabla 20 se presentan
los resultados del andlisis de regresién 1lineal por minimoes
cuadrados, en la Tabla 21 se presentan los resultados del
porcentaje cuantificado con un intervalo de confianza al 95 2.
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En la Figura 25 se muestra la grafica de esta relacién, donde se
observa que existe un comportamiento lineal entre los mg
adicionados vy los mg cuantificados.

Se obtiene una pendiente relativa cercana a 1, asi como una
ordenada al origen relativa cercana a cero; por otra parte, se
obtuve con un intervalo de confianza al 95 % para la ordenada al
origen el limite inferior y superior, ericontrandose que incluven
al cero, por lo que se puede concluir que la ordenada al origen no
es significativamente diferente a cero.

Se observa un coeficiente de correlacién mayor a 0.99, un
coeficiente de determinacidén mayoer a 0.98 lo que significa que hay
una relacidn entre la cantidad adicionada vy la cantidad
cuantificada, que se representa por una linea recta.

El promedic del percentaje cuantificade global vy para cada
nivel, se encuentra entre 97.0 y 103.0 %, con un' intervalc de
confianza al 95 %, y el coeficiente de variacién es menor 3.0%. En
base a los resultados obtenides se dice que el método es lineal.
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Y=1.005X - 0,22
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Figura 25. Gré&fica de linealidad del método espectrofotométrico
(mg adicicnades vs mg cuantificados).
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4.2.2. PRECISION DEL SISTEMA DEL METODO
ESPECTROFOTOMETRICO PARA VALORAR MATEATO DE
TRIMEBUTINA MATERIA PRIMA,

Tabla 22. Precisién del Sistema del método especircfotoméirico para
valorar Maleatc de Trimebutina materia prima.

REPLICA CONCENTRACION DE RESPUESTA
MAIEATO DE TRIMEBUTINA
{ug/mL})

1 20.0 0.43355
2 20.0 0.43355
3 20.0 0.43324
4 20.0 0.43321
5 20.0 0.43332
6 20.0 0.43297

No.DE DATQOS: 6

PROMEDIO: 0.43331

D.E.: 0.00022

C.V.: 0.05116

Los resultados de la precisién del sistema se presentan en la
Tabla 22, se observa gue el coeficiente de variacidén de las ©
lecturas de la solucién al 100% es menor 1.5 %, lo cual sigrnifica
gue 2l sistema es preciso.
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4.2.3. EXACTITUD DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA
VALORAR MALEATO DE TRIMEBUTINA MATERIA PRIMA.,

Tabla 23. Exactitud del método y Repetibilidad del método
espectrofotométrico para valorar Maleato de Trimebutina
materia prima.

NIVEL % % CUANTIFICADO
100.0 100.1
100.0 100.6
100.0 99.9
160.0 100.9
100.9 99.2
100.0 99.6
No. DE DATOS: 3
PROMEDIO: 10¢.1
D.E.: 0.6
C.V.: 0.6
INTERVALO DE
CONFIANZA AL 85 %: PRCMEDIO +/-0.2
LIMITE SUPERIOR 16G6.3
LIMITE INFERICR 99.9

Tabla 24. Diferencia el porcentaje cuantificado por el método
potenciométrico con respecto al métode
espectrofotométrico.

DIFERENCIA DEL PORCENTAJE CUANTIFICADO POR
EL METODC POTENCIOMETRICO CON RESPECTO AL
PORCENTAJE CUANTIFICADO PFOR EL METODO
ESPECTROFOTOMETRICO.

PORCENTAJE CUANTIFICADO POR EL
METODO POTENCICMETRICO: 99.8
PORCENTAJE CUANTIFICADO POR EL

METCODO ESPECTROFOTOMETRICO:

DIFERENCIA DEL PORCENTAJE
CUANTIFICADO: -0.3
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En lz tabla 23 se presentan los resultados de la exactitud del
método; en el se presentan los resultados del porcentaije
cuantificadc en las seis réplicas realizadas ¥ Se presenta el
intervalo de ccnfianza sl 95 % para el promedio de Maleatoc de
Trimebutina, en 1la Tabla 24 se presenta la diferencia del
porcentaje cuantificade por el método espectrofotométrice vy
potenciométrico.

De acuerdo con los resultados obtenidos se encontrd que el
promedio del porcentaje cuantificado se encuentra entre 97.0 vy
103.9 %, para el porcentaje global ¥ para cada nivel probado con un
intervalc de confianza al 95 %.

El porcentaje cuantificade, obtenido potenciométricamente no
difiere en més del 3.0 % con respecto al porcentaje cuantificado
obtenido por espectrofotometria.

Por 1o tanto el método anaiitico probado es exacto.

4.2.4 PRECISION DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO DARA.
VALORAR MALRATO DE TRIMEBUTINA MATERIA PRIMA

4.2.4.1, REPETIBILIDAD DEL METODO
ESPECTROFOTOMETRICO PARA
VALORAR MALEATO DE TRIMEBUTINA MATERIA
PRIMA.

Los resultados de la repetibilidad se presentan en ia Tabla 23
en donde se observa que el coeficiente de variacién del porcentaje
cuantificado de las seis réplicas es menor al 3 %.

Por lo tanto el método analitico probado es repetible.
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4.2.4.2 . PRECISION INTERMEDIA DEI. METODO
ESPECTROFOTOMETRICO PARA VALORAR
MALEATO DE TRIMEBUTINA MATERIA

PRIMA .

Tabla 25. Precisién intermedia del método espectrofotométrico para
valorar Maleato de Trimebutina materia prinma.

PORCENTAJE CUANTIFICADO

ANALISTA/DIA 1 2
1 99.5 101.4
100.2 100.3
89.6 99.7
2 100.4 99.1
101.6 100.0
191.2 100.8

DATOS ESTADISTICOS GLOBALES DEL ANALISIS DE
PRECISION INTERMEDIA DEL % CUANTIFICADO.

n=

D.E.=
C.V.=

PROMEDIO=

12
100.3
G.8
0.8

Tabla 26. Andlisis de varianza para precisién intermedia.
Efecto del dia anidado en analista del método
espectrofotométrico para valorar Maleato de
Trimebutina materia prima.

ORIGEN DE LAS SUMA DE PROMEDIO DE F CALCULADA | PROBABILIDAD
VARIACIONES CUADRADOS | LOS CUADRADOS (P)
ANALISTA 0.4806000 6.48000 6.97 0.3540
DIA 2.550000 1.275000 2.57 0.1373
INTERACCION

DENTRO DEL GRUPO | 0. 480000 0.480000 0.38 0.6020

DADO (UE P ES MAYOR A 0.05 NO EXISTE EVIDENCIA DE QUE LAS FUENTES

DE VARIACION TENGAN EFECTO SIGNIFICATIVO.
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En Ja Tabla 25 se observa el cceficiente de variacién global
obtenido en el anadlisis de Maleato de Trimebutina por los dos
analistas en los dos dias, y se obssrva que la variacidn global no
es mayor al 3.0 %.

Adicionalmente se realizé un analisis estadistico con el cnal se
demostrd que no hay diferencia significativa entre el promedio del
porcentaje cuantificado entre cada analista, ni entre cada dia como
se puede obszservar en la Tabla 26. b

Por lo tanto se puede concluir que el método es reproducible
entre diferentes analistas y diferentes dias.

4.2.5. INTERVALO DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICC PARA
VALORAR MALEATC DE TRIMEBUTINA MATERTA PRIMA.

De acuerdc a los resultados obtenidos, se dice gue el método es
iineal, exacto y preciso en el intervalo de 80.0 a 129.0 % de 1la
concentracidén de Maleato de Trimebutina que se indica en el nétode,

ya dque se cumple con los criterios de exactitud, linealidad ¥
precisidn.

86



4.2.6. ROBUSTEZ DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA
VALCRAR MALEATO DE TRIMEEBUTINA MATERIA PRIMA.

4.2.6.1 _ESTABILIDAD DE LA MUESTRA DEI METODO
ESPECTROFOTOMETRICO PARA VALORAR
MATEATC DE TRIMEBUTINA MATERIA
PRIMA.

Tabla 27. Robustez: Estabilidad de la muestra.

CONDICIONES DE TIEMPC DE NUMERO | PROMEDIO [ D.E. | C.V. | DIFERENCIA
ALMACENAMIENTO | ALMACENAMIENTO DE (3)*
(HORAS) DATOS

REFRIGERACION 0 3 99.7 0.4 0.4
24 3 100.8 1.2 1.2 1.1
48 3 100.2 0.5 0.5 0.5

OBSCURIDAD 0 3 99.7 0.4 e.4
24 3 98.9 1.1 1.1 0.2
48 3 101.0 1.4 1.4 1.3

LUz Y 0 3 99.7 0.4 0.4
OBSCURIDAD 24 3 100.1 0.5 0.5 0.4
48 3 101.2 i.4 1.4 1.7

*DIFERENCIA {%)= DIFERENCIA DE LOS PORCENTAJES CUANTIFICADOS CON
RESPECTC AL ANALISIS INICIAL.

En la Tabla 27 se muestra el promedio de los porcentajes
cuantificados de Maleato de Trimebutina de las muestras analizadas
a las diferentes condiciones y tiempos de almacenamiente, asi como
la diferencia entre el promedio del porcentaje cuantificado de
Maleato de Trimebutina de las muestras almacenadas a diferentes
condiciones con respecto al andlisis inicial observéndose que ias
diferencias de los porcentajes cuantificados de 1las muestras
almacenadas en refrigeracién, a temperatura ambiente en ciclos
normales de luz y obscuridad, ¥y protegidas de la luz son menores al
3.0 %; lo gue indica que el Maleato de Trimebutina es estable hasta
48 horas en las condiciones mencionadas.
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4.3. PROPUESTA DE MONOGRAFIA DE MALEATO DE TRIMEBUTINA MATERIA
PRIMA.

Los métodos validados son lineales en el intervalo de
concentracidbn y de cantidad de mnuestra probados, son exactos,
precisos y reproducibles.

Estos métodos sirven para cuantificar al Maleato de Trimebutina
Materia prima y fue necesaric realizar la comparacidén de los dos
meéetodos con el propdsito de asegurar la validez de los resultados
cbtenidos por el método potenciométrico.

Se validaron los dos métodos analiticos para cuantificar al
Maleato de Trimebutina materia prima con el propdsito de contar con
una sustancia de referencia, para utilizarla en el desarrollo y la
validacion del métedo analitico para valorar a este compuesto en
una solucién invectable.

La wvalidacién del método para cuantificar al Maleato de
Trimebutinaz en solucién inyectable por Cromatografia de Liquidos de
Alta Resolucidén se realizd empleando una sustancia de referencia
analizada con los métodos potenciométrico ¥y espectrofotométrico
descritos anteriormente.

Los criterios de aceptacién, lo cual se hace de acuerdo a las
especificaciones dadas por el proveedor(34). Las pruebas fisicas Yy
quimicas asi como las especificaciones que deben realizarse para
demostrar la identidad y pureza de la materia prima se reportan en
la Tabla 28.
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Tabla 28. Especificaciones para Maleato de Trimebutina materia

prima.
DETERMINACION LIMITES
DESCRIPCION POLVO CRISTALINO BLANCO

INCDORO, LIBRE DE MATERIA EXTRANA.

a} OBTENCION DEL  ACIDO
3,4, 5-TRIMETOXIBENZOICC

MATERIA EXTRANA NGO  MAS DE 3 PUNTOS NEGROS
VISIBLES.

SOLUBILIDAD SOLUBLE EN METANOL, EN AGUA, EN
CLOROFORMO, EN ALCCHOL Y
PRACTICAMENTE INSQOLUBLE EN ETER.

IDENTIFICACION :

FORMA UN PRECIPITADC BLANCO

b) ESPECTRO DE ABSORCION|SIMILAR A LA  SUSTANCIA  DE
1.R. REFERENCTA. :

c) ESPECTRO DE ABSORCION|SIMILAR A LA  SUSTANCIA DE
ULV, REFERENCIA.,

CROMATOGRAFIA EN  CAPA|SIMILAR A LA  SUSTANCIA  DE

FINA. REFERENCIA.

INTERVALC DE FUSION (34} |130° — 1350

PH 3.6 A 4.5

PERDIDA AL SECADO

NO MAS DEL 1.0 %

RESIDUC A LA IGNICION

NG MAS DEL 0.1 %

VALORACION :
a} ESPECTROFQTOMETRICA

k) TITULACION ACIDO-RASE

NO MENOS DPEL 98.5 % CALCULADO EN
BASE ANHIDRA

NO MENOS DE 98.5 %
BASE ANHIDRA.

CALCULADA EN
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PROPUESTA DE MONOGRAFIA PARA MALEATO DE TRIMEBUTINA MATERIA PRIMA.

MALEATO DE TRIMEBUTINA

0 CH-COBH
PN 1] .
] z—0 =€
Hsc/ \CHS CH, CH-E00HE
i CEQ
OCHy
CusHp9MOs . CaHLOy MASA MOLECULAR: 503.5

3,4,5-Trimetoxibenzdico A4cido 2-(dimetilaminc}-2-fenilbutil éster
maléico.

Contiene no menos del 98.5 % calculado scbre base anhidra.

SUSTANCIA DE REFERENCIA. Maleato de Trimebutina. Secar 3 horas al

vacio a 60 °C.

DESCRIPCION. Polve cristalinoe blance, inodoro, libre de materia

extrafia.

MATERIA EXTRANA. Disolver aproximadamente 2.5 g de muestra
exactamente pesados en 50 mL de metanol, filtrar a través de papel
filtro Whatman No. 2, secar el papel al aire v examinarlo. No se
debe observar mas de 3 puntos negros.

SOLUBILIDAD. Scluble en metancl, en agua , en cloroformo y en

alcohol. Practicamente insolubilidad éter.
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ENSAYOS DE IDENTIDAD.

A,

Piscolver 100 mg de la muestra en 10 mi de aicohol, agregar 1 mi
de hidréxido de sodic al 30 % y calentar a reflujo durante 15
minutos.

Enfriar y acidificar con Aacido clorhidrico. Se debe formar un
precipitado blanco de &cido 3,4,5-trimetoxibenzoico.

El espectro IR de la muestra en una dispersidén de Bromuro de
Potasio, debe exhibir maximos a la misma longitud de onda gque
una preparacién similar de Maleatc de Trimebutina Sustancia de
Referencia. Picos caracteristicos:

2500-2700 cn™! (amina terciaria).

1750 cm™ (C=0, éster)

700 cm™! (anillo aromadtico monosustituido)

758 cmt (anillo aromético teltrasustituido).

El espectro de absorcidn al U.V. de una solucién de 20 pg/mL en
acido clorhidrico 0.1 N, debe presentar un méximo a 267 nm,
comparable con una preparacién similar de Maleato de Trimebutina
Sustancia de Referencia. -

. Cromatografia en capa fina.

Enplear placas de silica gel GF 254 (Merck), espesor 0.25 mm.
Eluente: Cloroformo-acetona (93:7).

Revelador: Lampara TU.V.

Soiucidn a examinar: Solucidn acuosa al 2.0%.

Cantidad de solucidn: 20 uL .

Efectuar la cromatografia segin el método general. Eluir en
paralelo hasta gue 2l frente de solvente haya recorrido las tres
¢cuartas partes de la placa, sacar la placa de la camara y
evaporar al aire en campana de extraccidn.

Observar la placa bajo luz ultravioleta, debe aparecer una
mancha con Rf similar a la Sustancia de Referencia.

Rociar la placa con reactivo de Dragendorff. La mancha de la
Sustancia de Referencia ¥ de la muestra se tiflen de color
naranja. En el punto de aplicacidn gueda el acido maleico.

TEMPERATURA DE FUSION. MGA 0471 (19). 130-135 °C (34).
Seguir el procedimiento para sustancias Clase 1 A.

pH. MGA 0701 (19). Entre 3.6 a 4.5. Determinarlo en una solucién
acuosa al 1.0 %.
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PERDIDA AL SECADO. MGA 0671 (19). No mas de 1.0 %. Sequir el
procedimiento utilizando 1 g de muestra. Secar 3 horas al wvacio a
60 °C.

RESIDUO DE LA IGNICION. MGA 0731 (19). No mas de 0.1 %.
VATLORACION.
A. POTENCIOMETRICO. MGA 08591 (18}.

Pesar aproximadamente con exactitud 250 mg de muestra seca,
transferirlos a un vaso de 100 mlL, agregar 50 mL de acido acético
glacial. Disclver y titular con &cido perclérice 0.1 N S.V.,
determinar potencidmetricamente el punto final de eguivalencia.
Determinar un blanco en las mismas condiciones y hacer las
correcciones necesarias.

Cada mililitro de &cido percldérico 0.1 N es equivalente a 50.35
mg de Maleato de Trimebutina.

B. ESPECTROFOTCMETRICA.

SCLUCIQON DE REFERENCIA.

Pesar por duplicade y con exactitud, aproximadamente 20 ng de
Maleato de Trimebutina Sustancia de Referencia. Transferirlos a
un matraz volumétrico de 100 ml., disclverlc y llevar a volumen
con alcohol y mezclar bien.

Transferir 10.0 mlL de esia solucién a un matraz voluméirico de
100 mL, llevar a volumen con alccheol y mezclar. (concentracidn
aproximada 20 pg/mL).

SOLUCION DE LA MUESTRA.

Preparar por duplicado de manera similar a la preparacidén de la
solucidn de referencia.

Determinar la absorbancia de las solucicnes de referencia y
muestra a 270 nm, usando alcohol como blanco.
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CALCULOS.

-— F .- *100 = % de Maleato de Trimebutina en la muestra.

Am = Absorbancia de la nmuestra.

As = Absorbancia de la Sustancia de Referencia.
Ps = Peso de la Sustancia de Referencia en mg.
Pm =

Peso de la muestra en mg.

CONSERVACION. En recipientes cerrados.
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4.4. VALIDACION DEL METODO POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE
ALTA RESOLUCION.

4.4.1. ESPECIFICIDAD DEL METCDO POR CROMATOGRAFTA DE
LIQUIDOS DE ALTA RESQLUCION.

Tabla 29. Especificidad: Porcentaie degradadoc de las muestras
sometidas a degradaciédn.

MUESTRA. AGENTE DEGRADANTE | REPLICA % DEGRADADO
MATERIA ACIDO (H) 1 20.4
PRIMA 2 20.3
BASE (N) 1 17.4
2 16.9
OXIDRCION {O} 1 15.5
2 10.4
LUZ UV (UV) 1 6.5
2 8.4
FORMULACION |ACIDO (H) 1 12.9
2 27.6
BASE (N} 1 17.2
2 17.7
OXIDACION (0) 1 9.9
2 7.2
LUZ UV (UV) 1 10.6
2 11.0
PLACEBC ACIDO (H) 1 NC PRESENTA -SENAL
2 NO PRESENTA SENAL
BASE (N} 1 NO PRESENTA SENAL
2 NOC PRESENTA SENAL
OXIDACION (0} 1 NO PRESENTA SENAL
2 NO PRESENTA SERAL
LUZ UV (UV) 1 NO PRESENTA SERAL
2 NO PRESENTA SENAL
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Para evaluar la especificidad se sometieron a las cendicicnes
de degradacidn gue se indican en 1z Tabla 7, muestras de materia
prima, placebo y placebo adicionado.

En la Tabla 29 se presentan los percentajes degradados de las
muesiras de Maleato de Trimebutina sometidas a dichas condiciones.
En las Figuras 26, 27, 28 y 29 se muestran los espectros en tres
dimensicnes, en las Figuras 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37 se
bresentan los cromatogramas e indices espectrales, en las Figuras
38, 35, 40, 41, 42, 43, 44 y 45 gse presenta la comparacidén de
pureza ¥y el contraste espectral de las muestras de placebo
adicionado.

Se ilustran solamente los placebos adicionados ya que en estos
Se presenta la mayer probabilidad de que se diera la interferencia
de los productos de degradacién con el Maleato de Trimebutina, las
muestras de materia prime son muy parecidas a las del placebo
adicionade, por otra parte los Placebos no presentaron sefal.

Con el espectro en tres dimensiones (absorbancia, tiempo vy
longitud de onda) se pudo aznalizar el pice del Maleate de
Trimebutina y de los productos de degradacién.

Con el analisis del indice espectral se demostrd dque el pico de
Maleato de Trimebutina consiste uUnicamente de un componente, es
decir que no hay coelucién de algin producto de degradacidén al
inicio y al final del pico.

Se realizd también la comparacién de pureza en la cual se
compararon 10S espectros obtenidos en el maximo de absorcisn del
pico de las muestras con el estdndar de referencia analizado a las
mismas condiclones, para identificar al compuesto, no se detectd la
presencia de picos gue pudieran coeluir perfectamente con el
Maleato de Trimebutina.

Se realizé la técnica de contraste espectral con el cual se
determindé la significanciaz que hay en la diferencia entre el pico
de Maleato de Trimebutina en las muestras degradadas y lz Sustancia
de Referencia analizadas a las mismas condiciones.

De acuerdo con los resultados obtenidos, el placebo no presenta
respuesta que interfieran con la respuesta del Maleato de
Trimebutina.

Los placebos adicionados no presentan respuesta que interfiera
con la respuesta del Maleato de Trimebutina,

Los productos de degradacidén del Maleato de Trimebutina no
interfieren con el compuesto de interés, asi comoc la sefial de
Maleato de Trimebutina en las muestras degradadas es pura.
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ESPECTRO EN TRES DIMENSIONES DE IAS MUESTRAS DE PLACERCS
ADICIONADOS DEGRADADAS.

FIGURA 26, PLACEBO ADICICNADO DEGRADADO EN CCNDICIONES ACIDAS.

Fouw

FIGURA 27. PLACEBO ADICIONADC DEGRADADO EN CONDICIONES BASICAS.

2
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FIGURA 28. PLACEBO ADICIONADO DEGRADADD CONDICIONES OXIDACION,

VEVR AR TR IV VTS

FIGURA 29. PLACEEC ADICIONADO DEGRADADO EN CONDICIONES LUZ
ULTRAVIOLETA.
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CROMATOGRAMAS E INDICE ESPECTRAL. DE LAS MUESTRAS DE PLACEROS
ADICIONADOS DEGRADADAS.

FIGURA 30. CROMATOGRAMA DEL PLACERO ADICIONADO DEGRADADO EN
CONDICIONES ACIDAS.
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FIGURA 31. INDICE ESPECTRAL DEL PLACEBO ADICIONADO DEGRADADO EN
CONDICICNES ACIDAS.
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FIGURA 32, CROMATOGRAMA DEL PLACEBC ADICIONADO DEGRADADG EN
CONDICIONES BASICAS.

0.1000

b.08a0

F.303 THE

2().0600

-f:ni_nulul_l_l_lll

1.28

0.0400

.05

e

0.0260

1
*

0.0000

2.00 |

FIGURA 33. INDICE ESPECTRAL DEL PLACEBO ADICIONADO DEGRADADO EN
CONDICIONES BASICAS.
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FIGURA 34. CRCMATOGRAMA DEI, PLACEBQ ADICIONADO DEGRADADO EN
CONDICIONES DE OXIDACION.
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FIGURA 35. INDICE ESPECTRAL DEL PLACEBO ADICIQNADO DEGRADADO EN
CONDICIONES DE OXIDACION.
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FIGURA 36. CROMATOGRAMA DEL PLACEBO ADICICNADO DEGRADADC EN
CONDICIONES DE LUZ ULTRAVIQLETA.
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FIGURA 37. INDICE ESPECTRAL DEL PLACEBO ADICIONADO DEGRADADC EN
CONDICIONES DE LUZ ULTRAVIOLETA.
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CONTRASTE ESPECTRAL Y COMPARACION DE PUREZA DE LAS MUESTRAS DE
PLACEROS ADICIORADOS DEGRADADAS.
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FIGURA 39. COMPARACION DE PUREZA DEL PLACEBC ADICIONADQ.DEGRADADO
EN CONDICICONES ACIDAS.
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FIGURA 40, CONTRASTE ESPECTRAL DEL PLACEBC ADICIONADO DEGRADADO EN

CONDICIGNES BASICAS.

Match Plot Peak 2: TRIMEBUTINA.

RY: 6.30

3 °'”?%¥_/ri .
. 276,38
9.0% — — _‘_M-__"'

" 240.00 260,00 "200.00
270.9
I —— e T . .

" 220.00 240.00 260.00 286.00
g RS s B 280.4 291
-0.30-- - U — _ ]

220.00 240.00 260.00 280.00

oo

FIGURA 41. COMPARACION DE PUREZA DEL PLACEBO ADICIONADC DEGRADADO

EN CONDICIONES BASICAS.
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FIGURA 42. CONTRASTE ESPECTRAL DEL PLACEEG ADICIONADO DEGRADADO EN

CONDICICNES DE OXIDACION.
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FIGURA 43. COMPARACION DE PUREZA DEL PLACERO ADICIONADO DEGRADADO

EN CONDICICNES DE OXIDACION.
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FIGURA 44. CONTRASTE ESPECTRAL DEL PLACEBO ADICIONADG DEGRADADO EN
CONDICIONES DE LUZ ULTRAVIQLETA.
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FIGURA 45. COMPARACION DE PUREZA DEL PLACERO ADICIONADO DEGRADADO
EN CONDICIONES DE LUZ ULTRAVIOLETA.
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4.4.2. LINEALIDAD DEL SISTEMA DEL METODO CLAR PARA
VALORAR AL MAVEATO DE TRIMEBUTINA EN SOLUCION
INYECTABLE .

Tabla 30. Respuasta de Maleato de Trimebutina a diferentes

concentraciones.
NIVEL CONCENTRACION RESPUESTA FACTOR
% MATEATO DE {AREA) RESPUESTA.
TRIMEBUTINA
{mg/mL)
C.10090 763500 7635000.0
50 ¢.1000 764910 7649100.0
0.100C 766407 T664070.0
75 0.1500 1148396 7655973.3
¢.1500 1149619 7664126.7
0.1560 1161736 7744906.7
100 0.2000 1537716 7688580.0
0.2000 1539304 7696520.0
0.2000 1533140 T665700.0
125 0.2500 1917205 7668820.0
0.2500 1921082 7684328.0
¢.2500 1923033 . 7692132.0
150 0.3000 2301506 7671686.7
0.3000 2305860 T7686200.0
0.3000 23208%96 7736320.0
FACTOR RESPUESTA:
No.DE DATOS: .15
PRCMEDIO: 7680230.9
B.E.: 29756.5
C.V.: 0.4
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Tabla 31. Rnalisis de regresidn lineal por minimos cuadrados.

ANALISIS DE REGRESION LINEAL POR MINIMOS CUADRADOS.
PENDIENTE = 7712 .3060
ORDENADA AL ORIGEN= ~5507.2000
re 0.99996
r f= 0.99991
ERROR ESTANDAR DE REGRESION= 5471.8357
PRCMEDIQ DE X= 200
PROMEDIC DE Y= 15369520
PENDIENTE RELATIVA= 1.0036
ORDENADA AL ORIGEN RELATIVA= -0.0036
ERROR ESTANDAR DE REGRESION RELATIVO= 0.0036
LIMITE SUPERIOR DEL INTERVALO DE

CONFIANZA BL %5 % DE LA ORDENADA= 36494
LIMITE INFERIOR DEL INTERVALC DE

CONFIZANZA AL 95 $ DE LA ORDENADA= -14663.8

Los resultados de linealidad del sistema se muestran en la Tabla
30 en ella se presentan los datos con los que se realizé el
anélisis de regresidn lineal por el método de minimos cuadrados
utilizando como variable independiente (X) la concentracién de
Maleatc de Trimebutina y como variable dependiente (Y) a la
respuesta (area).

En la Tabla 31 se presentan los resultados del analisis de
regresidn lineal por minimos cuadrados.

En la Figura 46 se muestra la grafica de esta relacidn, donde se
chserva que existe una zrelacidn lineal entre 1la concentracién
adicionada respecto a la respuesta obtenida.

De acuerdo con los resultados se obtiene una pendiente relatiwva
cercana a 1, asi como una ordenada al ocorigen relativa cercana a
cero, por otra parte, se obtuve con un intervalce de confianza al 85
% paraz la ordenada al origen, encontrandose que incluye al cero,
por lo que se puede concluir que la ordenada al origen he es
significativamente diferente a cero.

Se obtiene un coeficiente de correlacién mayor a 0.89, un
coeficiente de determinacién mayor a 0.98, vy el coeficiente de
variacidn del factor respuesta es menor a 2.0 % lo gque significa
que hay una relacién entre la cantidad adicionada y la respuesta
obtenida, que se representa por una linea recta.

En base a los resultados obtenidos podemos concluir gue el
sistema cumple con los criterios establecidos para la linealidad en
un intervalec de 100.0 a 300.0 upg/mL.
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4.4.3. PRECISION DEL SISTEMA DEL METODC CLAR PARA
VALORAR AL MALEATO DE TRIMEBUTINA EM SOLUCION
INYECTABLE .

Tabla 32. Precisidén del sistema del método CLAR para valorar al
Maleato de Trimebutina en soiucidn inyectable.

REPLICA CONCENTRACION DE RESPUESTA
MALEATO DE
TRIMEBUTINA (mg/mL)

1 0.2000 1543643
2 0.2000 1534304
3 0.2000 1535047
4 0.2000 1536734
5 0.2000 1541156

No.DE DATOS: 5

PROMEDIO: 1538977

D.E.: 3653.5

C.V.: 0.2

En la tabla 32 se presentan los resultados de la precisidén del
sistema donde se observa que el coeficiente de variacidn de las 5
inyecciones de la solucidn al 100% es menor a 1.5 %.

De acuerdo con los resultados anteriores se cumple con la

precisién del sistema.
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4.4.4. LINEALIDAD DEL METODO CLAR PARA VALORAR AL
MATFATO DE TRIMEBUTINA EN SOLUCION INYECTABLE.

Tabla 33. mg cuantificados v porcentaje cuantificado de Maleato de
Trimebutina en cada nivel.

NIVEL mg g %
% ADICIONADOS CUANTIFICADOS | CUANTIFICADO
25.0 25.2 100.8
50 25.0 25.3 101.2
25.0 25.3 101.2
100 50.0 50.1 100.2
50.0 4%.8 99.6
50.0 50.2 100.4
150 75.0 75.3 100.4
75.0 74.7 99.6
75.0 75.2 160.3
PORCENTAJE CUANTIFICADO:
No.DE DATOS: 9
PRCMEDIC: 100.4
D.E.: 0.6
C.V.: 0.6

Tabla 34. Anadlisis de regresién lineal por minimos cuadrados.

ANALISIS DE REGRESION LINEAL POR MINIMOS CUADRADOS.
PENDIENTE = 0.9966
ORDENADA AL ORIGEN= 0.2966

r= 0.99995

r %= 0.99991
ERROR ESTANDAR DE REGRESION= 0.2245
PRCMEDIO DE X= 50.0000
PROMEDIO DE Y= 50.1248
PENDIENTE RELATIVA= 0.9941
ORDENADA AL QRIGEN RELATIVA= 0.0059
ERROR ESTANDAR DE REGRESION

RELATIVO= 0.0045
LIMITE SUPERIOR DEL INTERVALO DE
CONFIANZA AL 95 % DE LA ORDENADA= | 0.7648094
LIMITE INFERIOR DEL INTERVALCO DE

CONFIANZA AL 95 % DE LA ORDENADA= |-0.171603
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Tabla 35. Intervalo de confianza al 95 % para el promedio del
porcentaje cuantificado.

- NIVEL NIMERO PROMEDIO | DESVIACION INTERVALO LIMITE LIMITE
DATOS ESTANDAR DE INFERIOR | SUPERIOR
CONETANZA
GLOBAL ) 100.4 0.6 0.1 100.3 100.5
50% 3 101.1 0.2 0.1 101.0 101.2
BT 3 100.1 0.4 9.2 39.9 100.2
150% 3 100.1 0.4 0.2 99.9 106.3

En la Tabla 33 se presentan los datos con los gque se realizé el
andlisis de regresién lineal por el métedo de ninimos cuadrados
utilizando como variable independiente (X) a la concentracién de
Maleate de Trimebutina y como variable dependiente (¥Y) a la
respuesta (area), en la Tabla 34 se presentan los resultados del
anélisis de regresién lineal por minimos cuadrados y en la Tabla 35
se presenta el promedio de los porcentajes cuantificados con un
intervalo de confianza al 95 %.

En la Figura 47 se muestra la grafica de esta relacidmn, donde se
opserva gue existe una relaciédn lineal entre la cantidad adicionada
¥ la cantidad cuantificada.

De acuerdo con los resultados obtenidos se observa que el
coeficiente de determinacidén es mayor a 0.98, la pendiente mo es
significativamente diferente a uno y la ordenada al origen no es
significativamente diferente a cero.

El promedio del porcentaje cuantificado se encuentra entre 98.0Q
y 102.0 % con un intervalo de confianza del 95 %, y el coeficiente
de variacién es menor al 2.0%.

De acuerdoc con los resultados obtenidos se cumple con la
linealidad del método.
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4.4.5. EXACTITUD DEL METODC CLAR PARA VALORAR AL
MALEATO DE TRIMEBUTINA EN SOLUCION INYECTABLE.

Tabla 36. Exactitud y Repetibilidad del método CLAR para valorar al
Maleato de Trimebutina en solucién inyectable.

NIVEL % % CUANTIFICADO.

160.0 101.7
100.90 100.3
160.0 100.6
1060.9 102.0
100.0 101.0
100.0 101.0

No. DE DATOS: [N

PROMEDIO:; 101.1

D.E.: 0.6

C.V.: 0.6

INTERVALO DE

CONFIANZA AL 95 %: PROMEDIO +/-0.2

LIMITE SUGPERICR: i01.3

LIMITE INFERIOR: 100.9

En la Tabla 36 se presentan los resultados del porcentaie
cuantificado en las seis réplicas analizadas y se presenta también
el intervalo de confianza al 95 % para el promedio de Maleato de
Trimebutina cuantificade con un intervalo de confianza al 95 %.

De acuerde cor los resultados obtenidos se encontrd que el
promedio del porcentaje cuantificado se encuentra entre 98.0 y
102.0 %, asi como el porcentaje global con un intervalo de
confianza al 95 % se encuentra dentro de este intervalo.

En base a los resultados se cumple con la exactitud del método.
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4.4.6. PRECISION DEL METODO CLAR PARA VALORAR AL
MALEATO DE TRIMEBUTINA EN SOLUCION
INYECTABLE .

4.4.6.1.REPETIRILIDAD DEL METODO CLAR PARA
VALORAR AL MALEATO DE TRIMEBUTINA EN
SOLUCION INYECTARBLE.

Los resultados de la repetibilidad se presentan en la Tabla 36,
en donde se puede observar gue el coeficiente de variacidén del
porcentaje cuantificado de las 6 réplicas es menor al 2.0 %, por lo
gue se puede decir que el método es repetible.

4.4.6.2.PRECISION INTERMEDIA DEL METODO CLAR
PARA VALORAR AL MALEATO DE TRIMEBUTINA
EN SOLUCION INYECTABLE.

Tabla 37. Precisién intermedia del método CLAR para valorar al
Maleato de Trimebutina en solucidn inyeciable.

PORCENTAJE CUANTIFICADOQ

ANALISTA/DIA 1 2
1 100.7 100.3
101.2 100.7
100.9 i01.0
2 100.86 1¢0.8
100.9 100.1
101.1 100.3

DATCS ESTADISTICOS GLOBALES DEL ANALISIS DE
PRECISION INTERMEDIA DEL % CUBNTIFICADO.

n= 12
PROMEDIO= 100.7
D.E.= G.3
C.V.= 0.3
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Tabhla 38. Andlisis de varianza para precisién intermedia. efecto
del dia anidado en analista.

ORIGEN DE LAS SUMA DE PROMEDIO DE F CALCULADA |PROBABILIDAD
VARIACIONES CUADRADOS | LOS CUADRADOS {P)
ANALISTA 0.08333 0.08333 0.88 0.3764
DIA 0.43333 0.21667 2.28 0.1645
INTERACCION

DENTRO DEL GRUPO| 0.08333 0.08333 G.38 G.5984

DARDO QUE P ES MAYOR A (.05 NO EXISTE EVIDENCIA DE QUE LAS FUENTES
DE VARIACION TENGAN EFECTO SIGNIFICATIVO.-

En la Tabla 37 se observa el coeficiente de wvariacidén glcobal
ckbtenido en el anadlisis de Maleato de Trimebutina por los dos
anzlistas en los dos dias, y se aprecia que la variacién global no
es mayoxr al 2.0 %.

Adicionalmente se realizd un analisis estadistico con el cual se
dezmostrd que no hay diferencia significativa entre el promedio del
porcentaje cuantificado entre cada analista, ni entre cada dia como
se puede observar en la Tabla 38.

Por lo tanto se puede concluir que el método es reproducible
entre diferentes analistas y diferentes dias.

4.4.7. INTERVALO DEL METODC CLAR PARA VALORAR AL
MATEATC DE TRIMEBUTIMNA EN SOLUCION INYECTARLE.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se dice gue el método es
lineal, exacto y preciso en el intervalc de 50.0 a 150.0 % de 1la
concentracién de Maleato de Trimebutina que se indica en el métedo,
ya que se cumple con los critericos de exactitud, 1linealicdad vy
precisidn.
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4.4.8. ROBUSTEZ DEL METODO CLAR PARA VALORAR AL
MALEATO DE TRIMEBUTINA EN SQLUCION INYECTABLE.

4.4.8.1.ESTABILIDAD DE LA MUESTRA DEL METODO
CLAR PARA VALORAR AL MALEATO DE
TRIMEBUTINA EN SOLUCION INYECTARLE,

Tabia 39. Robustez: Estabilidad de la muestra del método CLAR para
valorar al Maleato de Trimebutina en solucién invectable.

CONDICIONES DE TIEMPO DE NUMERO | PROMEDIC | D.E. | C.V. | DIFERENCIA
ALMACENAMIENTO | ALMACENAMIENTO DE {(3)*
{HORAS) DATOS

REFRIGERACION 0 3 100.9 0.3 6.3
23 3 100.3 0.1 0.1 0.6
i8 3 99.4 0.1 g.1 1.5
72 101.8 0.8 0.8 -0.8

OBSCURIDAD 0 3 100.9 9.3 G.3
24 3 100.9 0.2 6.2 0.0
48 3 102.6 0.9 0.9 -1.1
72 102.4 0.9 0.9 -1.5

LUZ ¥ o 3 100.9 0.3 0.3
OBSCURIDAD 24 3 101.2 6.2 0.2 ~0.3
48 3 101.8 1.8 1.8 -0.8
72 104.9 2.1 2.0 -3.9

*DIFERENCIA (%)= DIFERENCIA DE LOS PORCENTAJES CUANTIFICADCS CON
RESPECTO AL ANALISIS INICIAL.

En la Tabla 39 se muestran el promedio de los porcentajes
cuantificados de Maleato de Trimebutina de las muestras analizadas
a las diferentes condiciones y tiempos de almacenamientc, asi come
la diferencia entre el promedio del porcentaje cuantificado de
Maleato de Trimebutina de las muestras almacenadas a diferentes
condicicnes con respecto al analisis inicial, observandose que las
diferencias de los porcentajes cuantificados de las nuestras
almacenadas en refrigeracién v protegidas de la luz son menores al
2.0 %; lo que indica gue el Maleato de Trimebutina es estable hasta
72 horas en las condiciones antes mencionadas. Sin embargo, las
muestras almacenadas a temperaturz ambiente en ciclos normales de
luz y obscuridad son estables sélc 48 horas va qgue la diferencia
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entre el promedio del porcentaje cuantificado de Malesato de
Trimebutina de estas muestras con respecto al analisis inicial es
merror al 2.0 %, mientras que a las 72 horas, es mayor al 2.0 %.

4.4.8.2.TOLERANCIA DEL SISTEMA DEL METODO
CLAR PARA VALORAR AL MALFATO DE
TRIMEBUTINA EN SOLUCION INYECTABLE.

Tabla 40. Robustez:Tolerancia del sistema del método CLAR para
valorar al Maleato de Trimebutina en solucién invectable.

CONDICION | MUESTRA | PORCENTAJE | NUMERO | BROMEDIO | D.E. | C.V. DIFERENCIA
CUANTIFICADO DE (3)*
DATOS
c1 Ml 100.9 3 101.0 0.5 0.5
M2 100.6
M3 101.6
c2 M1 191.0 3 10G.5 1.2 1.2 0.5
M2 101.3
M3 89.1
c3 M1 101.8 3 101.0 1.0 1.0 0.0
M2 101.4
M3 958.9
Cc4 ML 101.5 3 101.0 0.4 0.4 0.0
M2 10¢.8
M3 100.7
c5 Ml 101.0 3 160.3 0.7 6.7 0.7
M2 99.6
M3 1¢0.3
ce M1 101.5 3 102.4 -0.81 0.7 -1.4
M2 162.9
M3 102,7
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Tabla 41. Parametros cromatogradficos obtenides en promedic para
cada condicidédn probada en la tolerancia del sistema.

CONDICION COLEO K’ N
1 2.0 5.0 1712.5
2 2.0 3.2 1831.8
3 2.2 6.2 1820.8
4 2.2 4.5 1811.3
5 2.2 4.5 1678.4
6 2.1 5.9 i814.8

*Estos datos se obtuvieron de la solucidn de la sustancia de
referencia gue se emplea para conocer la adecuacidn del sistema.

Los porcentajes cuantificados de Maleato de Trimebutina en las
nmuestras analizadas variando ligeramente la composicidon de la fase
mOvil ¥ en el cambio de columna se presentan en la Tabla 40.

Se observa también que para todas las condiciones de analisis,
el coeficiente de wvariacién de las tres muestras analizadas es
mencr al 2.0 % y la diferencia del promedio de los porcentajes
cuantificados <c¢on respecto a el promedic de los porcentajes
cuantificados a las condiclones iniciales es menor al 2.0 %.

También se¢ observdé que los productos de degradacidéon que se
obtuvieron cuando las muestras se sometieron a las diferentes
condiciones de degradacién, no interfirieron con la cuantificacién
del Maleato de Trimebutina, en las diferentes condiciones
analizadas.

Por otra parfte se observa en la Tabla 41 los parametros
cromatograficos obtenidos en promedio para cada condicién probada,
estos resultados nos permiten determinar bajo que condiciones la
columna cromatografica es eficiente para este método;con estos
resultados se puede concluir que el sistema cromatograficc es
adecuado siempre y cuando se presente un coleo de aproximadamente
2, el numero de platos tedricos se encuentre entre 1678 v 1831, la
K’ se encuentra entre 3.2 y 6.2.

En base a los resultados obtenidos se dice que método tolera
pequeflas variaciones en la cowposicién de la fase mévil y cambios
en el lote de la columna.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES.

Se validaron los métodos potenciométrico y espectrofotométrico
para valorar el Maleato de Trimebutina materia prima con el
proposito de contar con un método gue permita caracterizarlc y
asequrar su identidad, potencia, calidad y pureza con el cbjeto de
utilizarleo como sustancia de referencia secundario.

Los métodos validados para valorar al Maleato de Trimebutina
materia prima son lineales en el intervale de concentracidén y de
cantidad de muestras  probadas, son exactos, precisos v
reproducibles.

Las muestras procesadas de Maleato de Trimebutinra materia prima
en los dos métodos son estables por 48 horas en las condiciones de
refrigeracidn, protegidos de la luz y cicles normales de luz y
obscuridad.

Se propone la monografia de Maleato de Trimebutina materia prima,
- la cual se desarrolld en base a los resultados obtenidos y de
acuerdo a las especificaciones proporcionadas por el proveedor.

Se desarrolld un método indicador de estabiiidad por
Cromatografia de Liquidos de Alta Resclucidn en fase reversa para
cuantificar Maleato de Trimebutina en sclucién inyectable.

El método desarrollado para cuantificar Maleato de Trimebutina en
solucién invectable es especifico yva que se probd que puede separar
al Maleato de Trimebutina de los productos de degradacidén v de los
excipientes.

El método desarrolado para cuantificar Maleato de Trimebutina en
solucidén inyectable es sencillo de realizar, utiliza pocos
reactivos, ¥y no reguiere del uso de esténdar internc, lo gue lo
hace un buen método para usarse de manera rutinaria.
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En base a los resultados obtenidos en la validacidén del método para
cuantificar Maleato de Trimebutina en sclucidén inyectable, se
concluye que es lineal en el intervalo de 50 a 150 ¢ de 1la
concentracidén esperada del Maleato de Trimebutina, es exacto,
preciso y reproducible.

Las muestras de Maleato de Trimebutina en solucidén inyectable
una vez preparadas, soh estables hasta 72 horas en las condiciones
de refrigeraciétn y protegidas de la luz, y son estables hasta 48
horas en las condiciones de ciclos normales de luz y obscuridad a
temperatura ambiente.

El métode para cuantificar Maleato de Trimebutina en soclucién
inyectable, tolera pequefias variaciones en la composicién de 1la
fase mévil y cambios en el lote de la columna.
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