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Introduccicn

INTRODUCCION

Los problemas que s¢ enfrentan en el campo del analisis farmacéutico son cada dia mayores
debido al gran incremento de nueves productos, con moléculas activas nuevas y excipientes
novedosos que requieren d e m étodos d e analisis a propiados. S in e mbargo, en la aciualidad se
cuenta con instrumentacién analitica mas satisfactoria de gran precisidn y sensibilidad que
ayudan a resolverlos.

El desarrollo de un método analitico consiste en determinar, de acuerdo a las propiedades fisicas
¥ quimicas del analito, las condiciones adecuadas para analizar cuantitativamente una muestra.
Los métodos espectroscopicos figuran entre los métodos analiticos instrumentales mas utilizados.

Entre algunas causas que limitan el analisis de m edicamentos estd la presencia de mas de un
principio activo o excipientes que interfieran con el analisis, lo que obliga a la busqueda de
métodos alternativos que permitan realizar la determinacion cuantitativa. En los sistemas
-lispersos, ademds, se presentan una serie de problemas relativos a la formulacion; puede haber
problemas de humectacion, sedimentacién, derivados de las interacciones existentes entre las
particulas, de crecimiento de cristales y de adsorcién al envase entre ofras.

Las suspensiones son sistemas dispersos de particulas insolubles de un sélido en un liquido. Los
principales componentes de una suspensién son el firmaco y los agentes que facilitan la
humectacion del farmaco, los que afectan la floculacidn, controlan la viscosidad, ajustan et pH y
el medio externo, que por lo general es agua. Adem&s se emplean agentes aromatizantes,
edulcorantes, colorantes y conservadores. m

En la quimica analitica se han desarrollado en los iltimos afios técnicas quimiométricas las cuales
se basan en el tratamiento matematico de datos. La técnica mas empleada para el procesamiento
de sefiales espectrales es el uso de fa calibracién multivariante, que es una herramienta de
reconocida selectividad y confiabilidad en el anilisis cuantitativo, aplicable en la determinacion
de macro y microcomponentes, con diversas caractetisticas y bajo distintos métodos de anilisis.




Introduccion

La calibracion mmltivariante consiste en usar datos empiricos y conocimientos previos para
establecer cOmo predecir informacién desconocida Y a partir de mediciones disponibles Z, a
través de algnma funcidn matemdtica de transformacion. La calibracién multivariante utiliza
muochas variables medidas z,, z;, 23, —,Z, simultineamente para cuantificar alguna vartable;
las vartables z pueden ser mediciones cromalo,c:cré.ﬁcms0&q::n:ctr()scépicas.m

En el caso de estar presentes interferencias en la mezclas con ¢l analito ¥ si no existe otro punto
en el que pueda ser determinado selectivamente con una sefial lo suficientemente fuerte,
tradictonalmente se recurre a procesos de separacion de las sustancias interferentes, o a la
correccidon matematica de los resultados,

La calibracién multivaniante permite analizar sistemas con interferencias quimicas, aunque no
estén definidas, sin necesidad de manipular excesivamente la muestra.

En algunos casos se pueden presentar ciertos fendamenos fisicos que afectan la sefial de medicién
(mterferencia fisica), lo cual se tiene que compensar matemdticamente, la calibracién
multivariante corrige sus efectos maternaticamente con el uso de alguna version algoritmica.

En regresion de minimos cuadrados parciales (MCP), se utilizan como variables predictoras,
vectores que explican menos variancia que los componentes principales, pero a cambio estin més
comrelacionados con las respuestas. Los componentes principales se obiienen en orden de méxima
variancia explicada decreciente, por lo que no es posible aumentar la correlacion de los vectores
con la respuesta sin perder variancia.




Objetivos

OBJETIVO GENERAL

Determinar si el método analitico de minimos cuadrados parciales (MCP) se puede
aplicar para la cuantificacién de Naproxeno en suspension sin el conocimiento del

tipo y cantidad de exciptentes contenidos en una formulacién.

OBJETIVOS PARTICULARES

> Establecer las posibles interferencias que se pueden presentar en el anilisis
por parte de los excipientes.

> Determinar las condiciones espectrofotométricas Optimas para cuantificar
Naproxeno (NAP), en suspension.

» Establecer las condiciones de un ensayo que pueda ser utilizado en la
cuantificaciéon de Naproxeno (NAP), en suspension.

> Evaluar algunas caracteristicas del método espetrofotométrico establecido
para la cuantificacién de Naproxeno.
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CAPITULO I

GENERALIDADES




Capitulo I: Generalidades
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1.- CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL NAPROXENOC. P!

NOMBRE QUIMICO:
Acido (+)-2-(6-Metoxi-2 naftil) propiénico

ESTRUCTURA QUIMICA:
GH
CH-COOH

CH,-O

FORMULA CONDENSADA:
CiaH 140y

PESO MOLECULAR:
230.3 g/mol.

APARIENCIA, COLOR Y OLOR:

Polvo cristalino blanco, de sabor amargo
PUNTO DE FUSION

156 °C

NATURALEZA QUIMICA

Acida; Constante de disociacién pKa = 4.2 (25°).
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SOLUBILIDAD:
Solvente Cantidad
Etanol len25
Cloroformo lenl5
Fter len40
Agua Practicamente insoluble
ESPECTRO ULTRAVIOLETA:

En solucién acida presenta picos a 262nm (A= 208), a 272nm (A= 215), a 315nm (A= 52 y a
328nm (A= 63); en solucién alcalina presenta picos a 261nm (A= 218) y a 271nm (A= 218).

BARRIDOS DE NAPROXENO EN MEDIOS DE DILUCION A 20

mcg/ml
0.4
0.35+4
< 0.3+
%_:’ 0.25 4
m -
g 02
B 0.15+
om
< 014
0.05
0 L L J L} L L] L J LJ
248 258 268 278 288 298 308 318
LONGITUD DE ONDA nm
——NAP ALCALINO - - - NAP ACIDO

Figura 1. Espectros de absorcion del Naproxeno en dos diferentes medios de disolucién, (— Naproxeno en medio
alcalino, hidréxido de sodso 0. IN), (—— Naproxeno en acido clochidrico 0.1), 10fe soemids o= i lbormimca]
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FARMACOLOGIA DEL NAPROXENO. 4

Es un derivado del 4cide propidmico con propiedades antiinflamatorias, apalgésicas y
antipiréticas. Se comercializa en forma de acido y como sal sodica. Esta indicado para el alivio de
los sintomas de la artritis reumatoide. Tanto en episodios agudos como para el tratamiento a largo
plazo de la enfermedad.

Farmacocinética y biotransformacion. Después de ingerido, el Naproxeno se absorbe en su
totalidad. La rapidez de la absorcién pero no la magnitud de ella es influenciada por los alimentos
en el estomago. La absorcion puede acelerarse por el suministro de bicarbonato de sodio o
reducirse por el consumo de O0xido de magnesio o hidroxido de aluminio. El Naproxeno también
se¢ absorbe por via rectal, pero las concentraciones maximas en plasma se logran con mayor
lentitud. La vida media de este compuesto en plasma es de unas 14h.

Los productos de biotransformacitén del Naproxeno se excretan casi por completo en la orina. En
promedio, 30% del firmaco muesira 6~ desmetilacién. Estos, asi como el propio Naproxeno, se
excretan en forma de glucurdnido u otros conjugados.

El Naproxeno se liga en una forma casi total (99%) a las proteinas plasmaticas. El medicamento
cruza la placenta y aparece en la leche matema, aproximadamente a razon de 1% de la
concentracién plasmatica de la madre.

Efectos toxicos. La incidencia de efectos colaterales en vias gastrointestinales y SNC es casi igual
a la observada con la indometacina, pero en uno ¥ olro aspecto es mejor tolerado el naproxeno.
Las complicaciones gastrointestinales han variado desde dispepsia relativamente leve, molestias
gistricas y pirosis, ndusea y vomito. Los efectos adversos en SNC varian desde somnolencia,
cefalea, mareos y fatiga.
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JUSTIFICACION

Generalmente, en la mayoria de los métodos analiticos es necesario recurrir a algunos métodos
fisicos quimicos o fisicoquimicos con el fin de separar las posibles interferencias que se
presentan en las muestras a analizar. Por eso que resulta importante seleccionar un método de
analisis, tomando en cuenta diversos factores como son: precision, sensibilidad, reproducibilidad
tiempo de analisis asi como el costo del mismo. En los métodos espectrofotométricos la
determinacioén de la concentracion de activo depende en parte de la precision de las medidas de
absorbancia. Una gran cantidad de estos de estos métodos analiticos involucran procesos previos
de separaci6n, para eliminar interferencias producidas por la mezcla de los componentes de fa
muestra.

Este trabajo resalta la utilizacién de un nuevo modelo de analisis (minimos cuadrados parciales),
para la cuantificacion de Naproxeno en una forma farmacéutica compleja como la suspensién,
con el uso de la espectrofotometria la cual se basa en la absorcién de radiacién luminosa por la
materia que presenta una region comprendida en el ultravicleta. Lo que lo hace que la obtencién
de las sefiales espectrales sea sencilla y econdémica es que, las muestras solo son diluidas en
volimenes especificos y leidas en el instrumento. A diferencia de otras écnicas como [a
cromatografia de liquidos de alta resohucién (CLAR), que es método que se basa en la separacion
de compuestos con el propésito de identificar, cuantificar o purificar es uno de los aspectos
desafiantes de la quimica analitica. Asi, la cromatografia se puede definir como el método y la
técnica usada para separar y analizar mezclas de sustancias quimicas, basados en la diferente
absorcion o adsorcién de éstas por otros compuestos y disclventes. Normalmente se emplean
columnas cargadas con adsorbentes sélidos y pulverizados en las que la fase movil es un liquido
o un gas. Lo que la hace una técnica costosa.
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ANALISIS MULTIVARIANTE ¥

La quimica analitica cada vez hace mayor uso de técnicas quimiométricas, las cuales se basan en
el tratamiento matemiético de datos. De las técnicas mas empleadas por los espectroscopistas se
encuentran el uso de las derivadas para el procesamiento de sefiales espectrales y la calibracién
multivariante en sus diferentes métodos de andlisis:

Regreston lineal miiltiple (RLM)}.

Minimos cuadrados clasicos (MCC).
Minimos cuadrados inversos (MCI).
Anélisis del componente principal (ACP).
Regresidn del componente principal (RCP):
Minimos cuadrados parciales (MCP).

Los métodos de analisis automatizados facilitan la obtencion de grandes cantidades de datos. Una
serie de métodos espectroscopicos y cromatogrificos pueden proporcionar datos anatiticos sobre
muchos componentes de una nica muestra. Estas situaciones que miden varias variables para
cada muestra, propotcionan datos multivariantes. En la prediccién miltiple y multivariante, se
utilizan preferentemente modelos en los que la varable independiente, X, es siempre la
predictora ( sefial instrumental o combinacion lineal de varias sefiales instrumentales), tanto en la
etapa de calibracién como en la etapa de prediceién; y la variable dependiente, Y, es siempre la
respuesta (concentracion).
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FUNDAMENTO DE LOS METODOS DE ANALISIS DE MULTICOMPONENTE. ¥

En la calibracion lineal simple es habitual el uso del siguiente método de prediccion:

A=CK Ec. 1

Donde A es la absorbancia a cierta longitud de onda y C y K la concentracion y absortividad del
compoiente, respectivamente. Esto implica que es posible conocer la concentracidén de cualquier
especie (si el estudio esti libre de interferencias) tras medir simplemente la absorbancia de una
muestra de concentracién conocida y deducir la adsortividad, para usarla en cualquier célculo
posteriof.

Si la mezcla contiene dos componentes, es postble establecer dos ecuaciones:

A =C K +E Ec?2

A=C K+ B Ec3
Donde A, y A; son las absorbancias a dos longitudes de onda, K, y K; son los coeficientes de
absortividad de los dos componentes a esas longitudes de onda, E, y E; son los errores residuales
obtenidos a partir de la linea ajustada por minimos cuadrados. Mientras la absorbancias de un
componente no interfiera con el otro es posible dar solucién en forma simultinea.
Si existe interferencia entre los dos componentes dentro del mismo espectro (bandas solapadas).
Entonces se tendrian dos ecuaciones.

A =C Ky + Cr Kq +E,; Ec. 4
A=C K2 + Ci K +E3 Ec 5

La solucién de estas ecuaciones seria en forma simultinea aunque se convertiria en algo tedioso.

-10-




Capitule I Generalidades

Otra forma de dar solucitn al sistema de ecuaciones simultineamente es con el uso de sistemas
matriciales que se pueden resolver por computadora, quedando expresadas as:

Awp = Com Kmp) tEqp Ec6

Siendo n el nitmero de disohiciones patrdn, p el nimero de valores de longitudes de onda y m el

nimero de componentes.

Teniendo dos componentes a dos longitudes de onda se tendrian las sigulentes ecuaciones.

Espectro # 1
An=CuKuy+ceKu+E, Ec7?
Ap=Ci Kz +Ci: Kn tE); Ec 8

Espectro # 2
An=CnKn+caKay+Ey Ec9
A= Clz Kiz+ C]g Kp +E]2 Ec 10

Y en nofacién matricial se tendria

A=CK+E

Con el uso de un paquete estadistico que maneje el dlgebra matricial es fécil encontrar solucién a
las expresiones, la matriz X, la cual se utiliza en la prediccién de muestras problema.

-11 -
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MATRIZ DE DATOS DE LA CALIBRACION

En calibracion multivariante; la matriz se divide en dos bloques: el bloque X, con m variables
que se usan como predictoras, y el bloque Y, que debe incluir tantas variables respuesta como
fuentes de variancias significativas e independientes influyan sobre las variables del bloque X.

Cualquier serie de medidas instrumentales se puede utilizar como variables del bleque X, si bien,
con frecuencia, se trata de sefiales generadas por los instrumentos a distintas longitudes de onda
(espectroscopia), a distintos tiempos crecientes (cromatografia), o en general, a distintos valores
de la variable de barrido instrumental. Para cada valor de la variable de barrido se tiene una
variable predictora, x;. Bl

Por otra parte, cualquier fuente de variancia o factor subyacente se puede utilizar como respuesta,
ya se trate de concentraciones de analitos o de interferencias, o de ofros factores que influyen
sobre las sefiales instrmentales.

La matriz esti también partida en dos bloques de objetos: El conjunto de calibrado, ceatiene »
estandares, siendo # igual 0 mayor que el nimero de respuestas. Y el de muestras problema, sin
limitacién en el nimeto de objetos. En esta etapa de calibracidn se establecen las variables que
deben incluirse en el bloque X (de variables predictoras) y bloque Y (respuestas). Se disefia la
composicion de los estindares y su preparacion de acuerdo con el disefio previsto, se realiza fa
medida de las variables y se establece el modelo de prediccién. *)

-12-
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CONJUNTO DE ESTANDARES DE CALIBRACION /!

Para construir un modelo de prediccion multiple y multivariante se deben cumplir las siguientes

condiciones.

> El bloque Y contiene tantas variables como fuentes de variancia relevantes influyen sobre
el bloque X. asi, por ejemplo, si el bloque X con tiene tres fuentes de variancia, el bloque
Y se debe disefiar incluyendo al menos tres variables.

> Las variables del bloque X, ¢ un subconjunto seleccionado de entre las mismas, contienen
variancia correlacionada con todas y cada una de las variables del bloque Y.

> Las vanables del bloque X, o al menos las del subconjunto seleccionado, estin poco
correlacionadas entre si.

> El conjunto de estindares de calibracion se ha disefiado de modo que las variables del
bloque Y no estin correlacionadas entre si, y ademas, cubren de modo satisfactorio sus
respectivos intervalos de calibracion.

ALGORITMO DEL MODELO DE MINIMOS CUADRADOS PARCIALES ¥

El algoritmo de MCP utilizado en el desarrollo de este trabajo fue el que establecié Haaland. Que
consta de dos etapas

Etapa de calibracién.

Etapa de prediccidn.

13-
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CALIBRACION:

En esta etapa se relacionan las absorbancias obtenidas a diferentes longitdes de onda y la
concentracion del componente de interés s¢ estima a partir de uvn conjunto de estindares de
soluciones de referencia que presentan las combinaciones posibles de los componentes de la
mezcla. Y de acverdo al algoritmo de MCP establecido por Haaland D. **) Se obtienen las
expresiones matrictales compuestas por valores de absorbancias a diferentes longitudes de onda,
dispuestas en columnas para cada longitud de onda y en filas para cada solucién conteniendo la

mezcla de los componentes a analizar,

Un aspecto importante en la etapa de calibracién es el disefio del conjunto de soluciones patron a
partir de las cuales se obtienen el nimero de soluciones para la matriz, las soluciones deben ser
representativas de las diferentes composiciones de las muestras.

PASO |: Pretratamiento de datos, centrar A y C. Las matrices centradas sustituyen en las
operaciones a las de los datos originales.

PASO 2
Formaci6n del vector de peso (Wh') o de ponderacién.

A=c Wh'+Ea
Wh'= (A’ c)/e’c

Estc paso de MCP se ejecuta asumiendo que se conoce la conceniracién de uno del los
componentes de fa muestra analitica. Ya obtenidos los valores de (Wh) se normalizan dividiendo
los valores de Wh entre el primer valor del vector.

-14-
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PASO 3
Vector cargador latente (th).

A =th Wh’ +Ea

th=A Wh

El vector tl representa la intensidad o cantidad del primer vector de peso en las muestras de

calibracion.

PASO 4

Se presenta una relacién entre el vector marcador y las concentraciones.

C=Vtth+ec
Vi=(th’c)/th th

El vector marcador puede ser relacionado con las concentraciones usando la regresidn de
minimos cuadrados lineal.

PASOS
Formacién del vector de carga.

A=thbh’ +Ea
Bh=A’th/th’ th

El vector b1 explica ta mAxima variancia en el espectro de caltbracién.

.15 -
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PASO 6
Céleulo de los residualesen A y ¢

Ea=A -thbk’
Concentracion residual ec=c— Vhth

PASO 7
Aumentar h (el mimero de cdlculos del algoritme), sustituyendo Ea para A y ec para c en ¢l paso
2, realizar las repeticiones necesarias hasta obtener un modelo adecuado.

PREDICCION:

Es esta etapa se utiliza para encontrar concentraciones de muesiras desconocidas mediante el uso
de los datos obtenidos en la calibracion. Para cada muestra se obtiene un vector con absorbancias
obtenidas a cada longitud de onda.

PASO |
Se centra “a” usando los datos de la calibracién, o se obtiene el valor medio de la calibracin de

cada valor espectral.

PASO 2
Se calcula la variable latente th
th=a Wh’

-16 -




Capitulo I: Generalidades
e e —
PASO 3
Se calcula la concentracion
Ch=cqo +vtth

PASO 4
Se calcula los residuales de absorbancia.
ch=¢e,, —bhth

PASO 5

Incrementar h, sustituir eh por “a” y repetir el paso 2 hasta que se a complete el niimero de h
utilizadas en la calibracion.
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SELECCION DEL NUMERO OPTIMO DE FACTORES M

El método que permite establecer el nimero 6ptimo de factores es la aplicacién de SCERP
(suma de cuadrados de los emores residuales de prediccién). En este método se utiliza la
validacién cruzada y se aplica fa formula;

SCERP =) (Cies — Cirea )®

i=1i

Donde n es el niimero de muestras de la calibracién, Ci real €s la concentracion real y Cigs es la
concentracion estimada al utilizar la validacién cruzada.

Los valores de SCERP son el indicativo de qué tan bien se estin estimando las sohuciopes patrén
con cada niamero de repeticiones de los calculos del algoritmo de MCP, en una grafica tipica de
SCERP en funcién del nimero de repeticiones se observa que conforme aumenta el nimero de
repeticiones de los cdlculos en el algoritmo disminuye el error de la prediccion (ver figura 2).

8.00E-01
7.00E-01 4
8 6.00E-01 «
§ 5.00E-01 «
2 4.00E-014 _
S 3.00E01 Factor dpme
s 2.00E-01 < /
1.00E-01 « :
0.00E+00 y g ”
¢] 5 10 15 20
NUMERO DE REPETICIONES
——NAPROXENO

Figura 2. Gréfico del valor de SCREP. En funcitn del nimero de repeticiones.
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DETECCION DE LAS MUESTRAS DESECHABLES ™

Las muestras desechables son soluciones que presentan una diferencia considerable entre el valor
de la concentracion estimada y su respectiva concentracién esperada (residuos de la
concentracion) en comparaci6n con las soluciones pertenecientes a la calibracién. Una o varias de
las soluciones de la calibracion pueden presentar valores incorrectos, esto debido a mala
preparacion o errores en la manipulacién.
Una forma para detectar muestras desechables es la utilizacion de la validacién cruzada. Asi, tras
elegir el nimero 6ptimo de repeticiones, cada una de las muestras se separa del resto de las
soluciones de la calibracién para posteriormente predecir la concentracion de la muestra. que
quedd fuera. Tras repetir este procedimiento a todas las soluciones de la calibracion, se puede
determinar el porcentaje de desviacion de la concentracién estimada con respecto a su
concentracion real:

((Cest —Creat) / Crer X 100

De esta forma se puede determinar si una o mas de las soluciones de la calibracién son
desechables, se debe obtener un grifico como el descrito en la figura 3. En este por ejemplo se
observa que la solucion 6 esta por arriba del 2%, por lo que es desechable.

25
2 »
1.5 4 .
1 <
0.5« > L
* L ]

054 ¢ 2
-1 4 *
-1.54
2
-2.5

% DESVIACION
o

NUMERO DE SOLUCIONES

Figura 3. Grifico de porcentaje de desviacién de cada solucidn de la calibracion.
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PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL

En el planteamiento de este trabajo se considerd el demostrar que el método de MCP es aplicable
a ruestras en las cuales los componentes que acompaiian al analito son desconocidos. Esto desde
el punto de vista experimental se hizo trabajando inicialmente con muestras de suspensién
comerciales.

De acuerdo con el esquema descrito (Pdg. 22), se plantedé como problema cuantificar al
Naproxeno, contenido en las suspensiones iniciando por evaluar las caracteristicas de la muestra
(color, sabor, etc.). Enseguida se procedit a realizar barridos con la muestra de suspensién

De acuerdo con los resultades, se selecciond el medio de dilucién adecuado para proceder a
efectuar ensayos cuantitativos y establecimiento de las condiciones de calibracion.
Posteriormente, de acuerdo a los resultados de los ensayos se determind si cumplian o no con los
criterios de precision y exactitud.

Si se cumplia, se realiza el andlisis de resultados y se concluia.

S8i no se cumple, se busca un nuevo medio de dilucién -

En esta forma se condujo toda la parte experimental en busca de tas condiciones adecuadas de
andlisis para la cuantificar y de acuerdo con el objetivo planteado.

Posteriormente se obtuvo de la industria IM BRULUART un placebo de la suspension de
Naproxeno que ellos producen y se siguié con la misma rutina.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

OBJETIVOS

X

r

ETAPA DE EXPLORACION DEL
METODO
BARRIDOS EN DIFERENTES MEDIOS
ALCALINO (0.1N), ACIDO (0.1N), BUFER,
METANOL.

SELECCION DEL MEDIO SELECCI(')N DE LA
DE DILUCION REGION ESPECTRAL
F 3
NO
Si 3 -
DISMINUCION DE LA CURVA DE CALIBRACION
INTERFERENCIA
¥
EVALUACION DE
ENSAYOS
NO CUMPLEN Si CUMPLEN
¥
ANALISIS DE
RESULTADOS
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REACTIVOS, EQUIPOS Y SOFTWARES UTILIZADOS

SUSTANCIA DONADOR/PROVEEDOR No. DE LOTE
Hidréxido de sodio. J.T Baker 044103
Acido clorhidrico. Técnica Quimica 03H8532
Acido acético. Quimica Mayer 50-A95
Acetato de sodio. J.T Baker RO-AQ9
Metanol. LEM. Farmacia 36-MT023
Bifer de fosfatos pH 8.0. LM. Bruluart S A R.A 412
Naproxeno. Estandar LM. Bruluart S A NA 3326
Naproxeno materia prima. LM. Bruluart S.A MP31249
Vehiculo placebo de LM. Bruluart S.A DA36311-P01
suspension.

INSTRUMENTOS Y EQUIPO.

EQUIPO MARCA No. INVENTARIO
Balanza Analitica Chaus, modelo plus 1581170
Espectrofotémetro. Varian, modelo Cary E13 95031303
Computadora Pentium 3 Epsilon A-TREND. 1969861
Purificador de agua Rios 5 Millipore 1592150
Sistema de purificacién Milli-Q plus Millipore 1587776
Centrifuga Damon/lec 10465
Vortex Scienttfic Industries 348324
SOFTWARES

El tratamiento de datos fue realizado con el programa estadistico ISHEJA INC !9 Versién 1.0
soportado en ambiente Windows 98 (el cual utiliza el algoritmo establecide por Haaland), y el
Programa Excel de la paqueteria de Microsoft Office.
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RECOPILACION DE DATOS

Los datos son recopilados de las soluciones estandar y de las muestras leyendo las soluciones a
las diferentes longitudes de onda establecidas, como se muestra en 1a tabla 1, primero se leen las
soluciones estindar que conforman la matriz de calibracién; en segunda instancia se obtienen las
lecturas de las muestras problema que van hacer estimadas dentro de la curva de calibracidn.
Estas lecturas son copiadas del software del espectrofotdmetro Cary y ondenadas en el programa
excel, las absorbancias son copiadas y pegadas en el programa ISHEJA, el cual establece el
algoritmo descrito por Haaland® dando los resuhtados de la curva de calibracion tomando en
cuenta todos los criterios establecidos como son, el nmimero de la SCERP, las muestras
desechables y los pardmetros estadisticos de regresién. Y después se estiman las muestras
problema en el programa obteniendo las concentraciones de las soluciones.

Tabla 1. Matriz de datos. Absorbancias obtenidas a n longitudes de onda y p sohuciones estindar.

longitnddeonda | L, L, Ls Ly Ls Longitud n
(nm) | (240) | (239) | (235) | (230) | (228)

Solucidn estindar
C, LiCi | LGy | LG LiCy LsC, L.C
C; LiC; | LG | LGy L | LsGC L.Cy
Cs LiCs
Ca LiCy

Cp LiC, . . } . L.C,
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MATERIALES Y METODOS

Material de vidrio.

Matraces volumétnicos de 25ml

Matraces volumétricos de50ml.

Matraces volumétricos de 100ml.

Matraces volumétncos de 200ml.

Matraces volumétncos de 1000ml.

Pipetas graduadas de 5 y 10ml.

Pipetas volumétricas de 1 a 10ml

Vasos de precipitados de 50, 100, 250 y 500ml
Agitador de vidrio.

ETAPA I EXPLORACION

Inicialmente se realizaron barridos de Naproxeno SR y de la muestra de suspension, en diferentes
medios de dilucidn, (bifer de fosfatos pH 8.0, dcido clorhidrico 0.1N, metanol e hidroxido de
sodio 0.IN). Los graficos se compararon con el fin de determinar el medio de dilucidén mias
adecuado. Los barridos se efectuaron en el intervalo espectral de 249 a 350nm. Dando como
resultado los espectros de absorcién que muestran las caracteristicas que presenta el Naproxeno
en las diferentes sohuciones. Para establecer €l medio de dilucién adecuado se tomaron en cuenta
las caracteristicas del medio bajo los siguientes criterios: que el analito estuviera en solucion,
que presentara el menor tiempo en disolverlo, que el medio de dilucién fuera estable y facil de

preparar.
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GRAFICOS DE NAP ESTANDAR Y SUSPENSION EN DIFERENTES
MEDIOS DE DILUCION.

BARRIDOS DE NAP EN BUFER DE FOSFATOS pH 8 A 20 mcg/mL
06

05+
LLY
a3

024

ABSORBANCIA

0.1+

248 258 268 278 283 298 308 318
LONGITUD DE ONDA ne
—e—SUSPENSION —o—ESTANDAR NAP

Figura 4. Barridos de NAP en suspension y NAP SR 2 una coocentracitn de (20 mcg/mL} en medios de dilucién
bitfer de fostatos pH 8.0. En el intervalo espectral de 248- 320nm.

BARRIDOS DE NAP EN HCL 0.1N A 20 mocg/ml

05
0.45 4

04
0.35 4

038 o
0254

02+
0.154

0.1+
0.054

ABSORBANCIA

o L v L L g L

248 258 268 278 288 298 308 318
LONGITUD DE ONDA nm

—e— SUSPENSION —s—ESTANDAR NAP

Figura 5. Barados de NAP en suspensitn y NAP SR a (20 mcg/mL), en medio de dilucidn dcido clorhidrico 0.1N.
En el intervalo espectral de 248- 320nm.
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BARRIDOS DE NAP EN METANOL A 20 mcg/mL

06

ABSORBANCIA

248 258 8 s 288 238 8 318

LONGITUD DE ONDA nm
—e— SUSPENSION —o—ESTANDAR DE NAP

Figura 6. Bamridos de NAP en suspensién y NAP SR (20mcg/mL), en el medio de dilucién metanol En el
intervalo espectral de 248- 320nm.

BARRIDOS DE NAP EN HIDROXIDO DE SODIO 0.1N A 20mcg/mlL
06

ABSORBANCIA

248 258 268 278 288 298 308 318
LOKNGITUD DE ONDA nm
——SUSPENSION —e—ESTANDAR NAP

Figura 7. Barridos de NAP en suspensito y NAP SR a (20mcg/mL), en Hidroxido de sodio 0.IN. En el intervalo
espectral de 248- 320nm.
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En las figuras 4, 5, 6 y 7 se observan los espectros realizados en los diferentes medios de dilucién
para la muestras de suspensién de Naproxeno y estindar de Naproxeno. Como se observa en la
figura 4, al wsar bifer de fosfatos a pH 8.0 se presenta un incremento de absorbancia muy
marcado debido a la presencia de los excipientes en toda la region espectral comprendida de 248
a 320nm; es posible que parte de los excipientes estén en solucion y presenten absorbancta en la
toda la regién del espectro.

En la figura 5, se muestra el espectro obtenido al usar acido clorhidrico 0.1N, e! cual muestra que
algunos de los excipientes presentan absorbancia en la regién espectral comprendida de 248 a
280 y en el resto del espectro se observa un comportamiento en el que los espectros se solapan;
esto es un indicativo de que los excipientes no presentan absorbancia en el resto de la region
espectral y que la sefial estd dada por el analito.

En espectro mostrado en la figura 6 se obtuvo al utilizar como medio de dilucién metanol. En
este grafico se muestra un comportamiento similar al del medio 4acida, pero el aumento en la
absorbancia de los excipientes se presenta a mayores longitudes de onda que van desde 248 a
290 y el resto del espectro no presenta un incremento muy marcado en la absorbancia.

En la figura 7 se muestra el comportamiento espectral que presento la muestra de Naproxeno en
suspension y el NAP estandar dando un incremento en la absorbancia para la suspension de NAP,
y ésta se encuentra en toda la regién del espectro, por lo que existe 1a posibilidad de interferencia
por parte de los excipientes de la suspensién. En este medio es posible establecer que gran parte
de los excipientes de la formulacién estin en solucién y que estos excipientes presentan
absorbancia en la misma region del espectro.

Para establecer si el método de minimos cuadrados parciales (MCP), es aplicable en la
cuantificacion de Naproxeno se decidid que el medio adecuado para el andlisis y desarrollo del
método fuera medio alcalino (hidroxido de sodio 0.1N), ya que el medio alcalino es facil de

preparar, es econdmico, y mas estable que [as otras soluciones.
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ADITIVIDAD E INTERFERENCIA

Para determinar las posibles interferencias que pueden presentar los excipientes en el método, se
obtuvo un espectro de absorcién para los excipientes, en una region espectral de 248 a 350.

ABSORBANCIA

LONGITUD DE ONDA {nm)

—e— Suspension NAP —8— Estandar NAP —e— Excipientes

Figua 8. Espectros de absorcion obtenidos a 50mcg/mL para la suspensién de Naproxeno ({A), Naproxeno
estindar (B) y los excipientes de la formulacidn { C ), en un mtervalo espectral de 248 a 350nm en medio alcalino
(sohicién de Hidroxido de sodio 0.1N).

En la figura 8. Se muestra el grifico obtenido de la muestra de suspensitn, de estindar de
Naproxeno y de los excipientes de la formulacién. Como se ve, hay interferencia ocasionada por
parte de los excipientes en gran parte de la region espectral, 1o que indica que pran cantidad de
los excipientes presenta propiedades de absorcion.
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PROCEDIMIENTO DE ANALISIS REALIZADO PARA EL DESARROLLO DEL
METODO.

SELECCION DE LA REGION ESPECTRAL PARA LA CUANTIFICACION DE
NAPROXENO.

En el método de matrices para MCP la eleccion de las longitudes de onda en el espectro es
importante, para realizar las lecturas espectrofotométricas de las muestras, y que su tratamiento
matemdtico sea el mds adecuado. Se sugirieron 23 longitudes de onda tomando en cuenta algunos
puntos de inflexién, como maximos, mimmos y hombros marcados con flechas en el espectro
puro para el analito de interés (NAP), que son lo mds representativos, { ver figura abajo).

ABSORBANCIA
o o
e =

e
u
»

o
)

248 268 288 308 328 348
LONGITUD DE ONDA nm

—8— ESTANDAR DE NAPROXENO A 50 mog/mlL

Figura 9. Grafico del espectro puro para el estindar de Naproxeno a (50mcg/mL), en un intervalo espectral de 248
a 350nm con |a sobecitn de Hidrdxido de sodio 0.1N.
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De acuerdo con lo anterior y al barmido de Naproxeno mostrado en la figura 9, se eligieron las
longitudes de onda donde se encuentran los rasgos caracteristicos del analito, estas longitudes de
onda se encuentran dentro del intervalo espectral de 248 a 340, mostrado con las flechas en el
grifico, utilizando las siguientes longitudes de onda para el andlisis (339, 335, 333, 330, 327,
325,290, 285, 284, 281, 280, 277, 275,272, 270, 269, 267, 261, 258, 256, 254, 249, 242nm).

ELECCION DE LAS SOLUCIONES PATRON

Para establecer las soluciones que conformardn la matriz de calibracion, se construyé una curva
de calibracién en la cual se prepararon 15 concentraciones de estandar de NAP, obtenidas a partir
de una solucién stock, las soluciones sé leyeron a las 23 longitudes de onda establecidas.
Posteriormente se¢ determind el nimero de factores 6ptimo con los datos estandarizados y se
realiz6 el grifico de valores del SCERP contra nilmero de factores mostrado en la figura 10. A
continuacion se evalud la capacidad de prediecién del modelo de minimos cuadrados parciales
(MCP), con el uso de la validacién cruzada y se realizaron graficos de concentracién real en
funcién de la concentracion estimada (figura 11).

1.20E+01
1.00E+01 «
o
E 8.00E+00 4
L8]
® i
B 6.00E+00 « i.
5 # Factores 6ptimos
< 4.00E+00 <
>
2.00E+00 + / i
0.00E+00 T n " '
0 5 10 15 20
NUMERO DE REPETICICNES
—o— NAPROXENO

Figura 10. Gréfice del valor de SCERP en funcién del nimero de repeticiones.
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En la figura 10 se observa el grifico obtenido de la SCERP. Con él se obtiene el niimero de
repeticiores a utilizar en el método de MCP para establecer la capacidad predictiva en las
soluciones estindar y los ensayos de suspensién. El nimero de repeticiones que se utiliz6 en la
estimaci6n fue el factor de 4, ya que presenta mejor estimacion en la curva de calibracién.

Tabla t. Resultades de las soluciones estindar de Naproxeno que conforman la matriz de calibracion.

Solucién Concentracién Concentracion real de Porcentaje de
Estindar Estimada de NAP (mcg/mlL) NAP (mcg/mL) Desviacion
1 34.512 34.504 0.02%
2 17.3451 17.252 -0.54%
3 51.6986 51.756 0.11%
4 17.2317 17.252 0.12%
5 H4.4454 34.504 0.17%%
6 51.7091 51.756 0.09%
7 86.261 86.26 0.00%%
g 51.9143 51.756 0.31%
9 17.2342 17.252 0.10%
10 34.4404 34.504 0.18%
11 86.2578 86.26 0.00%
i2 - 69.0119 69.008 0.01%
13 86.2491 86.26 0.01%
14 69.0174 69.008 0.01%
15 69.012 69.008 -0.01%

En la tabla 1, se¢ presentan los resultados obtenidos en la curva de calibracién, utilizando el factor
de 4 obtenido en la figura 10. Con él se evalut la capacidad predictiva de la curva de calibrado.
Esta capacidad de prediccion se establecid calculando el porcentaje de desviacion entre las
concentraciones con la siguiente relacién (CONC. ESTIMADA - CONC. REALYCONC.
REAL*100. Los valores de porcentaje estuvieron por debajo del 2%. Para establecer la
validacidon cruzada se realizé un grafico, de concentracién estimada en funcién de la
concentracién real (Figura 11), y también se establece que estas concentraciones presentan
linealidad mostrado con los parametros estadisticos del gréfico.
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Figura 11. Gréfico de concentracion estimada en funcién de la coocentracion real de Naproxeno (NAP), apticando of
método de minimos cuadrados parciales.

ENSAYO

1. Agitar Ia suspensién y pesar de ella en un vaso de precipitado de 100mL el equivalente a
la cantidad de 125mg de Naproxeno en una balanza analitica.

2. Adicionar aproximadamente 30mL de ia solucién de hidréxido de sodio al vaso de
precipitados.

3. Agitar manualmente con una varilla de vidrio hasta una completa disolucién.

4. Verter el contenide a un matraz votumétrico de 100mL, enjuagar 3 veces el vaso de
precipitado con 10mL de la solucién de hidréxido de sodio y verter el contenido al matraz
volumétrico. -

5. Llevar a la marca de aforo con la solucién de hidroxido de sodio.
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6. Filtrar la solucion con un papel filiro marca watman No. 42.

7. Tomar con una pipeta volumétrica de 2mL de la solucidn filirada y verter su contenido en
un matraz volumétrico de S0mL.

8. Lievar a la marca de aforo con la solucidn de hidréxido de sodio.

9. Tomar las lecturas de absorbancia cotresporndientes en el espectrofotémetro Cary a: 339,
335, 333, 330, 327, 325, 290, 285, 284, 281, 2806, 277, 275, 272, 270, 269, 267, 261, 258,
256, 254, 249, 242nm.

CONDICIONES FINALES DE ANALISIS

1. Las muestras analizadas deben estar en medios de dilucion de hidréxido de sodio 0.IN

2. En cada ensayo, se deben preparar 15 soluciones estindar que conforman la matniz de
calibracion.

3. Las soluciones estiAndar y muestras del andlisis deben leerse a las longitudes de onda de
339, 335, 333, 330, 327, 325, 290, 285, 284, 281, 280, 277, 275, 272, 270, 269, 267, 261,
258, 256, 254, 249, 242nm.
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SISTEMA DE CALIBRACION

1. Pesar en un vaso de precipitado de }00mL la cantidad aproximada de 40mg de Naproxeno
estandar en una balanza analitica.

2. Adicionar al vaso la cantidad de 40mL de la solucién de hidroxido de sodio, agitar
manualmente con una varilla de vidro hasta la completa disolucién.

3. Transvasar la solucidn a un matraz volumétrico de 100ml.

4. Enjuagar 3 veces el vase de precipitado con la cantidad aproximada a 20mL de la
solucién de hidréxido de sodio y transferir el contenido al matraz volumétrico de 100mL.

5. Llevar a la marca de aforo con la solucién de hidréxido de sodio (Solucién stock).

Tomar con una pipeta volurnétrica de ImL de la solucién stock, y transferir el contenido a un
matraz volumétrico de 25mL. Llevar a la marca de aforo con la solucion de hidréxido de sodio
(solucién 1).

Tomar con una pipeta volumétrica de 2mL de la solucién stock, y transferir su contenido a un
matraz volumétrico de 25mL, llevar a la marca de aforo con la sohicion de hidrdxido de sodio
{solucibn 2).

Tomar con una pipeta volumétrica de 3mL de la solucién stock y transferir el contenido a un
matraz volumétrico de 25mL, llevar a la marca de aforo con la solucién de hidréxido de sodio
(solaciom 3).

Tomar con una pipeta volumétrica de 4mL de la solucién stock y transferir su contenido a un
matraz vohumétrico de 25mL, llevar a la marca de aforo con la solucién de hidroxido de sodio
(solucién 4).

Tomar con un pipeta volumétiica de SmL de la solucién stock y transferir su contenido a un
matraz volumétrico de 25mL, llevar a la marca de aforo con Ia solucién de hidréxido de sodio
(solucién 5).

Preparar las soluciones de la 1 a la 5 por triplicado ¥ Tomar las lecturas correspondientes en el
espectrofotémetro Cary a: 339, 335, 333, 330, 327, 325, 290, 285, 284, 281, 280, 277, 275, 272,
270, 269, 267, 261, 258, 256, 254, 249, 242nm.
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EVALUACION DE LOS ENSAYOS

Para evaluar si el método de MCP, puede ser capaz de predecir la concentracion de Naproxeno
en las muestras de suspensién, se realizaron por sextuplicado placebos cargados a una
concentracion de 125mg/SmL de suspensién. Con esto se puede determinar si el método da una
estimacion adecuada.

Tabla 3. Resultados de los ensayos.

Placebos Concentracién Estimada de Concentracion Real Porcentaje

cargados NAP(mcg/mL) NAP(mcg/mL) Desviacion
1 39.3165 49.84 -21.11%
2 40.5397 49.892 -18.75%
3 39.9147 49.828 -19.90%
4 41.0454 49.828 -17.63%
5 39.3658 49.792 -20.94%
6 40.009 49.8228 -19.70%

BLANCO -8.4146

Tabla 4. Resultados de los ensayos.

Ensayos Concentracién Estimada Concentracién Real Porcentaje de
NAP (mcg/ml) NAP (mcg/mL) desviacion
1 40.5664 50.09% -19.023%
2 45.3245 50.68 -10.567%
3 43.9286 50.036 -12.206%
4 43.662 50.048 -12.760%
5 44.1655 50.348 -12.280%
6 42.7791 50.244 -14.857%
BLANCO -5.6993

Como se establece en la tabla 3 v 4 el método de minimos cuadrados parciales no es capaz de
hacer una estimacién adecuada de los ensayos, obteniéndose porcentajes de desviacidn elevados,
ya que tenemos en cuenta que las especies quimicas contenidas en la formulacién presentan
absorbancia. Esto mostrado en Ia figura &, por lo que la interferencia es muy amplia, ¥ se tiene

que aplicar una nueva forma de analisis.
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CURVA DE CALIBRACION MODELADA

Ya que la curva de calibracion anterior no mostraba un comportamiento predictivo adecuado se
establecit que era posible que los excipientes no permitieran la estimacion en las muestras, por lo
que se tratd de adictonar a la matniz de calibracién nueva informacion referente a las muestras, de
esta forma se implementé una modalidad que fue la incorporacion de los excipientes de la
suspension, por lo que se realizé un stock de excipientes, y se adiciond en cada una de las
solucion de [a curva. Estableciéndose lo que denominamos curva de calibracion modelada.
(Diggrama de flgjo I).

El proposito de la curva modelada es determinar si incorporando los efectos interferentes
ocasionados por parte de los excipientes es posible que la curva pueda realizar una estimacion
satisfactoria sin la necesidad de manipular excesivamente la muestra.

DIAGRAMA DE FLUJO 1: CURVA DE CALIBRACION MODELADA.

.. . . Solucién Stock de
[ 4 m (Procedimiento 7}

A||B||C||D]||E ||V

L Lo [oos [om | om
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CURVA DE CALIBRACION MODULADA:

1. Tomar con una pipeta volumétrica, ImL de la solucién stock (procedimiento 7), y
transferir el contenido a un matraz volumétrico de 25ml.; tomar con una pipeta
graduada, 1mi de la solucibn A EXC (procedimiento 8), y verter su contenido al
mismo matraz volumétrico de 25mL. Llevar a la marca de aforo con la solucién de
hidréxido de sodio (solucién 1).

2. Tomar con una pipeta volumétrica, 2mL de la solucién stock (procedimiento 7), y
transferir su contenido a un matraz volumétrico de 25mL; tomar con una pipeta
graduada, 1ml de la solucién A EXC (procedimiento 8), y verter su contenido al
mismo matraz voluméirico de 25ml. Llevar a la marca de aforo con la solucion de
hidroxido de sodio (solucién 2).

3. Tomar con una pipeta volumétrica de 3mL de la solucién stock (procedimiento 7), y
transferir el contenido a un matraz volumétrico de 25mL, tomar con una pipeta
graduada, 1ml de la solucién A EXC (procedimiento 8), y verter su contenido al
mismo matraz volumétrico de 25mL. Llevar a la marca de aforo con la solucida d.
hidréxido de sodio (solucién 3).

4. Tomar con una pipeta volumétrica de 4ml de la solucidén stock (procedimiento 7), y
transferir su contenido a un matraz volumétrico de 25ml, tomar con una pipeta
graduada, Iml de la soluecion A EXC (procedimiento 8), y verter su contenido al
mismo matraz volumétrico de 25ml.. Llevar a la marca de aforo con la sohicion de
hidrdxido de sodio (solucibén 4).

5. Tomar con un pipeta volumétrica de SmL de la solucién stock (procedimiento 7), y
transferir su contenido a un matraz volumétrico de 25ml., tomar con una pipeta
graduada, 1ml de la solueién A EXC (procedimiento 8), y verter su contenido al
mismo matraz volumétrico de 25mL. Llevar a la marca de aforo con la solucién de
hidrdxido de sodio (solucién 5).

6. Preparar las soluciones de la 1 a la 5 por duplicado.

7. Efectuar las lecturas de absorbancia correspondientes a las longitudes de onda
establecidas en el espectrofotémetro Cary a: 339, 335, 333, 330, 327, 325, 290, 285,
284,281, 280, 277, 275, 272, 270, 269, 267, 261, 258, 256, 254, 249, 242nm.
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Figura 12. Grafica de valor de SCERP en funcién del nimere de factores. Para la curva de calibracion modelada.

SISTEMA DE CALIBRACION MODELADA

Para establecer la capacidad predictiva de la curva de calibracién modelada se realizo el analisis
de SCERP aplicando el algoritmo establecido, los valores obtenidos se graficaron y se muestran
en la figura 12, obteniéndose el nimero de factores optimo a utilizar que fue el ndimero de 4. Con
este factor se efectud la estimacion de la curva y de los ensayos.

Los resultados de la estimaci6n de la curva se muestran en la tabla 5, donde el mimero wilizado
muestra una estimacitn eficiente ya que los porcentajes de desviacién estén por debajo dei 2 %.
Con los valores obtenidos de la estimacién en la curva se grafican los valores obtenidos de la
concentracion estimada en funcién de la concentracidon real para verificar los pardmetros
estadisticos lo que se conoce como validacion cruzada (figura 13), determinando que se tiene una
tendencia lineal. Este mismo nimero de factores se aplica en la muestras de los placebos
cargados, con el fin de establecer la capacidad predictiva de la curva modelada.
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Tabla 5. Resultades obtenidos de la estimaciin de la curva de calibracion modelada

Solucién Concentracién. Estimada de Concentracidn Real de Porcentaje de
Estandar NAP (mcg/mL) NAP (mcg/mL) Desviacién
1 84.2086 842 0.01%
2 16.864 16.84 0.14%
3 67.2661 67.36 0.14%
4 50.2826 50.52 0.47%
5 83.8402 84.2 0.43%
6 50.4212 50.52 020%
7 17.0494 16.84 -1.24%
8 84.2918 842 0.11%
9 17.0288 16.84 -1.12%
10 67.9788 67.36 0.92%
11 332716 33.68 121%
12 50.6012 50.52 0.16%
13 33.6425 33.68 0.11%
14 67.5357 67.36 0.26%
15 33.5174 33.68 0.48%
100
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Figura !3. Grafico obtenido de la validacién cruzada entre la concentracion real y la concentracién estimada.
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Tabla 6. Resultados obtenidos de los ensayos en la curva de calibracién modelada.

Ensayos Concentracion Estimada | Concentracién Real Porcentzje de
NAP(mcg/mL NAP (mcg/mL) Desviacion

1 44.3458 49.844 -11.03%

2 45.704 49.884 -8.38%

3 46.2142 49.736 -7.08%

4 45.4458 49.928 -8.98%

5 45.5242 50.008 -8.97%

6 45.4328 49.86 -8.88%
BLANCO 1.6156

En la tabla 6 se muestran los resultados obtenidos de la estimacion de 6 placebos cargados
preparados mediante el procedimiento 5 (anexo 1), obteniendo resultados desviados con respecto
del valor real, los porcentaje de desviacion son elevados con lo que podemos determinar que la
curva de calibracion modelada no presenta una buena capacidad predictiva a un modelando los
éxcipientes de la formulacion dentro de la curva de calibracién, por lo que no se puede aplicar
esta modalidad de curva.

Puesto que la modelacion resulta inadecuada para la cuantificacion de Naproxeno en suspensién
se establece verificar en que punto de la imterferencia podemos aplicar el método de minimos
cuadrados parciales, para lo cual se realiza una disminucién de la interferencia.

DISMINUCION DE LA INTERFERENCIA DENTRO DE LOS ENSAYOS:

Uno de los aspectos importantes dentro del analisis era que la interferencia ocasionada por parte
de los excipientes es muy alta y que la prediccion de las muestras no era la adecuada Por lo que
se decidi6 realizar un procedimiento en el que se disminuyeran las especies interferentes en la

muestra.
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MODIFICACION DE LA MUESTRA PARA LOS ENSAYOS.

Se establecid una variacion dentro de los ensayos. Este procedimiento se aplica para retirar gran
parte del los excipientes de la formulacion, y verificar si el método de MCP es aplicable en la
cuantificacion del analito de interés. Se tiene la hipdtesis de que €l mayor agente de interferencia
es el color por lo que con la centrifugacion y decantacion de a muestra se elimina gran parte del
vehiculo de la formulacion (Procedimiento 6; Anexo II}.

DIAGRAMA DE FLUJO 2: PARA EL TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Adicionar SmL de agua
destilada

—~

» Homogeneizacion en el vortex.
» Centrifugar la muestra.
> Separar el vehiculo por decantacion.

Realizar el ensayo.

-43 -




Capitulo Hi: Resultados del Método Analitico

ENSAYO.

1. Adicionar al tubo de plistico la cantidad de Sml de hidréxido de sodio 0.1N, y agitar en el
vortex

2. Verter el contenido a un matraz volumétrico de 100ml, repetir el paso anterior hasta

retirar todo el sélido contenido en el tubo de plastico. y verter el contenido al mismo

matraz volumétrico de 100ml.

Llevar a la marca de aforo con la solucién de hidroxido de sodio 0.1N. (solucién

(78]

problema).

4. Filtrar la solucién anterior con un papel filtro Watman No. 40.

5. Tomar con una pipeta volumétrica de 2ml de la solucion filtrada, y verter su contenido en
un matraz volumétrico de S0ml.

6. Llevar a 1a marca de aforo con la solucién de hidréxido de sodio 0.1N.

7. Realizar del paso 1 al paso 8, por sextuplicado.

8. Tomar las lecturas de absorbancia correspondientes en el especirofotémetro Cary. 339,
335, 333, 330, 327, 325, 290, 285, 284, 281, 280, 277, 275, 272, 270, 269, 267, 261, 258,
256, 254, 249, 242nm.

CALIBRACION.

Se realizd una calibracién tomando en cuenta las concentraciones anteriormente mostradas
‘(pagina 33), la curva de calibrade se sometié al algoritmo correspondiente del método de MCP,
obteniéndose el grafico de SCERP figura 14, dando como resultado la obtencién del nimero de
repeticiones mas adecsado, utilizando el factorde 4.
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Figura 14 Grafico de SCERP obtenido para las soluciones de la curva de calibracion.

En la tabla 7, se observan los resultados obtenidos para la curva de calibracién. Los porcentajes
de desviacién menores al 2% por lo que observa una buena estimacién. Para establecer que los
parametros estadisticos estin dentro de los criterios de aceptacién se realiza un grifico de
validacién cruzada entre la concentracidn estimada en funcion de la concentracién real (figura
15).
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Tabla 7. Resuliados obtemidos de la curva de calibracidn.

Solucién Concentracién Estimada | Concentracién Real Porcentaje
Estndar NAP (mcg/mL) NAP (mcg/mL) De desviacion
i 80.8414 80.76 0.10%
2 162205 16.152 0.42%
3 48.4414 48.456 0.03%
4 64383 64.608 0.35%
5 32.3154 32304 0.04%
6 80.784 80.76 -0.03%
7 48 4846 48.456 -0.06%
g 15.9426 16.152 1.30%
9 48.4459 48.456 0.02%
10 162841 16.152 0.82%
11 64.564 64.608 0.07%
12 80.6529 80.76 0.13%
13 32.2085 32.304 0.30%
14 64.8662 64.608 -0.40%
15 32.4056 32304 -0.31%
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Figura 15. Grafico de regresién de la concentracin estimada en funcién de la concentracion real de la validacion
cruzada
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EVALUACION DE LOS ENSAYOS SIN VEHICULO.

Para establecer la capacidad de prediccién en las muestras se realizan ensayos sin vehiculo,
obteniendo los resultados en la tabla 8, con este procedimiento podemos venficar que la
prediccién es adecuada, ya que se disminuyen en gran parte de los excipientes de la formulacion
que absorben. En la tabla 9 se muestran los porcentajes de recobro obtenidos en los ensayos.
Estos porcentajes se calcularon con el fin de establecer si el método es exacto con la prueba
estadistica de¢ 7 obteniendo un valor de -0.2011 y comparado con el valor de tablas que es de
2.571 podemos concluir que es exacto, pero teniendo en cuenta que ese procedimiento se puede
aplicar si se conoce el comportamiento de la suspension, los sistemas dispersos pueden presentar
un comportamiento diferente entre formulaciones, y este es, que algunos de los excipientes de la
formulacion floten debido a su densidad, por o que el procedimiento no se puede aplicar. Otra
limitante es que las suspensiones contienen surfactantes que facilitan el mojado del activo, s
separamos por centrifugacion y decantacién pudiéramos perder cantidad de analito er el ensayo.
Ya que una parte del analito de interés pudiera disolverse en el vehiculo.

Tabla 8. Resultados obtenidos de los ensayos.

Placebos Concentracién Estimada [ Concentracion Real Porcentaje de
Cargados NAP (mcg/mL) NAP { mcg/mL) Desviacién

1 50.7177 50.52 03%%

2 49.5857 50.46 -1.76%

3 50.1808 50.584 -0.80%

4 49.8751 50.716 -1.69%

5 51.065 50.492 1.12%

6 512641 50.716 1.07%
BLANCO 1.504
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Tabla 9. Porcentaje recuperado de los ensayos.

EVALUACION DEL PORCENTAJE DE INTERFERENCIA DENTRO DE LAS

MUESTRAS.

Para determinar qué porcentaje de vehiculo es el causante de la interferencia, se llevo acabo la
modificacion de las muestras (diagrama de flujo 3). Con esté procedimiento se espera obtener

Cantidad Real mg de NAP |  Cantidad Estimada mg de NAP % Recuperado
1263 126.79425 100.3913302
126.15 123.96425 9826734047
126.46 125.452 9920291001
126.79 124 68775 9834194337
12623 127.6625 101.1348332
126.79 128.16025 101.080724
PROMEDIO 99.73651355
DESVIACION ESTANDAR 1.309886472
cV 131%
VALOR T DE TABLAS 2.571
PRUEBADE T 0201152128

informacién sobre el nivel de interferencia de los excipientes contenidos en la formulacion.
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DIAGRAMA DE FLUJO 3: PARA EL PORCENTAJE DE VEHICULO.

PORCENTAJE DE VEHICULO

b

3

2 mL de vehiculo es e] 25%

4 ml de vehiculo es el 50%

6 mL de vehiculo es el 75%

Realizar 3 ensayos

Realizar 3 ensayos

r

Realizar 3 ensayos

El objetivo de este procedimiento es evaluar algunas caracteristicas del método en el cual se
pueda establecer si reduciendo las especies interferentes es posible dar una estimacién adecuada,

determinar qué tan intensa era la interferencia por parte de los excipientes y verificar si el método
de minimos cuadrados parciales puede cuantificar con esta disminucion, o hasta que grado el
método soportaba la interferencia, con lo que se realizd un analisis con variacién en el porcentaje
de vehiculo dentro del ensayo ( procedimiento 10 Anexo I).

CALIBRACION

Se realizd una curva de calibracién basdndose en las concentraciones ya establecidas (Pag. 33), la
curva contiene 5 concentraciones por triplicado.

Aplicando el algoritmo correspondiente de MCP se obtenemos el niimero de repeticiones optimo
a utilizar durante el andlisis figura 16, obteniendo como nimero de repeticiones adecuado de 3.
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Figora 16. Gréfico de SCERP obiznidos pata ka curva de calibracion.

Tabla 10. Resuttados obtenidos de 1a curva de calibracién.

Solucion Concentracién Concentracion Real Porcentaje de
Estandar Estimada NAP (mcg/mL NAP (mcg/mL) Desviacion
1 64.8603 64.8 -0.09%
2 80.9566 81 0.05%
3 16.0985 162 0.63%
4 64.6395 64.8 025%
5 81.0221 81 -0.03%
6 64.6558 64.8 0.22%
7 32.4442 324 0.14%
8 32.4035 324 0.01%
9 81.0947 81 0.12%
10 48.6527 48.6 -0.11%
11 324104 32.4 -0.03%
12 162921 16.2 0.57%
13 48.6236 48.6 -0.05%
14 16.1347 162 0.40%
15 48.7114 48.6 -0.23%
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En la tabla 10 se muestran los resultados obtenidos de la estimacién de la curva de calibracion
con un nimero de repeticiones de 3, en la cual los porcentajes de desviacién obtenidos estin por
debajo del 2%. Por lo que la estimacién de las concentraciones de la curva son adecuados.
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Figura 17. Grafico de validacidn cruzada enire k3 concentracidn estimada en funcidn de la concentracién real para
Naproxeno.

En la figura 17 se muestra el grafico de linealidad entre los valores de concentracién estimada en
funcién de la concentracion real con lo que se obtiene fos parametros estadisticos para determinar
que estos resultados muestran una tendencia lineal, con un CV menor al 2% y el coeficiente de

comrelacion cercano a 1.
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RESULTADOS DE LOS ENSAYOS.
Se realizaron 3 ensayos a cada porcentaje de vehiculo.

Tabla 11. Resultados obtenidos de las estimaciones de los ensayos a diferente porcemtaje de vehiculo, en
la curva de calibracion.

Concentracién Estimada | Concentracién Real Porcentaje de
Ensayos NAP (mcg/mL}) NAP (mecg/ml) Desviacion
Ensayo 25% 492247 49.936 1.42%
Ensayo 25% 49.0653 49.952 1.38%
Ensayo 25% 49.1738 49.988 1.63%
Ensayo 50% 48.7834 50.328 3.07%
Ensayo 50% 48.0484 49.488 2.91%
Ensayo 50% 48.9144 50.456 3.06%
Ensayo 75% 474111 50.064 5.30%
Ensayo 75% 48.0706 50.344 4.52%
Ensayo 75% 473581 50.216 5.69%

Tabla 12. Resultados de los ensayoes a un nivel de 100% de vehiculo.

Concentracion Estimada | Concentracién Real Porcentaje de
Ensayos NAP (mcg/mL) NAP (mcg/mlL) Desviacion
Ensayo 100% 46.7385 50.44 7.34%
Ensayo 100% 46.8848 45.904 6.05%
Ensayo 100% 46.4491 50.04 7.18%
BLANCO -3.5274

Las tablas 11 y 12 muestran los resultados obtenidos de la estimacion de los ensayos, con la
variacion en los porcentajes de vehiculo, realizados para determinar si con disminucion de la
interferencia es posible una estimacion adecuada, se obtuvo en el 25% de vehiculo una
estimacion satisfactoria en la concentracion de NAP. Siendo lo contrario para los ensayos con
porcentajes de vehiculo de 50,75 y 100% dado que presentaron porcentajes de desviacién por
ammiba del 2% por lo que el método soporta interferencias hasta el nivel de 25% de vehiculo, por
lo tanto se debe de establecer una nueva bisqueda de condiciones para cuantificar el analito sin la

manipulaciéon de la muestra.
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NUEVAS CONDICIONES DE ANALISIS PARA EL DESARROLLO DEL METODO.

En forma experimental se pudo determinar que el método analitico de minimos cuadrados
parciales no es capaz de establecer una adecuada prediccién de las muestras de Naproxeno en
suspension en medio alcalino, por lo que se establece la busqueda de nuevas condiciones que nos
permitan cuantificar sin la manipulacién de la muestra y de una manera més sencilla.

En el ensayo para disolver la muestra se utilizd el medio alcalino (hidréxido de sodio 0.1N), y al
levar a volumen de aforo en la segunda dilucidén se utilizé el medio dcido. De esta forma Se

establecieron nuevas condiciones de andlisis en el ensayo.

BARRIDOS EN MEDIO ACIDO 0.1N HCL. A 50mcgiml

ABSORBANCIA

a v » v

LONGITUD DE ONDA nm
—e— SUSPENSION —=—ESTANDAR NAP ——EXCIPIENTES

Figura 18. Espectro de absorcién de la suspensidn (A), estindar de Naproxeno (B), ¥ de los excipientes de la
formulacion {C).

En la figura 18 se muestra el comportamiento espectral de la muestra de suspension, estandar de
NAP y de los excipientes de la formulacion, en ella se verifica la interaccion de los excipientes
dentro del ensayo. La region del espectro en la que se encuentra la aditividad mas marcada es la
regién comprendida dentro de 248 a 288nm.
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Esta interferencia afecta la estimaci6n del analito de interés, por lo que se optd por utilizar la otra
parte del espectro (region 2), donde la interferencia es menor, en este caso se toman las
longitudes de onda en donde se marcOd como regién 2 (recuadro), obteniendo un grafico mis
especifico de la zona de andlisis.

0.15 4

ABSORBANCIA
Y

01+

L v

20 285 00 305 310 s 20 25 30 35 M40

LONGITUD DE ONDA nm
—e—PLACEB0 CARGADD ~ —B—ESTAMDARNAP  —A—EXCIPEENTES = SUMA TEORICA DE STD NAf

Figura 19. Comportamicato espectral de la suspensién (A), Estindar de Naproxeno (B), y excipientes (C), suma
tedrica de ka Abs del estindar de NAP ¥ los excipicotes (D). En la regitn de] espectro comprendida de 290 a 340nm.

En ia figura 19 se muestra el comportamiento del espectro en la muestra de suspensién, estindar
de NAP y excipientes obtenido de la regién 2 mostrada en el recuadro de la figura 18. En esta
figura se observa que el espectro de Naproxeno estindar, se encuentra por debajo de la muesira
ambas a la misma concentracion (S0mcg/mL), lo que nos indica que una pequefia cantidad de
estindar de Naproxeno estd precipitando recordando que la naturaleza de la molécula de
Naproxeno es 4cida. Esto se determind haciendo un ajuste en las longitudes de onda, si se suma
la absorbancia de los excipientes, a la absorbancia del estandar NAP (trazo D), se tendria igual

magnitud que el espectro de la suspensi6n, en toda la region del espectro, lo que indicaria que el
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e
espectro de la suspension se solaparia con el espectro del estindar de NAP. En el caso de los
excipientes de la formulacion vemos que la interferencia po es muy intensa. Por esta razon
decimos que se esta precipitando el estindar de NAP.

MODIFICACION DE LAS CONCENTRACIONES EN LA CURVA DE CALIBRACION
EN MEDIO ACIDO HCL 0.1N.

Ya que en los barridos mostrados en la figura 19. Se mostraba un comportamiento dismineido en
la absorbancia por parte del estindar de Naproxeno, y al realizar la curva de calibracion a las
concentraciones ya establecidas estas soluciones precipitaban por lo que se establecieron nuevas
concentraciones en la matriz de calibracién, las concentraciones se establecen en 5, 10, 15, 20,
25meg/ml., v la concentracion final del ensayo es de 15meg/ml..

Para obtener la region espectral que se utilizard en el anilisis en medio dcido, se toma el
comportamiento espectral del analito puro solucion ((B) figura 19). Las longitudes de onda que se
utilizardn durante el andlisis estardn dentro del intervalo espectral de 284-340nm, seleccionando
las longitudes de onda con los puntos caracteristicos del espectro puro, estableciendo como
nuevas longitudes de onda. 340, 336, 333, 331, 330, 328, 326, 323, 320, 318, 315, 313, 310, 308,
304, 300, 295, 293, 290, 288, 286, 284nm.
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SISTEMA DE CALIBRACION.

. Tomar con una pipeta volumétrica de 1mL de la solucién stock (procedimiento t1), y
transferir el contenido a un matraz volumétrico de 25mL. Llevar a la marca de aforo con
la solucion de acido clorhidrico 0.1N, (solucion 1).

. Tomar con una pipeta volumétrica de 2ml. de !a solucién stock (procedimiento [1), y
transfenir su contenido a un matraz volumétrico de 25ml., llevar a la marca de aforo con la
solucion de icido clerhidrico 01N, (solucion 2).

. Tomar con una pipeta volumeétrica de 3mE de la solucion stock (procedimiento 11), y
transferir el contenido a un matraz volumétrico de 25ml., llevar a la marca de aforo con la
solucién de cido clorhidrico 0.1N (solucitn 3).

. Tomar con una pipeta volumétrica de 4ml. de la solucién stock (procedimiento 11), y
transferir su contenido a un matraz volumétrico de 25mlL, llevar a la marca de aforo con la
solucién de 4cido clorhidrico 0.1N (solucitn 4).

. Tomar con un pipeta volumétrica de 5SmL de la solucion stock (procedimiento 11), ¥
transferir su contenido a un matraz volumétrico de 25ml, llevar a la marca de aforo con la
solucién de 4cido clorhidrico 0.1N (solucion 5).

. Preparar las soluciones de Ia 1 a la 5 por triplicado.

7. Efectuar las lecturas de absorcién correspondientes a las longitudes de onda establecidas

en el espectrofotometro Cary. 340, 336, 333, 331, 330, 328, 326, 323, 320, 318, 315, 313,
310, 308, 304, 300, 295, 293, 290, 288, 286, 284nm.
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RESULTADOS DEL VALOR DE SCERP EN MEDIO ACIDO.

4. 00E+00 — —
3.50E+00 «
3.00£+00 +
2.50E+00 =
2.00E+0Q0 + |
1.50E+00 < # Factores éptimos |
1.00E+00 < |
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0.00E+00Q Pl i
5
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NUMERO DE FACTORES —o— NAP

Figura 20. Grafico de SCERP en ia curva de calibrado en medio 4cido.

En la figura 20 se obtuvo el grifico de la SCERP con el que se obtuvo el nimero de 9
repeticiones y Aplicando el algoritmo de MCP se realizan las estimaciones de las concentraciones
de la curva de calibracion obteniendo 3 soluciones con valores en el porcentaje de desviacién
mayores al 2% por lo que se retiraron de la curva**! (tabla 13). Con estos resultados se establece
que la capacidad de prediccion es adecuada para el andlisis en medio cido.
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Tabla 13. Resultados de la estimacidn de la curva de calibracion a un factor de 9.

Solucién | Concentracion. Estimada | Concentracién Real |  Porcentaje de

Estandar NAP (mcg/mL) NAP (mcg/mL) Desviacién
1 10.9156 10.912 0.033%
2 21.8227 21.824 0.006%
3 163714 16.368 0.021%
4 163665 16.368 0.009%
5 21.8229 21.824 0.005%
6 10.9126 10.912 0.005%
7 272785 27.28 -0.005%
8 5.4523 5.456 -0.068%
9 272792 27.28 0.003%
10 109113 10.912 -0.006%
1 21.8272 21.824 0.015%
12 16.3679 16.368 0.001%

NUEVO PROCEDIMIENTO DE ENSAYO.

1. Agitar la suspension y pesar de ella en un vaso de precipitado de 100mL el
equivalente a la cantidad de 125mg de Naproxeno en una balanza analitica.

2. Adicionar aproximadamente 30mL de la solucién de hidroxido de sodio al vaso de
precipitados.

3. Agitar manualmente con la varilla vidrio hasta una completa disolucion.

4. Verter el contenido a un matraz volumétrico de 100ml, enjuagar 3 veces el vaso de
precipitado con 10mi de la sohkién de hidroxido de sodio y verter el contenido al
matraz volumétrico y llevar a la marca de aforo con la solucion de hidroxido de sodio.
(solucién PBI).

5. Tomar con una pipeta velumétrica de 6ml de solucién anterior y verter su contenido

en un matraz volumétnico de 50ml.
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6. Llevar a la marca de aforo con la solucion de hidréxido de sodio 0.1N (solucién PB2).
7. Filtrar la solucién PB2 y Tomar con una pipeta volumétrica de SmL de la solucion
filtrada, y verter el contenido en un matraz volumétrico de 50mL.
8. Llevar a volumen de aforo con la solucion de 4cido clorhidrico 0.1N.
9. Realizar del paso 1 al pase 9, por triplicado.
10. Tomar las lecturas de absorcién correspondientes en el espectrofotémetro Cary. 340,
336, 333, 331, 330, 328, 326, 323, 320, 318, 315, 313, 310, 308, 304, 300, 295, 293,
290, 288, 286, 284.

ESTIMACION DE LOS ENSAYOS EN LA CURVA DE CALIBRACION.

Se realizaron tres placebos cargados, en donde el medio de dilucién fue 4cido clorhidrico 0.1N
En la tabla 14. Se muestran los resultados obtenidos de la estimacién de los ensayos utilizando
como medio de dilucién 4cido clorhidrico, en esta estimacion se determiné que el método de
MCP puede dar una estimacién eficiente a una concentracion de 15meg/mL, esto sin la necesidad
de manipular la muestra obteniéndose porcentajes de desviacién menores al 2%. Debido a que se
modificaron las concentraciones de la curva de calibracién y que se disminuy6 la concentracion
final del ensayo se decidi6 la bisqueda de una nueva condicién de andlisis.

Tabla 14. Resultados de los ensayos en medio acido.
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Concentracion. Estimada Concentracién Real Porcentaje de
Ensayos NAP (mcg/ml) NAP (mcg/mL) Desviacion
1 15.1481 14.9136 1.57%
2 15.192 151248 0.44%
3 14.7418 14.8932 -1.02%
BLANCO 0.0893
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EXPLORACION DEL METODO ANALITICO UTILIZANDO COMO MEDIO DE
DILUCION BUFER DE ACETATOS PH 3.9.
Como se pudo determinar en los ensayos anteriores utilizando como medio de dilucidn 4cido se
tiene una estimacion satisfactoria de los placebos cargados, pero como las concentraciones de la
curva de calibracién se modificaron debido a que las concentraciones iniciales de la curva
precipitaban y por esto la concentracitn final del ensayo se modifico a 15meg/mL, se procedi6 a
buscar una nueva condicidn en la que el pH estuviera cercano al valor de pKa del analito que es
de 4.2, por o que se utilizé un bifer de acetatos a pH de 3.9.

Se realizd6 un barrido hactendo uso del ensayo ya establecido diluyendo en medio alcalino y
llevando a volumen de aforo con la solucion bifer de acetatos a un pH de 3.9, obteniéndose el
grifico mostrado en la figura 21. En é1 podemos observar que una parte del espectro en la regidn
comprendida de 248 a 288nm se ve un incremento marcado en la absorbancia por parte de los
excipientes, y de la region espectral de 290 a 345nm la interaccidén es menor por lo que se utiliza
la regién marcada en el recuadro como Z, que es la parte del espectro restante.

18

164

ABSORBANCIA

—a— ESTANDAR NAP —e— SUSPENSION —&— EXCIPIENTE

Figura 21. Espectro de absorcion de estindar de NAP a (50mcg/mL), placebos cargados a (S0mcg/ml) y excipiente,
en el intervalo espectral de 248 a 350nm.
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Para establecer las longitudes de onda que se utilizaran durante el andlisis, se obtiene un grafico
figura 22, tomando en cuenta solo la regitn espectral que estd de 288 a 345nm. Que es la regién
que presenta la menor interferencia, ya que el medio de dilucién a cambiado se estableceran
nuevas longitudes de onda (ver Pag. 28), que se utilizaran durante el andlisis.

0.8+

0.7

08

0.5 4

D.4 o

034

ABSORBANCIA

024

0.1+

283 293 303 313 323 333 343
LONGITUD DE ONDA nm

—=— ESTANDAR NAP —e— SUSPENSION —&— EXCIPIENTE

Figura 22. Espectro de absorcién de esténdar de NAP a (50mcg/mL), placebos cargados a (50meg/mL) y exciptente,
en el irtervalo espectral de 283 a 350nm.

En la figura 16 se muestra banda espectral para la muestra de suspension, estindar de NAP y
excipientes, utilizando como medio de dilucidn la solucién bifer de acetatos pH 3.9, reduciendo
las longitudes de onda de 283 a 350nm, y obteniendo del espectro puro del estindar de NAP las
longitudes de onda que se utilizardn dentro del analisis de MCP, quedando las siguientes
condiciones de analisis:
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» En medio de dilucion es bifer de acetatos pH 3.9.
» Curva de calibracién 5 puntos por triplicado, partiendo de una solucién stock de
400mecg/mL.
» Tomando las lecturas de absorcién a las longitudes de onda de; 349, 338, 335, 333, 330,
328, 326, 325, 323, 321, 320, 318, 316,315, 313, 310, 308, 306, 303, 300, 298, 295, 293,
290, 288, 285, 283nm.

CURVA DE CALIBRACION EN BUFER PH 3.9, COMO MEDIO DE DILUCION.

SISTEMA DE CALIBRACION.

1. Tomear con una pipeta volumétrica de 1ml de Ia solucion stock (procedimiento 12, anexo
IT), y transferir el contenido a un matraz volumétrico de 25ml. Llevar a la marca de aforo
con la sohucion biafer pH 3.9 (solucidn 1).

2. Tomar con una pipeta’volumétrica de 2mli de la sohucidn stock (procedimiento 12, anexo
ID), y transferir su contenido a un matraz volumétrico de 25ml, llevar a la marca de aforo
con la soluctdn biifer pH 3.9 (solucién 2).

3. Tomar con una pipeta volumétrica de 3ml de la solucién stock (procedimiento 12, anexo
M), y transferir el contenido a un matraz voluméttico de 25ml, llevar a la marca de aforo
con la sotucion bufer pH 3.9 (solucién 3).

4. Tomar con una pipeta volumétrica de 4mt de la sohucién stock (procedimiento 12, anexo
II), y transferir su contenido a un matraz volumétrico de 25ml, llevar a la marca de aforo
con la solucion bidfer pH 3.9 (solucién 4)

5. Tomar con un pipeta volumétrica de 5ml de la solucién stock (procedimiento 12, anexo
1D, y transferir su contenido a un matraz volumétrico de 25ml, llevar a 1a marca de aforo
con la solucién bufer pH 3.9 (solucién 5).

6. Preparar las soluciones de la 1 a la 5 por triplicado.
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7. Efectuar las lecturas de absorbancia correspondientes a las longitudes de onda

establecidas en el espectrofotémetro Cary. 340, 338, 335, 333, 330, 328, 326, 325, 323,

321, 320, 318, 316,315, 313, 310, 308, 306, 303, 300, 298, 295, 293, 290, 288, 285,
283nm.

RESULTADOS DE LA CURVA DE CALIBRACION EN BUFER DE

ACETATOS pH 3.9.
3
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Figura 23. Resultados dei valor de SCERP para la curva de calibracitn en medio de dilucién béfer pH 3.9.

Aplicando el algoritmo correspondiente del método de minfmos cuadrados parciales, se obtiene el
niamero de factores que se utilizard en la prediccion, por lo que la figura 23 muestra el nimero 2

como nimero de factor a utilizar.
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RESULTADOS DE LAS SOLUCIONES ESTANDAR QUE CONFORMAN LA MATRIZ DE
CALIBRACION EN LA SOLUCION BUFER DE ACETATOS pH 3.9.

Tabla 15. Resuitados obtenido estimados de 1a curva de calibracicn.

Solucion Coocentracion Estimada Concentracion Real Porcentaje de
Estandar NAP (mcg/mL) NAP (mcg/mL) Desviacion
1 33.6792 33.8 0.36%
2 84.5364 84.5 0.04%
3 83.7634 84.5 -0.87%
4 50.7362 50.7 0.07%
5 17.022 16.9 0.72%
6 67.9128 67.6 0.46%
7 50.6844 50.7 -0.03%
g 67.4544 67.6 022%
9 84.9671 84.5 0.55%
10 33.6064 33.8 0.57%
11 67.7706 67.6 0.25%
12 50.7671 50.7 0.13%

La tabla 15, muestra los resultados de la estimacion de las concentraciones de la curva de
calibracitn en esta curva se detectaron 3 soluciones que presentan un valor de desviacién mayor
al 2%, por lo que se retiraron de la curva '), realizando la estimacién con 12 soluciones y dando
porcentajes de desviacton por debajo del 2% por lo que las estimaciones son adecuadas.

Con el fin de determinar si el medio de dilucién biifer es adecuado en la cuantificacion de
Naproxeno en suspension, y la capacidad predictiva del método es eficiente, se evaluaron
ensayos, los resultados de la estimaciones se muestran en la tabla 16, obieniendo una estimacion
efectiva de las concentraciones de los placebos cargados, aiin que en el ensayo nimero 6 el
porcentaje de desviacién estd por arriba de 2%, siendo el inico podemos decir que posiblemente
fue mal preparado pero se emplea para determinar si el método es preciso.

Para determinar que €l método es exacto se calculd el porcentaje de recobro (tabla 17). El
porcentaje recuperado fue de 100.8%, y en la prueba estadistica de t se ebtuvo un valor de 0.877
y menor que la t de tablas que es 2.517, por lo que se determiné que el método es exacto.
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Tabla 16. Resultados de la estimacion de los placebos cargados.

Placebos Concentracion Estimada Concentracion Real Porcentaje de
cargados NAP (mcg/mL) NAP (mcg/mL}) Desviacion
1 51.186 50.368 1.624
2 50.6261 50.376 0.496
3 50.3349 50.06 0.549
4 50.1404 50.332 -0.381
5 50.4505 50.192 0.515
6 51.4082 50.184 2.439
BLANCO. 7 2.0488
PROMEDIO 50.69101667
DESV. EST. 0.500284053
(Y 0.986928426
Tabla 17. Resultados del porcentaje de recuperacion de los placebos cargados.
Cantidad Real (mcg/mL) | Cantidad Estimada {mcg/mL) % Recuperado
125.92 127.965 101.624047
125.94 126.56525 100.4964666
125.15 125.83725 100.549141
125.83 125.351 99.61932766
125.48 126.12625 100.5150223
125.46 128.5205 102.4394229
PROMEDIO 100.8739046
DESVE 0.996418776
CV 0.987786465
VYALOR DE TABLAS 2.517
PRUEBA DET 0.877045483
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CONCLUSIONES

e El método de minimos cuadrados parciales se puede aplicar sin el conocimiento de
la cantidad y tipo de excipiente de la formulacion siempre y cuando se obtengan las
condiciones especificas de analisis.

> El método analitico de minfmos cuadrados parciales (MCP) no es aplicable en la
cuantificacién de Naproxeno con medio de dilucion alcalino (hidroxido de sodio 0.1N).

Pero es aplicable si se reducen gran parte de los excipientes en la muestra,

e En medio acido clorhidrico 0.1N el método de MCP se puede aplicar, si se reducen
las concentraciones de las soluciones estidndar en la curva de calibracién

R Asimismo El método analitico de (MCP) se puede aplicar en la cuantificacién de
Naproxeno en suspensién con medio de dilucién bifer de acetatos pH 3.9 y regitn
espectral de 283 a 340nm.
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MEOH.

Mg.
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PREPARACION DE SOLUCIONES

PROCEDIMIENTO 1: PREPARACION DE LA SOLUCION DE
' HIDROXIDO DE SODIQ 0.1N

1. Pesar en un vaso de precipitado de 100ml aproximadamente la cantidad de Hidroxido de sodio a
preparar en una balanza analitica.

Adicionar aproximadamente 20ml de agua desionizada a] vaso de precipitado.

Agitar manualmente con una varilla de vidrio hasta la completa disolucién.

Trasvasar la solucion a un matraz voluméirico de t000ml.

Rt R

Enjuagar 3 veces ¢l vaso de precipitado con un total de 20ml de agua destilada y transferir el
contenido al matras volumétrico.
6. Llevar a la marca de aforo con agua destonizada.

PROCEDIMIENTO 2: PREPARACION DE LA SOLUCION DE HIDROXIDO DE
SODIO 0.2 N

1. Pesar en un vaso de precipitado de 100 ml, aproximadamente la cantidad
requerida de NaOH con una balanza analitica.

Adicionar aproximadamente 20 mL de agua desionizada al vaso de precipitado.
Agitar manualmente con una varilla de vidrio hasta completa disoclucion.
Transvasar esta solucién a un matraz volumétrico de 1000 mL.

S

Enjuagar 3 veces el vase de precipitado con un total de 15 mL de agua desionizada
y transferir el contenido al matraz volumétrico.

6. Llevar a la marca de aforo con agua desionizada.
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PROCEDIMIENTO 3: PREPARACION DE LA SOLUCION DE FOSFATO
MONOBASICO DE POTASIO 0.2 M

. Pesar en un vaso de precipitado de 100 ml., aproximadamente la cantidad
requerida de Fosfato Monobésico de Potasto con una balanza analitica.

. Adicionar aproximadamente 50 mk de agua destilada al vaso de precipitado.

. Colocar el vaso de precipitado sobre una parrilla con agitador.

. Agitar la muestra con una barra magnética hasta completa disolucion del Fosfato
Monobasico de Potasio.

. Transvasar esta solucién a un matraz volumétrico de 1000 mL.

6. Enjuagar 3 veces el vaso de precipitado con un total de 5 mL de agua destilada y

transferir el contenido al matraz volumétrico.

. Llevar a la marca de aforo con agua destilada.

PROCEDIMIENTO 4: PREPARACION DE LA SOLUCION AMORTIGUADORA DE

FOSFATOS pH 8

. Colocar en una probeta graduada de 500 mL, 390 mL de la solucién de NaOH 0.2 N
(Procedimiento 1) y transferir el contenido a un matraz volumétrico de 2 litros.

. Adicionar en otra probeta graduada de 500 mL, 500 mL de la solucion de Fosfato
Monobasico de Potasio 0.2 M {Procedimiento 2) y transferir el contenido al mismo
matraz volumétrico.

. Llevar a la marca de aforo con agua destilada.

. Tomar con una pipeta volumétrica, 5 mL de la Solucién amortiguadora de fosfatos
y colocar su contenido en un vaso sin graduacion.

. Tomar la Lectura del valor de pH de la Solucién Amortiguadora de Fosfatos con el
potenciémetro marca OAKTON No 35613-01.
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PROCEDIMIENTO 5: PREPARACION DE ACIDO CLORHIDRICO 0.1N.

. Tomar con una pipeta graduada la cantidad de Acido clorhidrico, para preparar

250mL.

. Verter el contenido de 1a pipeta graduada en un matraz volumétrico de 250mL, por

las paredes del matraz.

Llevar ala marca de aforo con agua desionizada.

PROCEDIMIENTO 6: PREPARACION DE LOS PLACEBOS CARGADOS

. Pesar en un vaso de precipitado de 100ml el equivalente a Ia cantidad de 125mg de Naproxeno

materia prima en una balanza analitica.

. Agregar la cantidad de suspensién placebo de Sml, y homogeneizar manualmente con una

varilla de vidrio.

PROCEDIMIENTO DE ENSAYO

. Adicionar aproximadamente 40ml de ]a solocién de hidréxido de sodic al vaso de precipitado.

Agitar manualmente con la varilla vidrio hasta una completa disolucion.

Verter el contenido a un matraz volumétrico de 100ml, enjuagar 3 veces el vaso de precipitado
con 10ml de la solucién de hidroxido de sodio y verter el contenido al matraz volumeétrico.
Hevar a la marca de aforo con la solucién de hidroxido de sodio 0.1N. (solucién primaria PB1).
Filtrar el equivalente a 10mL de la solucién anterior con un papel filtro Watman No. 40.

Tomar con una pipeta volumétrica de 2m! de la sohucién filtrada, y verter su contenido en un
matraz volumétrico de S0ml.

Llevar a la marca de aforo con la solucion de hidroxido de sodio 0.1N.

10. Realizar del paso 1 al paso 9, por sextuplicado.
1. Tomar las lecturas de absorbancia correspondientes en el espectrofotéometro Cary.
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PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK DE NAPROXENO.

. Pesar en un vaso de precipitado de 100mL la cantidad aproximada de 40mg de Naproxeno
estandar en una balanza analitica. .

. Adicionar al vaso la cantidad de 30mL de la solucién de hidroxido de sodio, agitar
manualmente con una varilla de vidrio hasta la completa disohucién.

. Transvasar la solocion a un matraz volumétrico de 100mL.

. Enjuagar 3 veces el vaso de precipitado con la cantidad aproximada a 15mL de la solucion de
hidréxido de sodio, y transferir el contenido al matraz volumétrico de 100mL.

. Llevar a 1a marca de aforo con la solucién de hidroxido de sodio 0.1N. (solmcién stock de
conceatracida #0mcg/ml.).

PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK DE EXCIPIENTES.

. Agitar el placebo v tomar con una pipeta graduada Sml., transferir la cantidad a un vaso de
precipitado de 100mL.

. Agregar al vaso de precipitado 30mL de NaoH 0.IN y agitar manualmenie con una varilla de
vidrio hasta una completa disolucitén.

. Verter su contenido en un matraz volumétrico de 100mL, enjuagar 3 veces el vaso de
precipitado coa 15mL de la solucion de hidroxido de sodio 0.1N.

. Llevar a la marca de aforo con la solucion de hidréxido de sodio (soluciéa A EXC).
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PROCEDIMIENTO 7: DE SEPARACION DEL VEHICULO.

1. Agitar la suspension y pesar de ella en un tubo de plastico el equivalente a la cantidad de 125mg
de Naproxeno en ura balanza analitica.

Adicionar aproximadamente SmL de agua destilada.

Agitar con un vortex la suspension hasta una completa homogeneizacién.
Centrifugar la suspension a 2500rpm durante 15min. retirar ef sobrenadante por decantacion.
Aplicar el procedimiento de ensayo ya establecido.

vk N

PROCEDIMIENTOS DE PREPARACION DE LOS PLACEBOS
CARGADOS CON PORCENTAJE DE VEHICULO.

PROCEDIMIENTO 8: PLACEBOS CARGADOS CON UN PORCENTAJE DE 25% DE
VEHICULO.

1. Agregar la cantidad de suspension placebo de 2ml a un tobo de plastico para centrifuga.

2. Pesar en un papel adecuado la cantidad de 125mg de Naproxeno materia prima en una
balanza analitica.

3. Adicionar la cantidad pesada de NAP al tubo de plastico, y agregar 3ml mas de suspensién

placebo al mismo tubo de plastico.

Agitar con un vortex la suspension hasta una completa homogeneizacion.

centrifugar la suspension a 2500rpm durante 15min.

Retirar la cantidad de 25% de vehiculo con una pipeta graduada de 5mi.

Adicionar ala solucion contenida en el tubo 3ml de hidroxido de sodio 0.IN para disolverlo

agitando vigorosamente con ef vortex, y verter el contenido en un matraz volumétrico de

A

100ml, repetir el paso varias veces hasta la completa remocion de la solucion y verter el
contenido al mismo matraz volumétrico de 100ml.

8. Llevar a la marca de aforo con la solucion de hidréxido de sodio 0.1N. (Sofucidn primaria
PB1).
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9. Filrar el equivalente a 10mL de la solucién anterior con un papel filtro Watman No. 40.

10. Tomar con una pipeta volumétrica de 2md de la (solucion primaria PB1 filtrada) y verter su
contenido en ua matraz volumétrico de SOmL.

11. Lievar a la marca de aforo con la sobucion de hidrdxido de sodio 0.1N.

12. Realizar del pasoc | al paso 11, por triplicado.

13. Tomar las lecturas cormespondientes en el espectrofotometro Cary.

PROCEDIMIENO 9: PLACEBOS CARGADOS CON UN PORCENTAJE DE 50% DE
VEHICULO.

1. Agregar la cantidad de suspenston placebo de 2ml a un tobo de plastico para centrifuga.

2. Pesar en un papet adecuado el equivalente a la cantidad de 125mg de Naproxeno materia
prima en una balanza analitica.

3. Adicionar la cantidad pesada de NAP al tubo de plastico, y agregar 3ml mas de suspension

placebo al mismo tubo de plastico.

Agitar con un vortex la suspension hasta una completa homogeneizacion.

centrifugar la suspension a 2500rpm durante 15min.

Retirar la cantidad de 50% de vehiculo con una pipeta graduada de Sml

Adicionar ala solucion contenida en el tubo 3ml de hidrdxido de sodio 0.1N para disolverlo

agitando vigorosamente con el vortex, y verter el contenido en un matraz volumétrico de

b A o

100ml, repetir el paso varias veces hasta la completa remocion de la solucion y verter el
contenido al mismo matraz volumétrico de 100ml

8. Llevar a la marca de aforo con la solucion de hidroxido de sodio 0.1N. (Solucion primaria
PB1).

9. Fihrar el equivalente a 10mL de la sohucadn anterior con un papel filtro Watman No. 40.

10. Tomar con un2 pipeta volumétrica de 2md de la {solucion primania PB1 filtrada) y verter su
comtenido en un matraz voluméinco de 50ml.

11. Llevar a ta marca de aforo con la solucioan de hidroxido de sodio 0.1N.

2. Realizar del paso 1 al paso 11, por triplicado.

13. Tomar las lecturas corespondientes en el espectrofotometro Cary.
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PROCEDIMIENTO 10: PREPARACION DE LOS PLACEBOS CARGADOS CON
UN PORCENTAJE DE 75% DE VEHICULO.

Agregar la cantidad de suspension placebo de 2ml 2 un tobo de plastico para centrifuga.

Pesar en un papel adecuado el equivalente a la cantidad de 125mg de Naproxeno materia prima
en una balanza analitica.

Adicionar la cantidad pesada de NAP al tubo de plistico, y agregar 3ml mas de suspensién
placebo al mismo tubo de plastico.

Agitar con un vortex la suspensién hasta una completa homogeneizacién.

centrifugar la suspension a 2500rpm durante 15min.

Retirar la cantidad de 75% de vehiculo con una pipeta graduada de Sml.

Adictonar ala solucidn contenida en el tubo 3ml de hidroxido de sodio 0.1N para disolverlo
agitando vigorosamente con el vortex, y verter el comtenido en un matraz volumétrico de
IOOmLrepetjrelpasova:iasvemhastalaoompletaremocibﬂdelasoluciényvmu’el
contenido al mismo matraz volumétrico de 100ml.

Lievar a la marca de aforo con la solucién de hidroxido de sodio 0.IN. (Solucion primaria
PBI).

Filtrar ef equivalente a 10mL de Ia solucién anterior con un papet filtro Watman No. 40,

10. Tomar con una pipeta volumétrica de 2ml de la (solucion primaria PB1 filtrada) y verter su

contenido en un matraz volumétrico de 50mi..

11. Llevar a la marca de aforo con la sohucion de hidroxido de sodio 0.1N.
12. Realizar del paso 1 al paso 11, por triplicado.
13. Tomar las lecturas comrespondientes en el espectrofotometro Cary.
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PROCEDIMIENTO 11: SOLUCION STOCK DE NAPROXENO EN MEDIO
ACTDO CLORHIDRICO 6.IN

1. Pesar en un vaso de precipitado de 100ml la cantidad aproximada de 25mg de Naproxeno
estindar en una balanza analitica.

2. Adicionar al vaso la cantidad de 40ml de la solucién de hidréxido de sodio 0.IN, agitar
manualmente con una varilta de vidro hasta la completa disolucion.

3. Transvasar la solucion a un matraz volumétrico de 200ml.

4. Enjuagar 3 veces el vaso de precipitado con la cantidad aproximada a 30m! de la solucion de
hidréxido de sodio 0.1N, y transferir el contenido al matraz volumétrico de 200ml.

5. Llevar a la marca de aforo con la solucidn de hidroxido de sodio 0.1N. (solucién stock de
concentracién [25meg/ml).

PROCEDIMIENTO 12: SOLUCION STOCK DE NAPROXENO CON
MEDIO DE DILUCION BUFER DE ACETATOS pH 3.9.

> Pesar en un vaso de precipitado de 100ml la cantidad aproximada de 40mg de Naproxeno
estindar en una balanza analitica.

> Adicionar al vaso la cantidad de 30ml de la solucién de hidroxido de sodio 0.IN, agitar
manualmente con una varilla de vidrio hasta la completa disolucion.

» Transvasar la solucion a un matraz volumétrico de 100ml.

> Enjuagar 3 veces el vaso de precipitado con la cantidad aproximada a 15ml de la solucidn de
hidrdxido de sodio, y transferir el contenido al matraz volumétrico de 100ml.

> Llevar a la marca de aforo con la solucion de hidréxido de sodio. (solmciém stock a

408mcg/mL).
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Tabla I Resultados de la suma de cuadrados del Tabla 2. Resultados de {a surna de cuadrados
error residual de prediccién (SCERP), para la del error residual de prediccion de la curva
curva de calibracién en medio de dilucién de calibracidn modelada para la

hidréxido de sodio 0.1N. cuantificactén al 100% de vehiculo.
PRESS NAP PRESS NAP
h1 9.63E+H00 h1 1.22E+01
h2 6.73E-01 h2 3.14E+00
h3 1.22E-01 h3 2.31E+00
h4 4.77E-02 h4 9.08E-01
hs 4.14E-02 hs 8.19E-01
h6 3.23E02 hé 4.30E-01
h7 2.60E-02 h7 3.20E-01
h & 1.98E-02 h 8 1.34E-01
ho 5.73E-03 h9 1.10E-01
h 10 3.73E-03 h 10 6.46E-(02
hill 2.35E-03 hil 4.38E-02
h12 1.86E-04 h12 5.98E-03
h13 7.71E-06 h13 4,16E-06
hl4 9.35E-27 h14 7.57E-25
h15 5.16E-27 h15 1.46E-25
h16 3.00E-27 hl6 2.71E-27
h17 3.00E-27 h17 2.71E-27
h18 3.00E-27 h18 2.71E-27
h19 3.00E-27 h19 2.71E-27
h20 3.00E-27 h20 2.71E-27
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Tabla 3. Resultados de suma de cuadrados
del error residual de prediccion (SCERP), de
la curva de calibracioa para el andlisis de los

PRESS SCERP
h1 3.73E+00
h2 4.82E-01
h3 2.75E-01
h4 2.25E-01
hs 1.95E-01
hé 1.21E-01
h7 921E-02
hg 6.68E-02
h9 2.38E-02
h10 9.63E-03
hil L.O3E-03
h12 5.06E-05
h13 5.67E-08
h 14 1.15E-25
h15 6.99E-27
h16 2.49E-27
hi7 2.49E-27
h18 2.49E-27
h19 2.49E-27
k20 2.49E-27

Tabla 4 Resultados de la suma de cuadrados
del error residual de prediccion (SCERP), de
la curva de calibracién con medio acido
clorhidrico 0.1N.

PRESS SCERP
h1l 5.19EH00
h2 2.86E-01
h3 2.00E-01
h4 1.02E-01
hS 8.76E-02
h6 5.69E-02
h7 4.71E-02
h8 3.64E-02
h9 2.74E-02
h10 1.16E-02
h 11 2.68E-03
h12 ’ 9.95E-04
h13 7.09E-04
hl4 8.19E-26
h15 7.55E-27
h 16 2.04E-27
h17 2.04E-27
h 18 2.04E-27
h19 2.04E-27
h 20 2.04E-27




Tabla 5. Resultados de fa suma de los errores
residual de prediccion (SCERP), para la
curva de calibracién en medio de dilucion

buffer de acetatos pH 3.9.

PRESS SCERP
hi 2.64E+00
h2 9.83E-01
h3 9.29E-01
h4 5.86E-01
h5 3.58E-01
hé 1.63E-01
h7 3. 72E-02
h8 1.92E-02
ho 2.61E-03
h 10 1.74E-04
h1l 1.79E-26
h12 2.13E-27
h13 1.33E-27
h 14 1.33E-27
h15 1.33E-27
h16 1.33E-27
h17 1.33E-27
h18 1.33E-27
h19 1.33E-27
h 20 1.33E-27
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