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1. INTRODUCCION

El citalopram es un medicamento antidepresivo que pertenece al grupo de los
inhibidores selectivos de la receptacion de serotonina. Esta indicado en el tratamiento
de la depresion, el trastorno de angustia y en el tratamiento del trastorno obsesivo
compulsivo (TOC). 3

En la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SSA1-2015 Buenas précticas de fabricaciéon de
medicamentos se establece que todos los procesos de fabricacién de los medicamentos
deben ser validados, incluidos los métodos analiticos, esto debido a que la validacion
es la demostracién de que un método es apto para su realizacién en el laboratorio a
partir de pruebas documentadas. El proceso de validacion permite el conocimiento de
las caracteristicas de funcionamiento del método y proporciona un grado de confianza
en el mismo y en los resultados obtenidos al aplicarlo. La validacion de un método es el
proceso que establece, mediante estudios de laboratorio; que las caracteristicas de

desempefio del método satisfacen los requisitos para su aplicaciéon analitica.®

Por otra parte, la verificacién es la confirmacion mediante la aportacién de evidencia
documentada de que se han cumplido los requisitos especificados. La confirmacién
puede comprender acciones tales como la realizacion de pruebas y demostraciones

documentadas.*

Un método analitico es una serie de procedimientos que nos permite conocer nuestro
analito de interés, tanto cualitativa como cuantitativamente. Es importante la validacion
de los métodos analiticos, ya que esto permite emitir resultados confiables y adecuados
para la determinacion de analitos provenientes de muestras de diversa indole. Los
métodos analiticos utilizados para determinar la calidad de los productos farmacéuticos
estan determinados a partir de ciertos criterios de acuerdo con la normatividad vigente

tanto nacional como extranjera.

El uso de la estadistica es fundamental para dar soporte en el proceso de validacién,
sobre todo para el manejo y andlisis de los datos, lo que posibilita emitir juicios con

criterios que lleven a una correcta evaluacion del método.

En México el documento legal instituido por la Ley General de Salud donde se
establecen los métodos de andlisis y los requerimientos necesarios sobre identidad,
pureza, contenido, caracteristicas fisicas y quimicas, que garantizan la calidad de los

farmacos, preparados farmacéuticos, radiofarmacos y productos biol6gicos, en cuanto
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a su eficacia, seguridad y calidad es la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
(FEUM).

“Los métodos analiticos de la FEUM no requieren ser validados, sino Unicamente se
requiere verificar su aplicabilidad al producto, bajo las condiciones de operacion del
laboratorio y en funcién del propdsito analitico deseado” de acuerdo con lo establecido
en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, (2018), 12 Edicién Apéndice llI
pag. 147, México D.F.!

En el presente trabajo se realiz6 la verificacién de un método analitico para la valoracion
de una especialidad farmacéutica que contiene citalopram 20 mg, forma farmacéutica
tableta, empleando la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
establecido en la FEUM 122 edicion y utilizando como referencia los parametros de
desempefio establecidos en el procedimiento interno Verificacion de Métodos Analiticos
(PNO-CCQ-037-Version 7B), asi como la Guia de Validacién de Métodos Analiticos
editada por el Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos de México, A.C.

En el método analitico se obtuvieron picos cromatogréficos de citalopram con tiempos
de retencion similares para la muestra y el estandar, por lo tanto, el método es
especifico. El estandar y el andlisis del placebo nos demuestra que ningin excipiente
interfiere con el pico del principio activo, se detecté la presencia de productos de
degradacion del citalopram al realizar el andlisis del principio activo sometido a
diferentes procedimientos de degradacion forzada. Inicialmente se estudiaron los
fundamentos del HPLC, el tipo de equipo que se utilizd, continuando con un analisis
quimico del principio activo que incluye su estructura quimica y por altimo el desarrollo

de la verificacion del método.

Por temas de confidencialidad tanto el nombre de la empresa como el nombre comercial

del producto farmacéutico seran protegidos.
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2. MARCO TEORICO

Un elemento esencial para el cumplimiento de las Buenas Practicas de Fabricacion de
medicamentos es la validacion y/o verificacion de la metodologia analitica, que permite
demostrar que la fabricacion de los medicamentos cumple con las caracteristicas

esenciales para asi asegurar la calidad de estos.®

La validacion o la verificacion de un método debe tener ciertas caracteristicas
normalizadas y experimentales de las que se obtienen datos sobre su exactitud,
precision, etc. Cualquier método analitico nuevo que este por realizarse en un
laboratorio ademas de estar documentado, también es necesario que los analistas
responsables de su ejecucion tengan una formacion universitaria del area de las

ciencias quimicas y biolégicas; asi como una capacitacién adecuada.

Los métodos analiticos utilizados para determinar la calidad de los productos
farmacéuticos estdn determinados a partir de ciertos criterios de acuerdo con la

normatividad vigente nacional.

2.1 MARCO REGULATORIO

En México existe un marco legal para proteccion de la salud de los mexicanos, dicho
marco crea las bases para que, a través de su cumplimiento, los fabricantes de
medicamentos puedan asegurar la eficiencia, seguridad y calidad de los medicamentos
gue fabrican y el cual esta establecido, en orden jerarquico, como se muestra en la

Figura 1.

Reglamento de Insumos para la Salud

"

NOM-164-5541-2015, Buenas Practicas de
Fabricacion de Farmacos.

_

Farmacopea de los Estados Unidos
MMexicanos

Figura 1. Jerarquia del marco legal para la proteccién a la salud en México
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De esta manera, el documento legal instituido por la Ley General de Salud en donde se
establecen los métodos de andlisis y los requerimientos necesarios sobre identidad,
pureza, contenido, caracteristicas fisicas y quimicas que garanticen la calidad de los
farmacos, preparados farmacéuticos, radiofarmacos y productos bioldgicos es la

Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM).!

2.2 PARAMETROS DE DESEMPENO DEL METODO ANALITICO

La Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos, (2018), 12 Edicion Apéndice lll pag. 147, México D.F.) indica que “los
métodos analiticos de la FEUM no requieren ser validados, sino Unicamente verificar su
aplicabilidad al producto, bajo las condiciones de operacién del laboratorio y en funcion
del propdsito analitico deseado”. Esto implica que se tiene que cumplir con ciertos
parametros de desempefo, los cuales estan agrupados en cuatro categorias, cada

categoria es especifica para el método a evaluar como se muestra en la Tabla 1:*

Tabla 1. Parametros de desempefio de la validacién y/o verificacion de un
meétodo analitico.

Categoria
Impurezas y productos de
Parametro | degradacion [ v
Valoracion lla lIb Fisicas Identidad
Cuantitativo Prueba
limite
Repetibilidad Sl Sl NO Sl NO
Reproducibilidad Sl Sl NO Sl NO
Selectividad Sl Sl Sl NO Sl
Limite de deteccidn NO NO Sl NO NO
Limite de NO Sl NO NO NO
cuantificacién

Incertidumbre Sl Sl NO Sl

Recuperacion y Sl Sl NO NO NO
Sesgo

Las pruebas para evaluar y sus criterios de aceptacion empleados en la verificacion de

acuerdo con la Guia de Validacion de Métodos Analiticos editada por el Colegio
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Nacional de Quimicos Farmaceéuticos Biologos de México, A.C. se describen a

continuacion:

2.2.1. Linealidad
2.2.1.1. Linealidad del sistema

Definicion: La linealidad del sistema es la exactitud de los resultados obtenidos entre
la relacion de la respuesta analitica y la concentracion del analito, en el cual se
demuestra que al aumentar la concentracion del analito la respuesta aumenta de la
misma manera, y de forma inversa, al disminuir la concentracion del analito, la respuesta
disminuira de igual manera en un intervalo definido y en este intervalo los resultados

deben ser precisos y exactos.*

Determinacién: Se determina a partir de un intervalo que incluya al menos cinco niveles
de concentracion por triplicado, que se puede realizar, ya sea por pesadas
independientes o diluciones. Se debe de determinar el valor de la pendiente (b.), la
ordenada al origen (bo), el coeficiente de determinacion (r?) y el intervalo de confianza
para la pendiente IC(B1).

Parametros de Aceptacion:
e Confirmar visualmente la existencia de la linealidad.
e 1°20.98
e |C (B1) no debe incluir el cero
e CV<2%

2.2.1.2. Linealidad del método

Definicidn: Lalinealidad del método es la capacidad de un método analitico que permite
demostrar que los resultados obtenidos son directamente proporcionales a la

concentracion del analito.?

Determinacién: Se determina a la cantidad de placebo adicionado equivalente a una
muestra analitica por triplicado, seleccionando al menos cinco niveles de concentracion

tanto inferior y superior por triplicado.**

Parametros de Aceptacion:
e Confirmar visualmente la existencia de la linealidad.
e 1%2>0.98

e Determinar la cantidad recuperada
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e IC (B1) no debe incluir el cero
e CV<2%
2.2.2. Especificidad

Definicion: La especificidad es la capacidad del método analitico para medir en la
muestra solo el analito sin interferencia de impurezas, excipientes o productos de

degradacion.*

Determinacién: Para determinar la especificidad, se debe demostrar que la respuesta

analitica se debe Gnicamente al analito.*

Parametros de Aceptacion:
La respuesta debe de ser Unicamente del analito.
2.2.3. Selectividad del método

Definicion: La selectividad es la capacidad que tiene el método de detectar impurezas,
productos de degradacion o componentes de la misma muestra bajo condiciones de

degradacion forzada. 4

Determinacién: Para la selectividad el analito se debe de someter a condiciones que
generen su inestabilidad quimica a través de temperatura, luz, en condiciones 4cidas,

basicas, oxidativas, etc.*

Parametros de Aceptacion:

Si existe una degradacién mayor o igual al 30% se debe justificar.

2.2.4. Precision (reproducibilidad/ repetibilidad).

Definicidn: Es el grado de concordancia entre los resultados obtenidos bajo las mismas

condiciones. *

Reproducibilidad

Definicidn: La reproducibilidad es el grado de concordancia de los resultados obtenidos

dentro de un mismo laboratorio realizado en diferentes dias y con diferentes analistas.*
Determinacion: La reproducibilidad se determina a partir de tres niveles de

concentracion cuyo contenido este incluido en el intervalo lineal; para realizarse en dos

diferentes dias y por dos diferentes analistas bajo las mismas condiciones analiticas.
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Calcular el porcentaje de recuperacion de los niveles de concentracion, la media

aritmética (y), desviacion estandar (S) y el coeficiente de variacion (CV).

Parametros de Aceptacion:
e CV=<2%

Repetibilidad

Definicidon: La repetibilidad es el grado de concordancia entre los resultados obtenidos

por un analista bajo las mismas condiciones dentro de un laboratorio.

Determinacion: La repetibilidad se determina a partir de tres niveles de concentracion
cuyo contenido este incluido en el intervalo lineal; para realizarse en dos diferentes dias
y por un analista, bajo las mismas condiciones analiticas.*

Calcular el porcentaje de recuperacion de los niveles de concentracion, la media

aritmética (y), desviacién estandar (S) y el coeficiente de variacién (CV).

Pardmetros de Aceptacion:
e CV<2%

2.2.5. Exactitud y repetibilidad del método

Definicidn: La exactitud de un método analitico es la proximidad de un resultado al valor

real.*

Determinacién: Se determina a través de cinco niveles de concentracion por
sextuplicado, en donde se calcula el porcentaje recuperado del analito en cada nivel,
calcular el promedio aritmético (y), desviacion estandar (S), el coeficiente de variacion
(CV) vy el intervalo de confianza para la media poblacional IC(u) del porcentaje de

recobro.*

Parametros de Aceptacion:

e 98-102% para métodos cromatograficos

2.2.6. Limite de deteccidn.

Definicidn: Ellimite de deteccién (LD) es la cantidad minima de analisis en una muestra

que puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada.?

17




Determinacion con base en sefial ruido: Aplica para métodos que utilizan
instrumentos para medir la respuesta analitica y presenta una sefal ruido basal. Se
determina la respuesta del blanco (reactivos, placebos analiticos, etc.) y la respuesta de
muestras analiticas (analito, placebos adicionados) en un intervalo de concentraciones
del analito que incluya la especificacion de la prueba de impurezas. Determinar aquella
cantidad del analito que genere una respuesta con respecto a la muestra blanco en una

proporcién 3a 1.4

Determinacién con base en la curva de calibracion y la desviacién estandar de los
blancos: Aplica tanto a métodos instrumentales como no instrumentales. Se preparan
tres concentraciones a concentraciones menores o donde el valor esté incluido dentro
de la especificacién de la prueba de impurezas. Preparar 5 blancos, puede ser de
reactivos, placebos, etc. y medir la respuesta analitica. Para la curva de calibracién, sin
incluir los blancos, calcular la pendiente (b:), el coeficiente de determinacion (r?) y el
intervalo de confianza para la pendiente (IC(B1)). Calcular la desviacion estandar (Sp)
de los blancos.

El limite de deteccion con base en la curva de calibracion y la desviacion estandar de

los blancos se calcula con la siguiente formula:*

D 3.3b(15b)
Parametros de aceptacion:

e EIIC(B1) no debe incluir el cero

e 1220.98

e EILD debe de ser menor a la especificaciéon de la prueba de impurezas.

Determinacién con la curva de calibracién y la desviacién estandar de regresion:
Este procedimiento aplica tanto a métodos instrumentales como a no instrumentales.
Se deben preparar por lo menos 3 concentraciones de la sustancia a concentraciones
menores de la especificacion de la prueba de impurezas.

Calcular el valor de la pendiente (b1, el coeficiente de determinacion (r?), la desviacion
estandar de regresion (Sxy) y el intervalo de confianza para la pendiente (IC(B1)).

El limite de deteccion con la curva de calibracion y la desviacion estandar de regresion

se calcula con la siguiente férmula:*

_3.3(Sx/y)

LD o
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Pardmetros de aceptacion:
o EI'IC(B1) no debe incluir el cero
e 1220.98

o EILD debe de ser menor a la especificacion de la prueba de impurezas.

Determinacién con lacurvade calibracién y ladesviacion estdndar de laordenada
al origen: Este procedimiento aplica tanto a métodos instrumentales como a no
instrumentales. Se deben preparar por lo menos 3 concentraciones de la sustancia a
concentraciones menores de la especificacion de la prueba de impurezas.
Calcular el valor de la pendiente (b1, el coeficiente de determinacion (r?), la desviacion
estandar de regresion (Swo) Y €l intervalo de confianza para la pendiente (IC(B1)).
El limite de deteccién con la curva de calibracién y la desviacion estandar de la ordenada
al origen se calcula con la siguiente férmula:
0
D= 3.3 Sb )

Parametros de aceptacion:

o EI'IC(B1) no debe incluir el cero

e 1220.98

o EILD debe de ser menor a la especificacion de la prueba de impurezas.

2.2.7. Limite de cuantificacion

Definicidon: El limite de cuantificacion (LC) es la cantidad minima de analito en una
muestra que puede ser determinada con exactitud y precision aceptable, bajo las

condiciones de aplicacién del método. *

Determinacién con base en sefial ruido: Aplica para métodos que utilizan
instrumentos para medir la respuesta analitica y presenta una sefial ruido basal. Se
determina la respuesta del blanco (reactivos, placebos analiticos, etc.) y la respuesta de
muestras analiticas (analito, placebos adicionados) en un intervalo de concentraciones
inferiores del analito que incluya la especificacion de la prueba de impurezas.
Determinar aquella cantidad del analito que genere una respuesta con respecto a la

muestra blanco en una proporcién 10 a 1. 4

Parametros de aceptacion:
e El Limite de Cuantificacion debe ser menor a la especificacion del contenido/

valoracion de la prueba de impurezas.
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Determinacién con lacurvade calibracion y ladesviacion estandar delos blancos:
Aplica tanto a métodos instrumentales como no instrumentales. Se preparan tres
concentraciones a concentraciones menores o que la concentracion este incluida dentro
de la especificacién de la prueba de impurezas. Preparar 5 blancos, puede ser de
reactivos, placebos, etc. y medir la respuesta analitica. Para la curva de calibracién sin
incluir los blancos calcular la pendiente (b:), el coeficiente de determinacion (r?) y el
intervalo de confianza para la pendiente (IC(B1)). Calcular la desviacion estandar (Sp)
de los blancos.

El limite de cuantificacién con la curva de calibracion y la desviacion estandar de los

blancos se calcula con la siguiente férmula: 4

_10(S?)

LC=—3

Parametros de aceptacion:
e EIIC(B1) no debe incluir el cero
e 1220.98

e EILC debe de ser menor a la especificacion de la prueba de impurezas.

Determinacion la curva de calibracion y la desviacion estandar de la regresion:
Este procedimiento aplica tanto a métodos instrumentales como a no instrumentales.
Se deben preparar por lo menos 3 concentraciones de la sustancia a concentraciones
menores de la especificacion de la prueba de impurezas.

Calcular el valor de la pendiente (b1), el coeficiente de determinacion (r?), la desviacion
estandar de regresion (Swy) Y el intervalo de confianza para la pendiente (IC(B1)).

El limite de cuantificacién con base en la curva de calibracién y la desviacion estandar

de la regresion se calcula con la siguiente férmula: 4

10 (Sx
LC = (Sx/y)
bl
Pardmetros de aceptacion:
e EIIC(B1) no debe incluir el cero
e 1220.98

e EILC debe de ser menor a la especificaciéon de la prueba de impurezas.
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Determinaciéon con base en la curva de calibracién y la desviacion estandar de la
ordenada al origen: Este procedimiento aplica tanto a métodos instrumentales como a
no instrumentales. Se deben preparar por lo menos 3 concentraciones de la sustancia
a concentraciones menores de la especificacion de la prueba de impurezas.
Calcular el valor de la pendiente (b1, el coeficiente de determinacion (r?), la desviacion
estandar de regresion (Swo) y el intervalo de confianza para la pendiente (IC(B1)).
El limite de cuantificacion con la ordenada al origen y la desviacién estandar de
regresion se calcula con la siguiente férmula: 4
10 (Sb?)
C=—g—
Pardmetros de aceptacion:
e EIIC(B1) no debe incluir el cero
e 1220.98

e EILC debe de ser menor a la especificacion de la prueba de impurezas.

2.2.8. Tolerancia del método

Definicion: La tolerancia es el grado de reproducibilidad de los resultados de
prueba obtenidos por el analisis de la misma muestra, bajo una variedad de
condiciones tales como: diferentes laboratorios, analistas, instrumentos, lotes de

reactivos, dias, etc. 4

Determinacién: Se deben establecer aquellos factores ajenos al método como:
diferentes equipos, lotes de reactivos, columnas, etc., que se pueden presentar al
reproducir el método en otras condiciones. Fijar por lo menos dos condiciones y analizar
una misma muestra por lo menos por triplicado a cada condicién. Calcular la media

aritmética (y), desviacion estandar (S) y coeficiente de variacion (CV) del contenido. 4

Parametros de Aceptacion:

o CV = 2% para métodos cromatograficos

2.2.9. Robustez del método

Definicion: Capacidad del método analitico de mantener su desempefio al presentar
variaciones pequefias pero deliberadas, en las caracteristicas normales de operacion

del método. *

Determinacién: Se deben establecer aquellos factores instrumentales (temperatura de
la columna, presion en la columna, velocidad de flujo, etc.) y/o factores no

instrumentales (pH de fases, etc.), que se consideran criticos. Calcular la media
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aritmética de la condicion normal de operacion (yo) y de cada condicion de operacion
diferente a la condicion normal (yi). Calcular la diferencia absoluta de la media aritmética

de cada condicién respecto a la condicion normal (Idil). 4

Parametros de aceptacion:

e |dil 2% para métodos cromatograficos

3. VERIFICACION

La verificacidén es fundamental dentro de un laboratorio de control de calidad ya que con
ello se asegura que el método es confiable. Por lo que es importante que para este
proceso se asigne a un responsable de realizar dicha tarea. Normalmente se establece
gue dentro de un laboratorio se validan métodos normalizados y no normalizados.

Los métodos normalizados son aquellos que normalmente son desarrollados por
organismos confiables y reconocidos como las farmacopeas, a los cuales se les
realizada una verificacion o validacion menor, con la cual se pueda comprobar que el
método es ejecutable en el laboratorio.

Los métodos no normalizados son aquellos que son nuevos o desarrollados por el

laboratorio o que son publicados en articulos cientificos.

Para ejecutar un método analitico es necesario conocer la técnica por la que se llevara
a cabo el andlisis cuantitativo o cualitativo, asi mismo aplicar la técnica para la
determinacioén del analito y que toda metodologia esté documentada, es necesario crear
un procedimiento para asi plasmar los pardmetros de desempefio en un protocolo. Al
obtener los resultados obtenidos experimentales es necesario plasmarlo en un reporte

para asi mantener el estado validado del método.
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Figura 2. Etapas del proceso del estado validado del método analitico.

Gravimetrica

Herramienta utilizada que nos permite Volumetrica
Tecnica Analitica conocer la comoposicion fisicoquimica
del analito de interés. Cromatografica
Espectofotometrica

Aplicacion de la técnica para llevar a

Método Analitico cabo la determinacion de un analito en Cuantificacion de Citalopram en tabletas

una muestra definida. de 20 mg por HPLC.
Estado Validado del
A HH - Aplicacion del método analitico para PNO-CCQ-069 "Verificacion de metodos
Metodo Analitico Procedimiento resolver un problema analitico. analiticos farmacopeicos”
e T Y Documento que indica parametros de Protocolo de Verificacion del Método
: Protocolo | desempeiio a evaluar con la metodologia Analitico de Valoracion de Citalopram
P ,.--a-" analitica descrita. tabletas de 20 mg por HPLC
Documento que integra los resultados Reporte de Verificacion del Método
Reporte obtenidos de la metodologia analitica Analitico de Valoracion de Citalopram
descrita. tabletas de 20 mg por HPLC

4TECNICAS  ANALITICAS CROMATOGRAFICAS  USADAS  PARA
VERIFICACION DE METODOS ANALITICOS

La Quimica Analitica es una rama de las ciencias quimicas que permite desarrollar
métodos a partir de técnicas analiticas con ayuda de instrumentos analiticos, esto con
el fin de estudiar, separar e identificar los componentes de una muestra. La cual es muy
utiizada en la industria farmacéutica, quimica, alimenticia, en medicina, medio

ambiente, etc.

La técnica analitica es la herramienta para llevar a cabo un analisis quimico y asi poder
conocer el analito estudiado o de interés. Actualmente, las técnicas en un laboratorio
permiten identificar la composicion, la estructura y la cantidad de una sustancia. Este

andlisis puede ser cualitativo o cuantitativo.

La cromatografia es una técnica que se desarroll6 a principios del siglo XX, que permite
la separacion de sustancias que se encuentran en una mezcla. Por lo que la

cromatografia es un proceso de migracion diferencial en el cual los componentes de una
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mezcla son transportados por una fase movil (gas o liquido), y retenidos selectivamente

por una fase estacionaria que puede ser un liquido o un sélido.®

4.1. Cromatografia de exclusiéon de tamafio (SEC)

La cromatografia de exclusion por tamafio o también llamada cromatografia de
permeacion por gel (GPC), es una técnica que ayuda a la caracterizacion de polimeros

a partir de tamafios moleculares.®

Cuenta con ciertas caracteristicas, los solutos normalmente son sustancias de
diferente peso molecular y dependiendo de su medida y estructura, éstos se retienen o
se eluyen a través de la columna; la fase estacionaria es inerte por lo que el analito no

interactia quimicamente con la fase estacionaria, ni con la fase movil.®

Permite la separacion de proteinas, por lo que es muy utilizada tanto en el desarrollo

como en la fabricacion para la caracterizacién de moléculas bioterapéuticas.®

4.2. Cromatografia de capa fina de alta resolucion (HPTLC)

Una extensién de TLC es la cromatografia de capa fina de alto rendimiento (HPTLC),
gque es una herramienta robusta, simple, rapida y eficiente en el analisis cuantitativo de
compuestos. HPTLC es una técnica analitica basada en TLC, pero con mejoras
destinadas a aumentar la resolucion de los compuestos a separar y permitir el analisis
cuantitativo de los compuestos. Como consecuencia, HPTLC ofrece una mejor

resolucién y un limite de deteccién mas bajo.?®

4.3. Cromatografia de Gases

La cromatografia de gases es una técnica analitica que permite separar mezclas de
compuestos volatiles y térmicamente estables en sus componentes individuales, existen
dos tipos de cromatografia de gases, la de particién donde la fase mdvil es un gas y la
estacionaria es un solido; y la de adsorcién en donde la fase movil es un gas y la

estacionaria es un liquido.?

Los gases transportadores mas utilizados son el Helio, Nitrégeno e Hidrégeno, el tipo
de gas a utilizar se va a determinar no solo por el tipo de detector sino también por la

eficiencia de separacion y la velocidad.
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Los tipos de detectores mas utilizados son el de conductividad térmica (TCD); el detector
de ionizacién de flama (FID) que es sensible a todos los compuestos de carbono; el
detector de ionizacién de flama alcalina que se utiliza con muestras gque estén
compuestos por atomos de Nitrogeno, Azufre y Fosforo; el detector de captura de
electrones (ECD) es selectivo para compuestos que tienen Cetonas y Halégenos v el
detector espectro de masas que es un detector universal que es altamente sensible y

selectivo.t

4.4. Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (CLAR)

La cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) o también conocida por su
nombre en inglés High Performance Liquid Chromatography (HPLC) es una técnica
analitica muy utilizada en el campo cientifico tanto como en el industrial. Esta técnica
cromatogréafica permite separar compuestos a partir de la interaccion con la fase
estacionaria, por lo que es posible identificarlos y cuantificarlos. Esta técnica es muy
utilizada por su sensibilidad y es la indicada para el andlisis de compuestos poco
volatiles, idnicos y termolabiles. Dentro de sus aplicaciones se encuentra el analisis de
farmacos, biomoléculas, contaminantes, dentro de la industria alimenticia el andlisis de
aditivos, edulcorantes, antioxidantes, en la medicina para analisis forenses y medicina

clinica.

El proceso cromatografico de esta técnica se basa en el equilibrio de distribucion de los
componentes de la muestra entre la fase movil y la fase estacionaria, el analito es
retenido en la columna por lo que al ser detectado da una sefial que se le conoce como
pico cromatografico (Figura 3). El éxito de esta técnica se basa en la preparacion de la
muestra, las caracteristicas de la columna, la preparacién de la fase movil, el tipo de

detector, la polaridad de los compuestos.’
Sistema de Reservorio

Sistema de Inyeccion

"—iﬁ
Columna

Detector

Registrador

- de Senal

Sistema de Bombeo

Figura 3. Partes de un equipo de cromatografia de liquidos de alta
resolucion.
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Esencialmente, un cromatégrafo de liquidos de alta resolucién consta de las siguientes

partes:

Reservorio: En él se encuentra la fase movil, la cual debe estar filtrada y desgasificada
para evitar obstrucciones por posible material particulado. Los reservorios suelen estar
hechos de vidrio, donde estan contenidas las lineas de los equipos los cuales deben de
tener un filtro llamado frit, el cual permite que la fase mévil entre libre de particulas

extranas.

Sistema de bombeo: Su objetivo es impulsar la fase mévil a través de la columna, las
cuales deben mantener un flujo laminar y velocidad constante, para asi asegurar que la

fase movil llegue a la columna y pueda ser arrastrado el analito.

Sistema de inyeccidon: Esta conformado por una aguja automatica que pica los viales
y obtiene una cantidad pequefia de muestra previamente preparada.

Detector: El detector es el encargado de captar la sefal analitica obtenida de la
muestra. Para seleccionar el mejor detector es necesario conocer las propiedades del o
los solutos que se deseen analizar. Los detectores se pueden clasificar en universales

y selectivos, los mas empleados son:

Universales:
Detector de indice de refraccion.

Detector de conductividad eléctrica.

Selectivos:

Detector de luz UV/VIS
Detector de radioactividad.
Detector de fluorescencia.
Detector electroquimico.

Espectrometro de masas.

Los detectores universales son completamente inespecificos y detectan variaciones en
la propiedad fisica de la fase mdvil. Los detectores del tipo selectivos son muy

especificos y miden alguna propiedad fisica o quimica propia de la muestra.t
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Columna: La columna cromatogréfica es un cilindro metalico que contiene la fase
estacionariay es donde se lleva a cabo la separacion del analito. EI material de empaque

y las caracteristicas dependen de la separacién que se desea lograr.

Las columnas analiticas mas utilizadas en cromatografia de liquidos son las C18 (L1)
octildecil-silano enlazadas quimicamente a silica porosa o a microparticulas de
ceramica de 5 a 10 um de diametro; las C8 (L7) octilsilano enlazado quimicamente a
particulas de silica totalmente porosa de 5 a 10 um de diametro; las CN (L10) grupos

nitrilo quimicamente enlazados a particulas de silica porosa de 5 a 10 um de didmetro.

Registrador: La sefial obtenida debe ser registrada por un sistema computarizado, en
la cual se puede observar el cromatograma en donde se pueden obtener pardmetros
cromatogréficos importantes y donde se puede realizar la integracion de la respuesta
producida por cada pico (Figura 4).

Una buena integracién es aquella en la que el inicio y final del pico tocan la linea base.

‘ isample [
- - e
HELS Injector :I_l—b Detector b
pump B
HPLC column

HPLC Data aquisition
solvent h 4

Figura 4. Diagrama de un cromatégrafo de liquidos de alta resolucion.

5. PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

5.1. Retencion cromatogréfica o factor de capacidad

La funcidén de la cromatografia es separar los componentes de una mezcla, es necesario
garantizar que existe una adecuada retencién de los compuestos a separar con la fase
estacionaria, para que se logre dicha separacion. Un parametro que mide la calidad de
dicha interaccion es el factor de capacidad cromatografico (k'), la cual se calcula con la

siguiente férmula.t

K' = (ta — to)/to
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Donde:
t 2 = Tiempo de retencion del primer pico en eluir.
t o = Tiempo muerto de la columna (corregido por la velocidad de flujo de trabajo).

Se recomienda que para métodos farmacopeicos k'>1.5

Factores que influyen en el factor de capacidad: fase estacionaria, fase movil y

temperatura.

5.2. Factor de coleo

Algunas veces es Util establecer un factor de coleo para limitar el maximo permisible con
relacién a la asimetria del pico. Para propdésitos farmacopeicos, el factor de coleo T, se
define como la relacion de la distancia del ancho del pico Woos, dividido entre dos veces
la distancia f, del maximo del pico hacia el lado izquierdo del pico (Figura 5). Estas
distancias deben medirse a un punto que corresponde a un 5 % de la altura partiendo
de la linea base. Para un pico simétrico el factor de coleo es la unidad y el valor de T
aumenta conforme el coleo va siendo mas pronunciado.

El céalculo se expresa por la frmula:*

T = Wyos/2r

Donde:
Wo.05 = Relacién de la distancia del ancho del pico.

f= Distancia del maximo del pico hacia el lado izquierdo del pico.
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005 h

R

]
MAXIMO DEL PICO

Figura 5. Pico cromatografico asimétrico.

Se recomienda que T < 2.0, y que este no vaya aumentando a lo largo del analisis.

5.3. Platos teéricos

Una medida de la eficiencia de una columna en particular se puede conocer calculando

el nimero de platos tedricos (N) de la columna con la siguiente formula:*

N =16 (t/w)?

Donde:
t = Tiempo de retencion de la sustancia.
W = Ancho de la base del pico obtenido extrapolando los lados del pico hasta la linea

base, en las mismas unidades de tiempo que t.

El valor de N es dependiente de la sustancia que estd siendo analizada y de las
condiciones de operacioén tales como la velocidad de flujo, la temperatura, la cantidad
del empaque de la columna y la uniformidad de éste. Se recomienda el monitoreo de los
platos tedricos desde el inicio del analisis, ya que una disminucién de platos tedricos es

un indicio del deterioro de la columna.!
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5.4 Resolucion cromatogréfica

Como una medida de la eficiencia de la separacion de dos componentes en una mezcla,
objetivo final de la cromatografia, la resolucion (R) se determina por la siguiente
formula:*

R=2[(; - t))/(W; + Wy)]

Donde:
t 2y t1=Tiempos de retencién para los componentes.
W .y W 1 = Anchos correspondientes de las bases de los picos obtenidos extrapolando

los lados de los picos hasta la linea base.

El factor de resolucién (R) es importante para asegurar la separaciéon de dos
componentes que eluyen muy cerca uno del otro y para establecer la eficiencia del

sistema.

Es recomendable que R > 2, a menos que se distingan un valor diferente en la

monografia individual.

La resolucion se puede aumentar mejorando la selectividad, con pequefas variaciones

de selectividad se pueden conseguir cambios en la resolucién.

5.5. Partes de un Cromatograma

Un cromatograma es una representacion gréafica que se obtiene de la interaccion entre

la fase moévil y la fase estacionaria con la muestra de interés a través del tiempo.

En la Figura 6 se observa un ejemplo de cromatograma que representa una separacion
de dos sustancias: tr1 Y tr2 SON los tiempos en que tarda en eluir el analito a determinada
longitud de onda; ty, es el tiempo muerto que representa el tiempo en el que se presenta
la primera respuesta en el cromatograma; W1 y W2 es lo ancho de los picos con respecto

a la linea base.
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Senal
F Compuesto 1 Compuesto 2
) ’R2 !
- :
R : :
i
'
t s
| W5 :
A H
] — -~ -
- M i Tiempo
L "R1 — :

!

Inyeccion de la muestra

Figura 6. Partes de un cromatograma.

Lo ideal es obtener un pico tipo Gaussiano, cuando no se obtiene pueden existir muchas
causas por las cuales el pico no cumple con los parametros cromatogréaficos antes
descritos, los cuales pueden ser con respecto a la naturaleza de la fase estacionaria, la
fase movil, la longitud de la columna o la composicién de la columna, el tipo de detector

o el volumen de inyeccién de la muestra.

Si hablamos de la naturaleza de la fase estacionaria y de la fase mévil entre mas similar
sea a la composicion del analito habra mayor retencion, por lo que se ve reflejado en los

tiempos de retencion y en consecuencia en la forma de los picos.

Entre mayor longitud de la columna se tendran un mayor nimero de platos teoricos,
pero los tiempos de retencion serdn mayores y a consecuencia los picos seran menos

asimétricos y con menos altura.

Por lo tanto, se deben elegir cada uno de los parametros que puedan afectar o beneficiar
al andlisis para asi lograr la mejor separacibn y se pueda obtener un método
reproducible, sensible y selectivo que permita la cuantificacion e identificacion del analito

0 analitos presentes.
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6. BROMHIDRATO DE CITALOPRAM

El citalopram es un medicamento antidepresivo que pertenece al grupo de los
inhibidores selectivos de la receptacion de serotonina. Esta indicado en el tratamiento
de la depresion y para prevenir las recurrencias/recaidas. También, esta indicado en el
tratamiento del trastorno de angustia y del trastorno obsesivo compulsivo (TOC). 3

6.1. Propiedades Fisicoquimicas

La estructura de la molécula de Bromhidrato de Citalopram se encuentra representada
en la figura 7.

Formula molecular: CxoH21FN.O.HBr

Peso molecular: 405.3 g/mol

Formula desarrollada: Bromhidrato de 1-[3-(dimetilamino)propil]-1-(4-fluorfenil)-1,3-
dihidro-5-isobenzofurancarbonitrila (1:1)

Caracteristicas fisicas: Polvo cristalino blanco o casi blanco.

Solubilidad: Ligeramente soluble en agua, soluble en cloroformo, metanol y etanol,
practicamente insoluble en éter etilico.

Punto de fusion: 182-189 °C.*°

NC

N
“CHg3

-HBr

F

Figura 7. Molécula de Bromhidrato de
Citalopram.

6.2. Mecanismo de Accioén

Antidepresivo derivado de la fenilbutilamina. Actda inhibiendo de forma selectiva la
recaptacion de serotonina por parte de la membrana presinptica neuronal, potenciando
la transmision serotonérgica en el Sistema Nervioso Central. Tiene muy poca afinidad
hacia los receptores colinérgicos (M), y carece de actividad significativa sobre los
receptores adrenérgicos (alfa y beta), dopaminérgicos (D), histaminérgicos (H),
serotonérgicos (5-HT, 5-hidroxitriptamina) y otros neurotransmisores. Aunque

citalopram no tiene afinidad por los receptores opioides, potencia el efecto
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antinociceptivos de los analgésicos narcéticos. Su efecto sedante es minimo, incluso
asociado a alcohol. Citalopram disminuye la cantidad de suefio paradéjico y aumenta el

porcentaje de las fases de suefio profundo. 3

6.3. Farmacocinética

Después de la administracion oral, el citalopram, un compuesto altamente lipofilico, se
absorbe rapida y casi completamente en el tracto gastrointestinal de voluntarios sanos.
La biodisponibilidad oral del farmaco es del 80 %, lo que demuestra que el metabolismo
de primer paso es limitado. Su biodisponibilidad no se ve afectada por los alimentos.*?
13 Después de una dosis Unica de 40 mg de citalopram, la concentracion plasmaética
maxima (Cmax) se alcanza en dos a cuatro horas en voluntarios sanos.!

El citalopram se metaboliza por N-desmetilacion sobre todo por las isoenzimas del
citocromo P450 CYP3A4 y CYP2C19, aunque el citalopram es el producto que
predomina en el plasma. Los estudios farmacol6gicos han demostrado que el citalopram
es entre 8 y 10 veces mas potente que sus metabolitos como inhibidor de la recaptacion
de serotonina. Aproximadamente el 30% del citalopram se excreta por via renal, siendo

la semi-vida de eliminacion en los individuos sanos de unas 35 horas.®
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7. OBJETIVOS

7.1 OBJETIVO GENERAL

e Realizar la verificacion la de un método analitico para la cuantificacién de
bromhidrato de citalopram por medio de la Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucion (HPLC) de acuerdo con los parametros de aceptabilidad
establecidos en la FEUM 122 edicién, los criterios del procedimiento normalizado
de operacion interno PNO-CCQ-037-Version 7B Verificacion de Métodos
Analiticos y la Guia de Validacién de Métodos Analiticos editada por el Colegio
Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos de México, A.C

7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Desarrollar un esquema para la verificacion de un método analitico para
cuantificar bromhidrato de citalopram con exigencias de linealidad, repetibilidad,

reproducibilidad, selectividad, recuperacion y sesgo.

e Demostrar la validez de la metodologia y asi verificar los parametros de
aceptabilidad para validar la técnica en funcion de los criterios establecidos en
el PNO-CCQ-037-Version 7B Verificacion de Métodos Analiticos, la Guia de
Validacion de Métodos Analiticos editada por el Colegio Nacional de Quimicos
Farmacéuticos Biélogos de México, A.C.

7.3 JUSTIFICACION

Al hablar de la calidad, seguridad y eficacia que deben cumplir los productos
farmacéuticos destinados a mejorar la salud de la poblacion, debe considerarse la
responsabilidad que recae en los profesionales involucrados en el control de la calidad,
pues ademas de demostrar su profesionalismo y ética, deben tener y aplicar los
conocimientos adquiridos durante su formacion que le permitan disefiar y ejecutar
métodos analiticos adecuados para ser validados y/o verificados para su posterior
aplicacion en el control de la calidad de productos farmacéuticos, sobre todo de aquellos
medicamentos controlados en el que la potencia del farmaco es de especial riesgo,

como los son las tabletas de bromhidrato de citalopram.
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8. INSUMOS Y MATERIALES

Tabla 2. Material para la realizacion de la verificacion analitica de citalopram.

Material Volumen
Vaso de precipitados 100 mL
Matraz volumétrico 10 mL, 20 mL, 50 mL, 500 mL
Pipeta volumétrica 5 mL
Viales graduados 1.5mL
Tubos de ensaye N/A
Reservorio vidrio 1000 mL

Tabla 3. Equipos/instrumentos para la realizacidon de la verificacion analitica de

citalopram.
Equipo Marca/Modelo
Cromatografo de Liquidos de Agilent 1260 Infinity
Alta Eficacia.
Microbalanza analitica Mettler Toledo /XPE56
Balanza snalitica Ohaus Explorer E12140
Bafio ultrasénico Digital Ultrasonic Cleaner
Potencidmetro Mettler Toledo
Lampara UV Analytikjena
Parrilla de agitacion Thermo Scientific

Tabla 4. Reactivos para la realizacion de la verificacién analitica de citalopram.

Reactivos Marca/Proveedor Lote Fecha Caducidad
Agua HPLC J.T. Baker C36W13 2025/08/31
Metanol HPLC J.T. Baker C27W36 2026/07/13
Acetonitrilo HPLC J.T. Baker EO7W61 2027/01/13
Hidréxido de Sodio J.T. Baker CO7WO07 2023/04/13
Acido Clorhidrico J.T. Baker C49W34 2026/12/07
Bromuro de Dodeciltrimetilamonio Sigma Aldrich LSP23671 2023/11/05
Fosfato Dibasico de Sodio Anhidro Silver Quim 094641 2025/06/14
Bromhidrato de Citalopram DVA mexicana MP23456 2026/08/12
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Tabla 5. Insumos para la realizacion de la verificacion analitica de citalopram.

Insumos Marca/Proveedor Lote Fecha Caducidad
Acrodisco Nylon 0.45um AGILENT N/A No aplica
TECHNOLOGIES
Columna Cromatografica L1 AGILENT N/A No Aplica
5um C18 250x 4.6 mm TECHNOLOGIES
Placebo N/A 5360-16-003 No Aplica

Placebo: la preparacion del placebo se describe méas adelante.

Tabla 6. Estandares para la realizacion de la verificacién analitica de citalopram.

Nombre del estdndar Lote Caducidad
Bromhidrato de Citalopram EP228-01 Vigente
Compuesto Relacionado F de EP02-01 Vigente
Citalopram
PLACEBO

Se realizara la preparacion de 10 gramos placebo analitico de citalopram, de acuerdo
con la férmula cuantitativa se conservard en envase bien cerrado a temperatura
ambiente como se indica en las condiciones de almacenamiento del producto.

Tabla 7. Placebo analitico para la verificacion analitica de citalopram.

Materia Prima Peso
Celulosa Microcristalina PH102 2.628¢
Croscarmelosa de Sodio 0.239¢
Lactosa monohidratada malla 200 6.197 g
Polividona K30 0.479¢

Estearato de Magnesio 0.12 g
Recubrimiento Opadry Il 85F18378 Blanco 0.359¢g
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Método analitico por HPLC para la verificacion analitica de
Citalopram en tabletas de 20mg

\ 4

Establecer los parametros a evaluar

v

Establecer pruebas experimentales

v

Establecer criterios de aceptabilidad

v

Ejecutar pruebas experimentales

v

Obtener resultados

v

Realizar informe de verificacién

*

Revisar informe

Diagrama 1. Metodologia para la verificacion analitica de citalopram en tabletas
de 20 mg.
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9. METODOLOGIA

La metodologia utilizada tiene como referencia los parametros de desemperfio del PNO-
CCQ-037-Version 7B Verificacion de Métodos Analiticos.

METODO DE ANALISIS DE VALORACION DE CITALOPRAM EN TABLETAS
Preparacion de Soluciones

e Solucion reguladora: Se transfirié a un matraz volumétrico de 500 mL 0.71 g de
fosfato dibasico de sodio anhidro, se agreg6 250 mL de agua, se agitoé hasta
disolver, se llevo al aforo con agua y se mezclé.

e Diluyente: Se preparé una mezcla de metanol: solucion reguladora (80:20).

e Fase movil: Se prepardé una solucién de diluyente que contenga 770 mg/L de

bromuro de dodeciltrimetilamonio, se filtré y desgasifico.

e Preparacion del patrén interno: Se pesd 12.5 mg de la SRef de citalopram
compuesto relacionado F, se transfirié a un matraz volumétrico de 20 mL, se aforé

con solucion diluyente.

e Preparacioén de referencia: Se transfirio 25 mg SRef de bromhidrato de citalopram
en un matraz volumétrico de 20 mL, se aforé con solucion diluyente. Se tomé una
alicuota de 5 mL de la solucién anterior, en un matraz volumétrico de 50 mL y una
alicuota de 5mL de patrén interno, se mezclé y aforé con solucion diluyente. Esta

preparacion se filtr6 con una membrana de nylon de 0.45 pm.

e Preparacion de la muestra: Se pesaron 10 tabletas y se calcul6 su peso promedio.
Se trituraron hasta polvo fino, se peso el equivalente a 25 mg de citalopram, se
transfiri6 a un matraz volumétrico de 50 mL, se agreg6 15 mL de solucion diluyente,
se mezcld y se sometid a la accion del ultrasonido durante 10 minutos, se enfrio y
se llevo al aforo con el mismo disolvente, se mezcl6. Se tomé una alicuota de 10 mL
de la solucion anterior, en un matraz volumétrico de 50 mL y una alicuota de 5 mL
de patrén interno, se mezclé y aforé con solucién diluyente. Esta preparacion se filtro

con una membrana de nylon de 0.45 pm.

Condiciones de equipo
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Detector de luz UV a una longitud de onda de 254 nm. Columna de 4.6 mm x 25 cm,
empacada con L1 de 5um, velocidad de flujo de 1 mL/min. Temperatura de la
columna 45 °C.

Procedimiento

Se inyectd al cromatégrafo, por sextuplicados volimenes iguales (10 pL) de la
preparacion de referenciay por triplicado la preparacion de la muestra, se registraron
los picos respuesta, la resolucion R entre citalopram y compuesto relacionado F no

es menor a 1.5, la eficacia de la columna no es menor que 2000 platos tedricos.

Se obtuvieron sus correspondientes cromatogramas y se calculé la cantidad de
citalopram (Cz0H2:FN20) en la porcién de muestra tomada por medio de la siguiente

féormula:

Ay \ (32439
cD ( )
Ares) \405.30

C = cantidad de brombhidrato de citalopram en la preparacion de referencia.

D = Factor de dilucion de la muestra.

An = Area bajo la curva del pico obtenida en el cromatograma con la preparacion de la
muestra.

Arer = Area bajo la curva del pico obtenida en el cromatograma con la preparacion de
referencia.

324.39= Peso molecular del citalopram g/mol.

405. 30=Peso molecular de bromhidrato de citalopram g/mol.

Dénde:

METODO DE ANALISIS DE ADECUABILIDAD DEL SISTEMA

e Solucidn reguladora: Se transfiri6 a un matraz volumétrico de 500 mL 0.71 g de
fosfato dibasico de sodio anhidro, se agreg6 250 mL de agua, se agitd hasta disolver,

se llevé al aforo con agua destilada y se mezclo
e Diluyente: Se prepar6 una mezcla de metanol: solucion reguladora (80:20).

e Fase movil: Se preparardé una solucién con diluyente que contenga 770 g/L de

bromuro de dodeciltrimetilamonio, se filtrd y se desgasifico.

e Preparaciéon del patron interno: Se pes6é 12.5 mg de la SRef de citalopram
compuesto relacionado F, se transfiri6 a un matraz volumétrico de 20 mL, se aforo

con solucion diluyente.
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e Preparacién de referencia: Se transfirio 25 mg SRef de bromhidrato de citalopram
en un matraz volumétrico de 20 mL, se aforé con solucién diluyente. Se tom6 una
alicuota de 5 mL de la solucion anterior y se transfirid a un matraz volumétrico de 50
mL y se adiciono una alicuota de 5 mL de patron interno, se mezcld y aforé con
solucién diluyente. Esta preparacion se filtré con una membrana de nylon de 0.45

um.

Condiciones de equipo: Detector de luz UV a una longitud de onda de 254 nm.
Columna de 4.6 mm x 25 cm, empacada con L1 de 5 pym, velocidad de flujo de 1 mL/min.
Temperatura de la columna 45 °C.

Procedimiento: Se inyect6 al cromatdgrafo por sextuplicado, volimenes iguales 10 pL
de la preparacion de referencia, la resolucibn R entre citalopram y compuesto
relacionado F no es menor que 1.5, la eficacia de la columna no es menos que 2000

platos tedricos de acuerdo a su monografia correspondiente en la FEUM.

METODO DE ANALISIS DE LINEALIDAD DEL METODO

Método de trabajo: Se debe realizar el recobro en un intervalo de concentraciones que
abarquen el 100% de la cantidad de analito, el limite inferior y el limite superior indicado
en la monografia del producto, a su vez se debe contemplar un punto por encimay por
debajo de los parametros de aceptacién. Por lo cual se tomaron concentraciones

egquivalentes a 80%, 90%, 100%, 110% y 120% para realizar esta prueba.

Preparacion de soluciones

e Solucién reguladora: Se transfirieron a un matraz volumétrico de 500 mL 0.71 g de
fosfato dibasico de sodio anhidro, se agregaron 250 mL de agua, se agitd hasta

disolver, se llevo al aforo con agua y se mezclé.
e Diluyente: Se preparé una mezcla de metanol: solucion reguladora (80:20).

e Fase movil: Se preparé una solucion en diluyente que contenia 770 mg/L de

bromuro de dodeciltrimetilamonio, se filtré y se desgasifico.

e Preparaciéon del Patron Interno: Se pesarén 12.5 mg de la SRef de citalopram
compuesto relacionado F, se transfirieron a un matraz volumétrico de 20 mL, se

aford con solucion diluyente.

40




Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

e Preparacion de referencia: Se transfirieron 25 mg SRef de bromhidrato de
citalopram en un matraz volumétrico de 20 mL, se aford con solucién diluyente. Se
tomo una alicuota de 5 mL de la solucién anterior, en un matraz volumétrico de 50
mL y una alicuota de 5 mL de patrén interno, se mezclé y aforé con solucion

diluyente. Esta preparacion se filtré6 con una membrana de nylon de 0.45 pym.

e Preparacién de la muestra: De acuerdo con la Tabla 8, se pes6 una cantidad de la
muestra necesaria para llegar a las concentraciones de 80.0 %, 90.0 %, 100.0 %,
110.0% y 120.0 % adicionando una cantidad de placebo adicionado equivalente al

100% de la concentracion del analito:

Tabla 8. Preparacién de muestras para la linealidad del método.

Nivel de Cantidad Concentracion
concentracion adicionada de mg/mL
(%) bromhidrato de
citalopram

80.00 20.0 mg 0.08

90.00 22.5mg 0.09
100.00 25.0 mg 0.10
110.00 27.5mg 0.11
120.00 30.0 mg 0.12

Se pesé una cantidad del polvo equivalente a lo indicado en la tabla 8, se transfirié a un
matraz volumétrico de 20 mL, se agregé 10 mL de solucién de diluente, se mezclé y se
someti6 a la accion del ultrasonicacion durante 10 minutos, se enfrid y llevo al aforo con
el mismo disolvente, se tomé una alicuota de 5 mL y transfirié a un matraz volumétrico
de 50 mL y se adicioné 5 mL de patrén interno, se aforé con la solucion diluyente. Esta

preparacion se filtr6 con una membrana de nylon de 0.45 pm.

Condiciones de equipo

Detector de luz UV a una longitud de onda de 254 nm. Columna de 4.6 mm x 25 cm,
empacada con L1 de 5um, velocidad de flujo de 1 mL/min. Temperatura de la
columna 45 °C.

Procedimiento

Se inyect6 al cromatografo por sextuplicado, volumenes iguales (10 pL) de la
preparacion de referencia y tres de la muestra, se registraron los picos respuesta, la
resolucion R entre citalopram y compuesto relacionado F no es menor a 1.5, la

eficacia de la columna no es menor que 2000 platos tedricos.

41




METODO DE ANALISIS DE PRECISION
1. Reproducibilidad

Método de trabajo: Se corroboré la precision analitica entre analistas, en los criterios
maximos, minimos y centrales como se indica en la monografia del producto. De
acuerdo a la F.E.U.M los criterios de aceptacion para tabletas de bromhidrato de
citalopram son: una cantidad no menor al 90.0% y una cantidad no mayor a 110.0% de
la cantidad indicada en el marbete. Por lo tanto, se empleb como parametros superiores
e inferiores las concentraciones de trabajo para la reproducibilidad de un 90.0, 100.0 y
110.0% con relacion al 100% del analito de interés, se realizd la preparacion de la
muestra a analizar por triplicado, se realiz6 este procedimiento en dos dias y por dos

analistas.
Preparacion de soluciones

e Solucion reguladora: Se transfiri6 a un matraz volumétrico de 500 mL 0.71 g de
fosfato dibasico de sodio anhidro, se agreg6 250 mL de agua, se agité hasta disolver,

se llevo al aforo con agua y se mezclé.
e Diluyente: Se preparé una mezcla de metanol: solucion reguladora (80:20).

e Fase movil: Se prepar6 una solucion diluyente que contenga 770 mg/L de bromuro

de dodeciltrimetilamonio, se filtré y desgasificé.

e Preparacion del patrén interno: Se pesé 12.5 mg de la SRef de citalopram
compuesto relacionado F, se transfirié a un matraz volumétrico de 20 mL, se aforé

con solucion diluyente.

e Preparacién de referencia: Se transfiri6 25 mg SRef de bromhidrato de citalopram
en un matraz volumétrico de 20 mL, se aforé con solucion diluyente. Se tomé una
alicuota de 5 mL de la solucién anterior en un matraz volumétrico de 50 mL y una
alicuota de 5 mL de patron interno, se mezcld y se aforé con solucion diluyente. Esta

preparacion se filtr6 con una membrana de nylon de 0.45 um.

e Preparacion de la muestra: De acuerdo con la Tabla 9, se pes6 una cantidad de la
muestra necesaria para llegar a la concentracion final equivalente al 90 %, 100 % y
110 %, adicionando una cantidad de placebo adicionado equivalente al 100% de la

concentracion del analito:
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Tabla 9. Preparacion de muestras para reproducibilidad.

Nivel de Cantidad Concentracién
concentracion (%) adicionada de mg/mL
bromhidrato de
citalopram
90 22.5mg 0.09
100 25.0 mg 0.10
110 27.5mg 0.11

Se pesé una cantidad del polvo equivalente a lo indicado en la tabla 9, se transfirié a un
matraz volumétrico de 20 mL, se agreg6 10 mL de solucién diluente, se mezcl6 y se
sometid a la accion del ultrasonido durante 10 minutos, se enfrié y se llevé al aforo con
el mismo disolvente, se tomé una alicuota de 5 mL y se transfirié a un matraz volumétrico
de 50 mL y se adicion6 5 mL de patron interno, se aforé con la solucién diluyente. Se

filtr6 esta preparacion con una membrana de nylon de 0.45 um.
Condiciones de equipo

Detector de luz UV a una longitud de onda de 254 nm. Columna de 4.6 mm x 25 cm,
empacada con L1 de 5 um, velocidad de flujo de 1 mL/min. Temperatura de la columna
45 °C.

Procedimiento

Se inyectaron al cromatdgrafo por sextuplicado, volimenes iguales (10 pL) de la
preparacion de referencia, la resolucion R entre citalopram y compuesto relacionado F
no es menos que 1.5, la eficacia de la columna no es menos que 2000 platos teéricos,
inyectar al cromatégrafo por separado volumenes iguales (10 pL) por triplicado la

preparacion de las muestras a los 3 niveles de concentracion.

2. Repetibilidad

Método de trabajo: Se corroboré la repetibilidad de resultados en los criterios maximos,
minimos y en el nivel central, indicados en la monografia del producto. El criterio de
aceptacion de citalopram indica que no debe contener menos de 90.0% y no mas de
110.0% indicado en el marbete, por lo tanto, se emplearon como parametros superiores
e inferiores las concentraciones de 90.0% y 110.0%, por lo que se realiz6 la repetibilidad
a las concentraciones de 90%, 100% y 110% respectivamente, realizando este
procedimiento 2 dias distintos preparando por triplicado cada muestra en cada nivel de

trabajo.
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Preparacion de soluciones

e Solucion reguladora: Se transfiri6 a un matraz volumétrico de 500 mL 0.71 g de
fosfato dibasico de sodio anhidro, se agreg6 250 mL de agua, se agitd hasta disolver,

se llevo al aforo con agua y se mezclé.
¢ Diluyente: Se prepar6 una mezcla de metanol: solucion reguladora (80:20).

e Fase movil: Se preparé una solucién en diluyente que contenga 770 mg/L de

bromuro de dodeciltrimetilamonio, se filtr6 y desgasifico.

e Preparacién del patron interno: Se pesé 12.5 mg de la SRef de citalopram
compuesto relacionado F, se transfiri6 a un matraz volumétrico de 20 mL, se afor6

con solucion diluyente.

o Preparacion de referencia: Se transfiri6 25 mg SRef de bromhidrato de citalopram
en un matraz volumétrico de 20 mL, se aforé con solucién diluyente. Se tom6 una
alicuota de 5 mL de la solucién anterior, en un matraz volumétrico de 50 mL y una
alicuota de 5 mL de patron interno, se mezclé y aforé con solucién diluyente. Esta

preparacion se filtré con una membrana de nylon de 0.45 pym.

e Preparacién de la muestra: De acuerdo con la tabla 10 se pesé una cantidad de la
muestra necesaria para llegar a la concentracion final equivalente al 90 %, 100 % y
110 %, se adicionando una cantidad de placebo adicionado al 100% de la

concentracion del analito, como se indica en la tabla:

Tabla 10. Preparacién de muestras para la repetibilidad.

Nivel de Cantidad Concentracién
concentracion (%) adicionada de mg/mL
bromhidrato
citalopram
920 22.5mg 0.09
100 25.0 mg 0.10
110 27.5mg 0.11

Se peso6 una cantidad del polvo equivalente a lo indicado en la tabla 10, se transfirio a
un matraz volumétrico de 20mL, se agreg6 10 mL de solucién diluyente, se mezclo y se
sometid a la accion del ultrasonido durante 10 minutos, se enfrié y se llevo al aforo con
el mismo disolvente, se tom¢ una alicuota de 5 mL y se transfirié a un matraz volumeétrico
de 50 mL y se adicion6 5 mL de patron interno, se afordé con la solucion de diluyente.

Esta preparacion se filtr6 con una membrana de nylon de 0.45 pm.
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Condiciones de equipo

Detector de luz UV a una longitud de onda de 254 nm. Columna de 4.6 mm x 25 cm,
empacada con L1 de 5um, velocidad de flujo de 1 mL/min. Temperatura de la columna
45 °C.

Procedimiento

Se inyect6é al cromatdgrafo por sextuplicado, voliumenes iguales (10 pL) de la
preparacion de referencia; la resoluciéon R entre citalopram y compuesto relacionado F
no es menor que 1.5, la eficacia de la columna no es menor que 2000 platos tedricos,
se inyectd al cromatdgrafo por separado volumenes iguales (10 uL) de la preparacion

de las muestras por triplicado.

METODO DE ANALIS DE RECUPERACION Y SESGO

Método de trabajo: Se realizé el recobro en un intervalo de concentraciones que
abarcaron el 100% de la cantidad de analito, el limite inferior y el limite superior indicado
en la monografia del producto, a su vez se contempl6 un punto por encimay por debajo
de los pardmetros de aceptacion. Por lo cual se tomaron concentraciones equivalentes
a 80%, 90%, 100%, 110% y 120% para realizar esta prueba.

Preparacion de soluciones

e Solucion reguladora: Se transfiri6 a un matraz volumétrico de 500 mL 0.71 g de
fosfato dibasico de sodio anhidro, se agreg6 250 mL de agua, se agitd hasta disolver,

se llevé al aforo con agua y se mezclé.
¢ Diluyente: Se prepar6 una mezcla de metanol: solucién reguladora (80:20).

e Fase movil: Se prepar6 una solucion diluyente que contenga 770 mg/L de bromuro

de dodeciltrimetilamonio, se filtré y se desgasifico.

e Preparacién del patron interno: Se pesé 12.5 mg de la SRef de citalopram
compuesto relacionado F, se transfiri6 a un matraz volumétrico de 20 mL, se afor6

con solucién diluyente.

e Preparacién de referencia: se transfirio 25 mg SRef de bromhidrato de citalopram
en un matraz volumétrico de 20 mL, se aforé con solucién diluyente. Se tom6 una

alicuota de 5 mL de la solucion anterior, en un matraz volumétrico de 50 mL y una

45




alicuota de 5 mL de patrén interno, se mezcl6 y aforé con solucién diluyente. Esta

preparacion se filtr6 con una membrana de nylon de 0.45 pm.

e Preparacion de la muestra: De acuerdo con la tabla 11, se pes6 una cantidad de
la muestra necesaria para llegar a las concentraciones requeridas de 80%, 90%,
100%, 110% y 120% se adicion6 una cantidad de placebo adicionado equivalente al

100% de la concentracion del analito:

Tabla 11. Preparacion de muestras para recuperacion y sesgo.

Nivel concentraciéon Cantidad Concentracién
(%) adicionada de mg/mL
bromhidrato de
citalopram
80 20.0 mg 0.08
90 22.5mg 0.09
100 25.0 mg 0.10
110 27.5 mg 0.11
120 30.0 mg 0.12

Se peso una cantidad del polvo equivalente a lo indicado en la tabla 11, se transfiri6 a
un matraz volumétrico de 20 mL, se agreg6 10 mL de solucion diluyente, se mezcld y
sometid a la accion del ultrasonido durante 10 minutos, se enfrié y se llevé al aforo con
el mismo disolvente, se tomd una alicuota de 5 mL y se transfirié a un matraz volumétrico
de 50 mL y se adicioné 5 mL de patrén interno, se aforé con la solucion diluyente. Esta

preparacion se filtr6 con una membrana de nylon de 0.45 pm.

Condiciones de equipo

Detector de luz UV a una longitud de onda de 254 nm. Columna de 4.6 mm x 25 cm,
empacada con L1 de 5 um, velocidad de flujo de 1 mL/min. Temperatura de la columna
45 °C.

Procedimiento

Se inyectd al cromatografo por sextuplicado, volumenes iguales (10 pL) de la
preparacion de referencia y por triplicado la preparacion de la muestra, se registraron
los picos respuesta, la resolucion R entre citalopram y compuesto relacionado F no

es menor a 1.5, la eficacia de la columna no es menor que 2000 platos tedricos.
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METODO DE ANALISIS DE ESPECIFICIDAD Y SELECTIVIDAD

Método de trabajo: Se debe corroborar si existe algun interferente (excipientes,
productos de degradacion, impurezas o contaminantes) que presenten lecturas
indeseables para el analito de interés; para lo cual se debe proporcionar un ambiente

adecuado para la degradacion de este y observar si presenta o no interferencias.
Preparacion de soluciones

e Solucion reguladora: Se transfirieron a un matraz volumétrico de 500 mL 0.71 g de
fosfato dibasico de sodio anhidro, se agreg6 250 mL de agua, se agité hasta disolver,

se llevo al aforo con agua y se mezclo.
e Diluyente: Se preparé una mezcla de metanol: solucion reguladora (80:20).

e Fase MOvil: Se prepardé una soluciéon con diluyente que contenia 770 mg/L de

bromuro de dodeciltrimetilamonio, se filtré y se desgasifico.

e Preparacion del patron interno: Se pesaron 12.5 mg de la SRef de citalopram
compuesto relacionado F, se transfirieron a un matraz volumétrico de 20 mL, se

aford con solucion diluyente.

e Preparacion de referencia: Se transfirio 25 mg SRef de bromhidrato de citalopram
en un matraz volumétrico de 20 mL, se aforé con solucion diluyente. Se tomé una
alicuota de 5 mL de la solucién anterior, en un matraz volumétrico de 50 mL y una
alicuota de 5mL de patrén interno, se mezclé y aforé con solucion diluyente. Esta

preparacion se filtr6 con una membrana de nylon de 0.45 pm.

e Preparaciéon de la muestra: Se sometieron a diferentes condiciones dos muestras
con concentracion equivalente al 100% del analito de interés, las condiciones de

trabajo a las que se sometié las muestras fueron las siguientes:

. Condiciones ambientales normales (25.0 C°+ 2.0 C°).

. Condiciones acidas y de temperatura (pH= 2.0+ 1 /80 °C + 10 °C).

" Condiciones basicas y de temperatura (pH= 10.0 + 1/ 80 °C + 10 °C).
=  Condiciones foto liticas (luz UV).

=  Muestras sometidas a calentamiento (80 °C £ 10 °C).

Muestra sometida a condiciones normales: Se prepard por duplicado la muestra

como se indica en el método de andlisis de valoracion.
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Muestras sometidas a condiciones acidas y de temperatura: Se peso una cantidad
equivalente a 25 mg de citalopram y transfirié6 a un tubo de ensaye, se adicion6 una
alicuota de 5 mL de solucion de acido clorhidrico 1.0 N, se ajust6 el pH de la solucion a
2.0 £ 1. Se indujo a calentamiento a una temperatura no menor a 80 °C + 10 °C, por un
periodo de tiempo no menor a 40 minutos = 10 minutos, pasado el tiempo, se enfrié a
temperatura ambiente y se adicion6 una alicuota de 5 mL de solucion de hidréoxido de
sodio 1.0 N. Terminada la accién, se transfirié cuantitativamente el contenido del tubo a
un matraz volumétrico de 20 mL, se adicionaron 15 mL de solucion diluyente y se
sometid a ultrasonido durante 10 minutos, se llevd al aforo con el mismo disolvente, se
tomé una alicuota de 5 mL en un matraz volumétrico de 50 mL y se adiciond una alicuota
de 5 mL de patrén interno y se llevo al aforo con el mismo disolvente, se filtré a través

de una membrana de nylon de 0.45 um, descartando los primeros mililitros del filtrado.

Muestras sometidas a condiciones basicas y de temperatura: Se pes6 una cantidad
equivalente a 25 mg de citalopram, se transfiri6 a un tubo de ensaye, se adicion6 una
alicuota de 5 mL de solucion de hidréxido de sodio 1.0 N, se ajust6 el pH de la solucion
a 10.0 £ 1. Se indujo a calentamiento a una temperatura no menor a 80 °C £ 10 °, por
un periodo de tiempo no menor a 40 minutos + 10 minutos, se enfrid a temperatura
ambiente y se adicioné una alicuota de 5 mL de solucion de &cido clorhidrico 1.0 N.
Terminada la accion, se transfirié cuantitativamente el contenido del tubo a un matraz
volumétrico de 20 mL, se adiciond 10 mL de solucién diluyente y sometié a la accién de
un bafio de ultrasonido durante 10 minutos, se llevé al aforo con el mismo disolvente,
se toméd una alicuota de 5 mL en un matraz volumétrico de 50 mLy se adicioné 5 mL de
patrén interno y se llevo al aforo con el mismo disolvente, se filtré a través de una

membrana de nylon de 0.45 ym, descartando los primeros mililitros del filtrado.

Muestras sometidas a luz UV: Pesar una cantidad equivalente a 25 mg de citalopram
se transfirid a un matraz volumétrico de 20 mL, se adicion6é 10 mL de solucion diluyente
y se sometid a la accién de un bafio de ultrasonido durante 10 minutos, se enfrié y se
llevo al aforo, en seguida se confiné a la camara de luz UV por un tiempo no menor a
48 horas, pasado el tiempo, se retir6 de la camara y se tom6 una alicuota de 5 mL en
un matraz volumétrico de 50 mL y se adicioné 5 mL de patrén interno, se llevo al aforo
con solucién diluyente, se mezcld y filtr6 a través de una membrana de nylon de 0.45

um de porosidad, descartando los primeros mililitros del filtrado.

Muestra sometida a condicion de temperatura: Se pesé una cantidad equivalente de
20 mg de citalopram, se transfiri6 a un matraz volumétrico de 20 mL, se adicionaron 10

mL de solucién diluyente y se sometié a la accion de un bafio de ultrasonido durante 10
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minutos, se indujo a un calentamiento, a una temperatura de no menor de 80 °C, por un
tiempo no menor a 60 minutos + 10 minutos, pasado el tiempo, se permitié a la muestra
alcanzar la temperatura ambiente y se llevé al aforo con diluyente, se tomé una alicuota
de 5 mL en un matraz de 50 mL y se adiciond 5 mL de patrén interno, se filtré a través
de una membrana de nylon de 0.45 um de porosidad, descartando los primeros mililitros
del filtrado.

Condiciones de equipo

Detector de luz UV a una longitud de onda de 254 nm. Columna de 4.6 mm x 25 cm,
empacada con L1 de 5 um, velocidad de flujo de 1 mL/min. Temperatura de la columna
45 °C.

Procedimiento

Se inyect6 al cromatdgrafo por sextuplicado, volumenes iguales (10 pL) de la
preparacion de referencia; la resolucion R entre citalopram y compuesto relacionado F
no es menor que 1.5, la eficacia de la columna no es menor que 2000 platos teéricos; y
se inyect6 al cromatografo por separado volimenes iguales (10 uL) por duplicado la

preparacion de las muestras a diferentes condiciones.
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10. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Con las pruebas realizadas para la verificacion analitica de bromhidrato de citalopram
de acuerdo con la FEUM doceava edicidn, se obtuvieron los datos que se presentan a

continuacion.

En las tablas de resultados se nombra al compuesto como citalopram y no como
bromhidrato de citalopram, esto se debe a que la molécula activa es el citalopram, con
el bromhidrato forma una sal que mejora la solubilidad del compuesto en agua. Por esta
razon la materia prima y el estandar empleado se adquieren como bromhidrato de
citalopram, se realiza un ajuste de peso para tomar Unicamente la fraccion

correspondiente al citalopram.
Resultados y andlisis de resultados para el analisis de valoracién de citalopram

Los resultados obtenidos para la prueba de valoracion se muestran en la Figura 8, Tabla
12,y Tabla 13.
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Figura 8. Cromatograma de muestras de valoracién de citalopram obtenido con un
detector de luz UV a una longitud de onda de 254 nm.
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Tabla 12. Resultados obtenidos de estandares para valoracion de citalopram. Recobro: 100.17%

Estandar Brom:;drato Compuesto Factor Estandar Brom:;drato Compuesto Factor
1 . F Respuesta 2 . F Respuesta
citalopram citalopram
Peso 25.02 mg 12.5 mg Peso 25mg 12.5mg
Area 7081746 7071690 1.00 Area 7065098 7089654 0.99
7051966 7047171 1.00 7034512 7054326 0.99
7096434 7051455 1.00
7087298 7069835 1.00
7093626 7058587 1.00
7027295 7003608 1.00
Promedio 7073061 7050391 1.00 Promedio 7049805 7071990 0.99
cv 0.39% * cv 0.31% *
*Se utilzé un estandar 1 y un estandar 2 los cuales sirven para demostrar que el sistema es apto
para cuantificar y obtener resultados confiables; las 6 repeticiones del estandar 1 indicaron que
el sistema es preciso y la confrontacion con el estandar 2 demostraron la exactitud.
Tabla 13. Resultados obtenidos de las muestras para valoraciéon de citalopram.
Muestra Peso . Area Area Factor % Valoracion Promeq[o % CV
citalopram Compuesto F Respuesta valoracion
1 171.20 mg 7054632 7043764 1.00 99.71 99.67% 0.04%
2 171.12 mg 7064321 7058609 1.00 99.68
3 171.30 mg 7053254 7043876 1.00 99.63

Durante la verificacion del método, se tuvo una serie de condiciones reportadas en la
bibliografia de la FEUM (fase movil, longitud de onda, etc.) con las cuales se obtuvieron
los primeros cromatogramas. Estas pruebas ayudaron a determinar si era posible el
desarrollo de la verificacion del método. Este método utiliza el método del patrén interno
en el cual se afiade a todas las muestras en cantidad conocida el compuesto F, el cual
es similar al analito y su adicidbn no causa ningun tipo de interferencia y se puede
distinguir del compuesto pr8incipal que es el Citalopram, por lo que nos ayudd en la
cuantificacién por medio del factor respuesta.

Se desarroll6 el analisis de valoracion del Citalopram, la FEUM marca que debe de estar
entre los valores de 90-110 %, por lo que se obtuvo una valoracion de 99.67 % y un

CV=0.04, lo cual esta dentro del intervalo establecido.

Resultados y analisis para la prueba de adecuabilidad del sistema de citalopram

Los resultados obtenidos para la prueba de adecuabilidad se muestran en la Figura 9 y
Tabla 14. Como se observa que los picos de citalopram y del compuesto relacionado F
mostraron una resolucion mayor a 1.5 y pudieron cuantificarse sin problema con el

método propuesto. Se realizaron 6 inyecciones consecutivas de adecuabilidad del
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sistema para citalopram dando un coeficiente de variacion de 0.4% entre inyecciones y
una asimetria de 1.22. La FEUM 12 edicién marca que la resolucién entre citalopram y
compuesto relacionado F no debe ser menor que 1.5 y se obtuvo una resolucion de 18;
el factor de coleo no debe de ser mayor de 2 y se obtuvo un factor de coleo de 1.2; la
eficacia de la columna no debe ser menor que 2000 platos tedricos y se obtuvieron
10736.07; por lo que cumple los requisitos de adecuabilidad del sistema que marca el

método de la FEUM 12 edicién y nos permite determinar que el sistema funciona.
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Figura 9. Cromatograma adecuabilidad del sistema citalopram obtenido con un detector
de luz UV aunalongitud de onda de 254 nm.

Tabla 14. Resultados obtenidos de la adecuabilidad del sistema de citalopram.

Peso )
Estandar 1 Peso Area Area Factor
bromhidrato . Compuesto CV%
de Compuesto F citalopram F respuesta
citalopram
7051696.00 | 7021690.00 1.00
7081866.00 | 7047171.00 1.00
7045234.00 | 7051455.00 0.99
2501 mg 125mg 7057298.00 | 7089835.00 0.99 0.39
7093626.00 | 7058587.00 1.00
7027295.00 | 7003608.00 1.00
Promedio| 7059502.50 | 7045391.00 1.00

Resultados y analisis de resultados para el parametro de linealidad del método de
citalopram

Los resultados obtenidos para la prueba de linealidad se muestran en la Figura 10y 11;

y Tabla 15 y 16. Mediante una curva de calibracién de cantidad adicionada contra
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cantidad recuperada con niveles de 80, 90, 100, 110 y 120 se determind la linealidad
del método. Para decir que el método es lineal se tiene que obtener una la r> mayor a

0.98, y se obtuvo una r? de 0.99 por lo que se puede decir que el método es lineal.
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Figura 10. Cromatograma de linealidad del método de citalopram obtenido con un
detector de luz UV a una longitud de onda de 254 nm.

Tabla 15. Resultados obtenidos para el pardmetro de linealidad del método de

citalopram.
Muestra % o agﬁzr;(t)lg Zg a| . Area Co n’? |;lejaesto Factor re%ir;teI?:c(ij a %
Concentracion citralopram Respuesta Recobro
(mg) F (mg)
1 80 20.02 5685070 7056415 0.80 19.73 98.55
2 80 20.01 5676787 7048967 0.80 19.72 98.55
3 80 20.00 5676969 7076175 0.79 19.65 98.23
1 90 22.50 6438911 7058469 0.89 22.34 99.28
2 920 22.51 6425076 7055637 0.89 22.30 99.06
3 920 22.51 6474315 7098022 0.89 22.34 99.23
1 100 25.01 7125943 7070413 0.99 24.68 98.68
2 100 25.03 7126594 7065736 0.99 24.70 98.68
3 100 25.00 7128761 7073442 0.99 24.68 98.72
1 110 27.50 7926648 7095473 1.09 27.36 99.48
2 110 27.51 7905880 7082250 1.08 27.34 99.37
3 110 27.50 7929828 7119609 1.10 27.27 99.18
1 120 30.02 8583414 7049936 1.20 29.81 99.31
2 120 30.04 8583637 7063074 1.20 29.76 99.07
3 120 30.03 8572813 7078738 1.19 29.66 98.76
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Figura 11. Gréafica de linealidad de método de citalopram.

Tabla 16. Calculo de la ecuacidn de larecta de la linealidad del método de

citalopram
ECUACION RECTA
b1 1.0020
b0 -0.3077
r2 0.9996

Resultados y andlisis de resultados para la prueba de reproducibilidad

Los resultados obtenidos para la prueba de reproducibilidad se muestran en la Figura
12 y Tablas 17-22.
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Figura 12. Cromatograma precision intermedia obtenido con un detector de luz UV auna
longitud de onda de 254 nm.
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Tabla 17. Resultados obtenidos de reproducibilidad de citalopram Dia 1 Analista

1.
Dia 1
Cantidad Area Area Factor Cantidad % CV por
- . Compuesto ; nivel de
Adicionada | citalopram = Respuesta obtenida | Recobro conc
22.51 mg 6396044 7034902 0.90 22.81 mg 101.34
22.51 mg 6391822 7036969 0.90 22.79 mg 101.24 0.05
22.51 mg 6402669 7046276 0.90 22.80 mg 101.28
25.02 mg 7103521 7031109 1.01 25.35 mg 101.31
25.03 mg 7045973 7013721 1.00 25.20 mg 100.70 0.31
25.03 mg 7089628 7026379 1.00 25.32 mg 101.14
27.51 mg 7866274 7070812 1.11 27.91 mg 101.46
27.52 mg 7847701 7037332 1.11 27.98 mg 101.67 0.15
27.51 mg 7867888 7079476 1.11 27.88 mg 101.36
Tabla 18. Resultados obtenidos de reproducibilidad de citalopram Dia 2 Analista
1.
Dia 2
Cantidad Area Area Factor Cantidad % QV por
o . Compuesto . nivel de
Adicionada | citalopram = Respuesta obtenida | Recobro conc
22.51 mg 6374740 7156500 0.89 22.25 mg 98.83
22.50 mg 6365492 7139979 0.89 22.27mg 98.96 0.10
22.50 mg 6371613 7161143 0.88 22.22 mg 98.76
25.00 mg 7075220 7151252 0.98 24.71 mg 08.84
25.00 mg 7069864 7156116 0.98 24.67 mg 98.70 0.07
25.01 mg 7074959 7153491 0.98 24.70 mg 98.77
27.51 mg 7787259 7138524 1.09 27.25 mg 99.04
27.50 mg 7806153 7157710 1.09 27.24 mg 99.05 0.03
27.50 mg 7778729 7136150 1.09 27.22 mg 99.00
Tabla 19. Resultados estadisticos Analista 1, Dialy 2.
Dia 1 Dia 2 Global
>y 911.49 889.94 1801.44
>y2 92313.95 88000.01 180313.96
y 101.28 908.88 100.08
n 9 9 18
S 0.26 0.13 1.25
Cv 0.26 0.13 1.25

Tabla 20. Resultados obtenidos de reproducibilidad de citalopram Dia 1

Analista 2.
Dia 1

Cantidad Area Area Factor Cantidad % (?V bor

o . Compuesto . nivel de
Adiciona | citalopram = Respuesta obtenida Recobro conc
22.51 mg 6461795 7027760 0.91 22.78 mg 101.18
22.50 mg 6449589 7025873 0.91 22.74 mg 101.06 0.07
22.51 mg 6449130 7023035 0.91 22.75 mg 101.05
25.02 mg 7148971 7031201 1.01 25.18 mg 101.66 023
25.01 mg 7144258 7013721 1.01 25.12 mg 100.46 )
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25.03 mg 7154457 7043350 1.01 25.08 mg 100.19
27.50 mg 7896644 7066676 1.12 27.81 mg 101.14
27.51 mg 7867682 7045949 111 27.66 mg 100.54 0.30
27.50 mg 7904655 7058991 111 27.74 mg 100.86

Tabla 21. Resultados obtenidos de reproducibilidad de citalopram Dia 2 Analista 2.

Dia2
] cv
Cantidad Area c Area Factor Cantidad % hor
g . ompuesto ' nivel
adicionada | citalopram = respuesta | obtenida | Recobro de
conc.
22.50 mg 6372651 7150528 0.89 22.20 mg 98.68
22.51 mg 6331591 7155189 0.88 22.04 mg 97.93 0.46
22.51 mg 6348591 7179509 0.88 22.03 mg 97.86
25.06 mg 7102424 7177690 0.98 24.65 mg 98.37
25.04 mg 7083707 7164722 0.98 24.63 mg 98.36 0.04
25.09 mg 7097711 7159615 0.99 24.70 mg 98.43
27.50 mg 7772649 7191576 1.08 26.93 mg 97.91
27.51 mg 7769062 7171753 1.08 26.99 mg 98.10 0.38
27.51 mg 7794213 7156075 1.08 27.13 mg 98.63
Tabla 22. Resultados estadisticos Analista 2, Dialy 2
Dia 1 Dia 2 Global
>y 907.14 884.28 1791.42
> y2 91435.41 86883.54 178318.95
y 100.79 98.25 99.52
n 9 9 18
S 0.35 0.31 1.35
Ccv 0.35 0.32 1.35

Se determind la desviacion estandar global de los diferentes analistas, el coeficiente de
variacion y la media aritmética; dando como resultado una media aritmética (y) para el
analista 1 de 100.08 y una media aritmética (y) para el analista 2 de 99.52; una
desviacion estandar (S) para el analista 1 de 1.25 y una desviacién estandar (S) de 1.35
para el analista 2; un coeficiente de variacion (CV) de 1.25 para el analista 1 y un

coeficiente de variacion (CV) de 1.35 para el analista 2.

Se determiné el coeficiente de variacion global para la prueba dando un resultado global
de 1.30 %, por lo que el método fue reproducible en dos dias diferentes con dos analistas
diferentes. Los calculos y evidencia se encuentran en el anexo de la pagina 66, ademas
de que se realiza la prueba de A.N.O.V.A. multifactorial 2x2, para determinar si existe
diferencia entre analistas y dias realizados, determinando que para la concentracion al

90.0%, se tiene una Fcaiculada 0.26<Fapias de 4.96, para 100.0% se tiene una Fcaculada
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0.51<Fapias de 4.96, para 110.0% se tiene una Fcaiculada 0.80<Frabias 4.96, no rechazando
la hipotesis nula (Ho) que dice no existe diferencia significativa entre las medias de los

analistas en los diferentes dias.

Resultados y andlisis de resultados para la prueba de repetibilidad

Los resultados obtenidos para la prueba de repetibilidad se muestran en la Figura 13 y

Tablas 23-28.
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Figura 13. Cromatograma repetibilidad obtenido con un detector de luz UV a una
longitud de onda de 254 nm.

Tabla 23. Calculo de repetibilidad a una concentracion al 90% de citalopram Dia

ly?2.

Muestra C_zmtidad ' Area Corﬁpr)iisto Factor Cantidad %
adicionada | citalopram = respuesta recuperada | Recobro
Dia 1 22.52 mg 6361942 7064220 0.90 22.60 mg 100.33
1 2 22.55 mg 6390936 7083721 0.90 22.64 mg 100.38
3 22.50 mg 6343923 7072897 0.89 22.50 mg 100.02
Dia 1 22.58 mg 6321461 6971346 0.90 22.65 mg 100.29
2 2 22.56 mg 6327966 6995114 0.90 22.59 mg 100.14
3 22.52 mg 6320245 6979650 0.90 22.61 mg 100.42

Tabla 24. Datos estadisticos concentracién 90%, Dia 1y 2.

Dia 1 Dia 2 Global
Sy 300.73 300.85 601.58
Sy2 30146.48 30170.34 60316.82
y 100.2 100.28 100.26
n 3 3 6
S 0.20 0.14 0.15
CV 0.20 0.14 0.15
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Tabla 25. Célculo de repetibilidad a una concentracion al 100% de citalopram Dia

ly 2.
Muestra Cantidad Area Citalopram Corﬁriaesto Factor Cantidad %
Adicionada P F;: Respuesta | Recuperada | Recobro
1 25.30 mg 7083421 7065318 1.00 25.15 mg 99.42
Dia 1 2 25.40 mg 7089332 7050374 1.00 25.23 mg 99.32
3 25.20 mg 7079528 7065269 1.00 25.14 mg 99.76
1 24.99 mg 7008425 7042038 0.99 24.85 mg 99.46
Dia 2 2 25.00 mg 6989842 7031879 0.99 24.82 mg 99.30
3 25.00 mg 7030644 7094476 0.99 24.75 mg 99.00

Tabla 26. Datos estadisticos concentracién 100%, Dia 1y 2.

DIA1 DIA 2 GLOBAL
2y 298.51 297.75 596.26
2Yy2 29702.52 29552.03 59254.55
y 99.50 99.25 99.38
n 3 3 6
S 0.23 0.23 0.25
Cv 0.23 0.24 0.25

Tabla 27. Calculo de repetibilidad a una concentracion al 110% de citalopram Dia

ly?2.
Muestra Cantidad Area Corﬁpr)iaesto Factor Cantidad %

Adicionada Citalopram E Respuesta Recuperada | Recobro

1 27.45 mg 7755322 7023382 1.10 27.70 mg 100.93

Dia 1l 2 27.53 mg 7727162 7026916 1.09 27.59 mg 100.22
3 27.49 mg 7774410 7092930 1.09 27.50 mg 100.04

1 27.49 mg 7739887 7018079 1.10 27.54 mg 100.19

Dia 2 2 27.51 mg 7759103 7023680 1.10 27.59 mg 100.29
3 27.50 mg 7755588 7037911 1.10 27.52 mg 100.07

Tabla 28. Datos estadisticos concentracién 110%, Dia 1y 2.

Dial Dia 2 Global
Ty 301.18 300.55 601.73
2y2 30236.92 30110.02 60346.94
y 100.4 100.18 100.29
n 3 3 6
S 0.47 0.11 0.33
CV 0.47 0.11 0.32

Se realiz6 la prueba de repetibilidad del método, en dos dias diferentes y con los criterios

de aceptacion del producto, de no menos del 90.0%, y no mas del 110% de Citalopram,

obteniendo los resultados en cada uno de estos parametros. El criterio de aceptacion
de 90.0% fue de un C.V de 0.15%; en 100.00% se obtuvo un % C.V. de 0.25%; y en el
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110.0 % un %C.V. de 0.32 % para ambos dias de trabajo. Ademas se realizé la prueba
de A.N.O.V.A. de un factor, verificando si existia diferencia entre dias para el analisis,
elaborando la hip6tesis para cada criterio de aceptacion, obteniendo una Fcacuiada para
el criterio de aceptacion de la concentracion al 90.0% de F=0.08 <Fiapias=7.71, €l criterio
de aceptacién de la concentracion al 100.0% de F=1.77 <Fupias=7.71, €l criterio de
aceptaciéon de la concentracion al 110.0% de F=0.57 <Fuwias=7.71, No rechazando la
hipétesis nula en ninguno de los casos, indicando que el método es repetible; los

célculos y evidencia se encuentran en el anexo de la pagina 68.

Resultados y andlisis de resultados para las pruebas de recuperacién y sesgo

Los resultados obtenidos para las pruebas de recuperacion y sesgo se muestran en
las Figuras 14 y 15; asi como Tablas 29 y 30.
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Figura 14. Cromatograma de recuperacion y sesgo obtenido con un detector de luz UV a
una longitud de onda de 254 nm.
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Tabla 29. Resultados obtenidos de recuperacion y sesgo de citalopram.

o Cantidad i i Cantidad
% A Area Area Factor %
Muestra c L. adicionada . recuperada Sesgo
oncentracion citralopram | Compuesto F | respuesta Recobro
(mg) (mg)
1 80 20.02 5685070 7056415 0.80 19.73 98.55 1.45
2 80 20.01 5676787 7048967 0.80 19.72 98.55 1.45
3 80 20.00 5676969 7076175 0.79 19.65 98.23 1.77
1 90 22.50 6438911 7058469 0.89 22.34 99.28 0.72
2 90 2251 6425076 7055637 0.89 22.30 99.06 0.94
3 90 2251 6474315 7098022 0.89 22.34 99.23 0.77
1 100 25.01 7125943 7070413 0.99 24.68 98.68 1.32
2 100 25.03 7126594 7065736 0.99 24.70 98.68 1.32
3 100 25.00 7128761 7073442 0.99 24.68 98.72 1.28
1 110 27.50 7926648 7095473 1.09 27.36 99.48 0.52
2 110 27.51 7905880 7082250 1.08 27.34 99.37 0.63
3 110 27.50 7929828 7119609 1.10 27.27 99.18 0.82
1 120 30.02 8583414 7049936 1.20 29.81 99.31 0.69
2 120 30.04 8583637 7063074 1.20 29.76 99.07 0.93
3 120 30.03 8572813 7078738 1.19 29.66 98.76 1.24
35.00
y =1.002x - 0.3077
)
E 25.00 o
[ o
° _..."
$ 20.00 o
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Figura 15. Gréafica de recuperacion de citalopram.

Cantidad adicionada (mg).

Tabla 30. Calculo de la ecuacién de larecta de recuperacién de citalopram.

Ecuaciéon de larecta

bl 1.0020
b0 -0.3077
r2 0.9996
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Mediante una curva de calibracion de cantidad adicionada contra cantidad recuperada
con niveles de 80, 90, 100, 110y 120 se determiné la exactitud y sesgo del método. Se
obtuvo el porcentaje de recobro de las muestras de Citalopram a los distintos niveles de
trabajo, obteniendo un recobro global de 100.31% y el IC(l) indica que para ser preciso
se debe de obtener valores entre 100.50 y 100.13, con un C.V. global 0.4%.

En cuanto al sesgo, todos los valores obtenidos tuvieron una diferencia absoluta menor
a 2 comparados con el valor de referencia, por lo que no hay diferencia significativa
entre el valor obtenido y el valor de referencia.

Se obtuvo una r? mayor a 0.98, obteniendo como resultado una r? de 0.9996 por lo que

se puede decir que el método es lineal.

Resultados y andlisis de resultados para el parametro de especificidad

Los resultados obtenidos para el parametro de especificidad se muestran en la Figura
16.
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Figura 16 Comparacion de cromatograma de solucién blanco (A) contra cromatograma
con muestra de citalopram (B) obtenido con un detector de luz UV a una longitud de
onda de 254 nm.

En el cromatograma obtenido del lado izquierdo se puede observar que la respuesta es

Unicamente del analito, ya que no presenta respuesta en el tiempo de retencion del

citalopram ni del compuesto F.
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Resultados y analisis resultados para el parametro de selectividad

Los resultados obtenidos para la prueba de selectividad se muestran en las Figuras 17
y 18; asi como en la Tablas 31.
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Figura 17. Cromatograma de muestras de selectividad a condiciones normales (a, b) y
condiciones de temperatura (c, d) obtenido con un detector de luz UV a una Longitud de
onda de 254 nm.
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Figura 18. Cromatograma de muestras de selectividad a condiciones de hidrélisis basica
(a, b), hidrolisis acida (c, d) y degradacion fotolitica (e, f) obtenidas con un detector de
luz UV a una longitud de onda de 254 nm.
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Tabla 31. Calculo de muestras de selectividad de citalopram.

Cantidad ; Area Cantidad
C . g Area Factor % %
Muestra Condicién adicionada . Compuesto recuperada .
citalopram respuesta Recobro | Degradacion
(mg) F (mg)
1 Normal 25.3 6995255 6912920 1.01 25.21 99.64 0.36
2 25.0 6943683 6927883 1.00 24.97 99.88 0.12
1 25.01 6776772 6904162 0.98 24.45 97.77 2.23
Temperatura
2 25.00 6810002 6927774 0.98 24.49 97.95 2.05
1 A 25.03 7138909 7048693 1.01 25.23 100.80 0.80
pH Acido
2 25.02 7089271 7031522 1.00 25.12 100.39 0.39
1 pH Bésico 25.04 2469602 13148686 0.18 4.68 18.69 81.31
2 25.03 2488295 13189977 0.18 4.70 18.78 81.22
1 - 25.00 6952622 7071010 0.98 24.50 97.98 2.02
Fotoliticas
2 25.01 6985227 7054543 0.99 24.67 98.63 1.37

El parametro de selectividad demuestra que, a las diferentes condiciones de operacién
planteadas, el analito mostré diferentes resultados en cuanto a su degradacién. En
condiciones basicas se observé una degradacion del 81% del analito, mientras que, en
condiciones &cidas, temperatura, luz UV no presentd diferencia significativa. Sin
embargo, se encontrd que el citalopram es un farmaco que, en condiciones hidroliticas,

oxidativas y fotoliticas se producen productos de degradacion.

El citalopram quimicamente es (RS)-1-[3-(dimetilamino)propil]-1-(p-fluorofenil)-5-
carbonitrilo ftalano, por lo que en condiciones hidroliticas, oxidativas y ambientes
fotoliticos se produciran varias impurezas o productos de degradacion. Los resultados
obtenidos en este trabajo concuerdan con aquellos obtenidos por otros investigadores
como Manav Sharm y Cols.*?, que utilizaron un sistema cromatografico Waters con un
detector PDA, con una columna C8 (150 mm x 4.6 mm d.i., 5 mm, Spherisorb, Waters)
con una fase movil compuesta de acetonitrilo y una solucion amortiguadora de acetato
de amonio (0.025 mol L-1; 35:65 v/v; pH* 4,5) a un flujo de 0,50 mL min~* con un volumen
de inyecciébn de 20 mL. El farmaco fue sometido a diferentes condiciones de
degradacion, en donde se obtuvo una degradacion del 98.99% en condiciones basicas
utilizando una concentracién de 0.1 mol de NaOH a 85 °C. En condiciones acidas, los
mismos investigadores obtuvieron una degradacion del 41% con una concentracion de
2 M HCl a 85 ° Cy la exposicion del farmaco a una temperatura de 50 °C y luz UV-Vis
no resulté en ningln aumento en el area del pico ni formacion de ningan otro producto

que sugiriera que el farmaco en estado sélido era inestable al calor y la luz. Sin embargo,
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bajo condiciones &cidas y medios alcalinos después de la exposicion a la luz en

solucioén, el farmaco es fotosensible.

Otros autores como Gonzalez Hinostroza?® reportaron una degradaciéon en medio basico
y sin diferencia significativa para medio acido, fotdlisis, termolisis, en su desarrollo
experimental. Utilizaron un cromatografo liquido de alta eficiencia marca Agilent Serie
1100, una columna RP Selec B C8, con una fase mévil preparada con una solucién de
acido fosférico 0.05 N, ajustada a pH=4 con trietilamina (TEA)/ metanol (50:50), con
detector UV, a una longitud de onda 254 nm, a flujo: 1 mL/minuto, inyectando 20 pL de
muestra. Para la hidrélisis acida utiliz6 una solucién de HCI 0.5 N; para la hidrolisis
basica utilizo NaOH 0.5 N; para la fotdlisis utiliz6 una lampara que simulara la luz UV
exponiendo la muestra durante una semana, y para la termolisis la muestra fue sometida
a 105 °C por una semana.

CRITERIOS DE ACEPTACION

Tabla 32. Criterios de aceptacién para la Verificacién Analitica de citalopram de
acuerdo con el PNO-CCQ-037- Version 7B “Verificacion de métodos analiticos”,
basado en la FEUM 12 edicién.

Prueba Criterio de aceptacién Resultados obtenidos
Andlisis de Recobro: 90.0 - 110% Recobro: 99.67%
Valoracién
Adecuabilidad del CV.=20 CV.=04
sistema. Resolucién > 1.5 Resolucién= 18
Platos tedricos > 2000 Platos tedricos =10736.07
Factor de Coleo <2 Factor de coleo= 1.2
Linealidad el método r2>0.98 r’=0.99
Reproducibilidad Recobro: 90.0 - 110% Analista 1
(Precision) CV<=2.0% Recobro= 100.8%
C.v.=1.25
Analista 2
Recobro= 99.52%
CV.=1.35
Repetibilidad Recobro: 90.0 - 110% Recobro= 99.97%
(Precisién) CV <2.0% C.vV.=0.24
Recuperacion y IC (u) 98-102 IC (W)= 100.31
sesgo CV<20% C.V.=0.4%
r2>0.98 r’=0.9996
Especificidad La respuesta es Unicamente del La respuesta es Unicamente del
analito. analito.
Selectividad Si existe una degradacion mayor al Degradacion a pH Basico de
30%, justificar. 81.31%
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11. CONCLUSIONES

De acuerdo con el procedimiento PNO-CCQ-037-Version 7B “Verificacion de Métodos
Analiticos” y los criterios de aceptacion del método de valoracién para la cuantificacion
de citalopram que se encuentra en Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
(FEUM) 12 edicion, los parametros de desempefio para métodos cromatograficos
plasmados en los resultados de este trabajo indican que cumplen con los criterios
minimos necesarios para determinar que el método analitico cumple con los criterios de
verificacién y puede ser aplicado dentro del laboratorio para el andlisis de tabletas de
citalopram de 20 mg; se cumplié con los criterios de aceptacion establecidos para un
método cromatografico comprobando que el método es lineal, selectivo, reproducible,
exacto y apto para la cuantificaciéon de citalopram.

12. PERSPECTIVAS

En los ultimos afios el consumo de antidepresivos ha ido en aumento, por lo que la
depresion es considerada actualmente un trastorno mental de gran importancia social y
por ello es importante como farmacéutico ofrecer medicamentos antidepresivos las
tabletas de citalopram, que sean confiables, de calidad y seguros para su tratamiento.

De lo anterior, la verificacion analitica asegura que un método analitico sea preciso
confiable y valido para obtener medicamentos de manera segura y eficaz. Se espera
que esta empresa farmacéutica dedicada a la fabricacion de medicamentos pueda
ofrecer este medicamento antidepresivo, cumpliendo con los estandares requeridos

normativos y de calidad.
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13. ANEXOS

En este Anexo se encuentran por apartado, todos los resultados relativos a los
parametros realizados para la verificacion de citalopram.

13.1 INCERTIDUMBRE

Se llevo a cabo el analisis de la incertidumbre, ya que nos permite conocer que factores

pueden afectar a los resultados obtenidos.

El célculo de la incertidumbre aplica solo para métodos cuantitativos y se debe de
considerar todas aquellas fuentes de variabilidad que puedan afectar los resultados, ya
sean errores sistematicos o aleatorios. En el apéndice V. Estimacién de la incertidumbre
de métodos analiticos farmacopeicos de la FEUM 12a ed., se establece que no es
necesario aplicar la incertidumbre para los métodos farmacopeicos. Por otra parte, en
el PNO-CCQ-037-Version 7B “Verificacion de métodos analiticos” se menciona que es
necesario hacer un analisis de causa raiz con un diagrama de Ishikawa, el cual se

presenta a continuacion. 2

[Efectos dela muestra] [ Efectos de reactivos ] [ Condiciones de medicién ]

Material Concentracién Luz
volumétrico Pureza Temperatura
\@Iumen/masa
c . Marca Humedad
oncentracion .
. Material de .,
Almacenamientos ) Presion
referencia
Funcionamient Calibracion
yncionamiento Experiencia
o Verificacion .
Mantenimiento Paralelaje
Efectos de [ Efectos del analista ]
instrumentos/equipos

Figura 19. Diagrama de analisis causa raiz (diagrama de Ishikawa)
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13.2 Linealidad del método

Tabla 33. Calculo de estandares de linealidad del método

Estandar Brom:édrato Compuesto Factor Estandar Brom;édrato Compuesto Factor
1 citalopram F respuesta 2 citalopram F respuesta
Peso 25.00 mg 12.5mg Peso 25.00 mg 12.5mg
Area 7045564 7024418 1.00 Area 7076251 7056718 1.00
7013023 7083744 0.99 7066832 7040603 1.00
7013572 7089213 0.99
7041151 7052863 1.00
7012702 7077889 0.99
7020630 7097001 0.99
Promedio 7024440 7070855 0.99 Promedio 7071542 7071542 1.00
Ccv 0.21% Ccv 0.09%
13.3 Reproducibilidad
Tabla 34. Célculo de estandares de reproducibilidad Analista 1, Dia 1
Estandar Brom:édrato Compuesto Factor Estandar Bromélédrato Compuesto Factor
1 citalopram F respuesta 2 citalopram F respuesta
Peso 25.03 mg 12.5mg Peso 25.01 mg 12.5mg
Area 7076661 7024418 1.00 Area 7076251 7056718 1.00
7064188 7083744 0.99 7066832 7040603 1.00
7086879 7089213 0.99
7011007 7052863 0.99
7064885 7077889 0.99
7020255 7097001 0.99
Promedio 7053979 7070855 0.99 Promedio 7071542 7048661 1.00
Ccv 0.44% Ccv 0.09%
Tabla 35. Calculo de estandares de reproducibilidad Analista 1 Dia 2
Estandar Brom(ljﬁédrato Compuesto Factor Estandar Brom;édrato Compuesto Factor
1 citalopram F respuesta 2 citalopram F respuesta
Peso 25.00 mg 12.5 mg Peso 25.01 mg 12.5 mg
Area 6892889 6877479 1.00 Area 6949692 7019636 0.99
6911797 6892768 1.00 6975368 7024702 0.99
6898157 6887760 1.00
6906519 6866771 1.00
6902989 6880469 1.00
6901416 6863092 1.00
Promedio 6902295 6878057 1.00 Promedio 6962530 7022169 0.99
Ccv 0.09% Ccv 0.26%
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Tabla 36. Calculo de estandares de reproducibilidad Analista 2 Dia 1

Estandar | Bromhidrato | Compuesto Factor Estandar | Bromhidrato | Compuesto Factor
1 de citalopram F respuesta 2 de citalopram F respuesta
Peso 25.02 mg 12.5mg Peso 25.02 mg 12.5mg
Area 7051696 7013394 1.00 Area 7033524 7067862 1.00
7081866 7047171 1.00 7096722 7051123 1.00
7045234 7051455 0.99
7057298 7089835 0.99
7093626 7058587 1.00
7027295 7021499 1.00
Promedio 7059503 7046990 1.00 Promedio 7065123 7059493 1.00
Ccv 0.35% CVv 0.63%
Tabla 37. Calculo de estandares de reproducibilidad Analista 2 Dia 2
Estandar Bromc::drato Compuesto Factor Estandar Brom:édrato Compuesto Factor
1 . F respuesta 2 , F respuesta
citalopram citalopram
Peso 25.01 mg 12.5mg Peso 25.01 mg 12.5mg
Area 7095552 6967253 1.00 Area 7077143 7112101 1.00
7002558 6937434 1.00 7077276 7103413 1.00
6993233 6944464 1.00
7003717 6950721 1.00
7004956 6945402 1.00
7004490 6955106 1.00
Promedio 7017418 6950063 1.00 Promedio 7077209 7107757 1.00
cv 0.55% Ccv 0.00%

Tabla 38. Anélisis de varianza de un factor concentracion de citalopram al 90%

Cuenta Suma Promedio Varianza
Analista 1 6 600.42 100.07 1.78
Analista 2 6 597.76 99.63 2.67
ANALISIS DE VARIANZA
Valor
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad | para F
Entre grupos 0.59 1 0.59 0.26 0.62 * 4.96
Dentro de los grupos 22.27 10 2.23
Total 22.86 11

* P > 0.05 por lo que la hip6tesis nula se acepta.
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Tabla 39. Anélisis de varianza de un factor concentracion de citalopram al

100.0%
Cuenta Suma Promedio Varianza
Analista 1 6 599.45 99.91 1.60
Analista 2 6 596.47 99.41 1.28
ANALISIS DE VARIANZA
Valor
Critico
Origen de las variaciones | Suma de cuadrados | Grados de libertad | Promedio de los cuadrados F Probabilidad | para F
Entre grupos 0.74 1 0.74 0.51 0.49* 4.96
Dentro de los grupos 14.43 10 1.44
Total 15.17 11

* P > 0.05 por lo que la hip6tesis se acepta.

Tabla 40. Analisis de varianza de un factor concentracion de citalopram al 110%

Cuenta Suma Promedio Var;anz
Analista 1 6 601.57 100.26 1.84
Analista 2 6 597.19 99.53 2.18
ANALISIS DE VARIANZA
Valor
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 1.60 1 1.60 0.80 0.39* 4.96
Dentro de los grupos 20.08 10 2.01
Total 21.67 11
* P > 0.05 por lo que la hipétesis nula se acepta.
13.4 Repetibilidad
Tabla 41.Calculo de estandares de repetibilidad de citalopram Dia 1
Estandar Brom(?édrato Compuesto Factor Estandar Brom;édrato Compuesto Factor
citalopram F respuesta 2 citalopram F respuesta
25.03 mg 12.5 mg Peso 25.01 mg 12.5 mg
7076661 7024418 1.00 Area 7076251 7076251 1.00
7064188 7083744 0.99 7066832 7066832 1.00
7086879 7089213 0.99
7011007 7052863 0.99
7064885 7077889 0.99
7020255 7097001 0.99
Promedio 7053979 7070855 1.00 Promedio 7071542 7071542 1.00
cv 0.44% Ccv 0.09%
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Tabla 42. Calculo de estandares de repetibilidad de citalopram Dia 2

Estandar Brom:édrato Compuesto Factor Estandar Brom;eldrato Compuesto Factor
1 . F respuesta 2 : F respuesta
citalopram citalopram
Peso 25.02 mg 12.5 mg Peso 25.01 mg 12.5mg
Area 7051696 7013394 1.00 Area 7033524 7067862 1.00
7084866 7047171 1.00 7096722 7051123 1.00
7045234 7051455 0.99
7057298 7089835 0.99
7093626 7058587 1.00
7027295 7021499 1.00
Promedio 7060003 7046990 1.00 Promedio 7071542 7071542 1.00
Ccv 0.35% Ccv 0.09%

Tabla 43. Analisis de varianza de un factor concentracidon de citalopram al 90.0%

Cuenta Suma Promedio Varianza
Dial 3 300.73 100.24 0.04
Dia 2 3 597.19 100.28 0.02
ANALISIS DE VARIANZA
Valor
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0.00 1 0.00 0.08 0.79* 7.71
Dentro de los
grupos 0.12 4 0.03
Total 0.12 5

* P > 0.05 por lo que la hipétesis nula se acepta.

Tabla 44. Anélisis de varianza de un factor concentracion de citalopram al

100.0%
Cuenta Suma Promedio Varianza
Dia1l 3 298.51 99.50 0.05
Dia 2 3 297.75 99.25 0.05
ANALISIS DE VARIANZA
Valor
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad | para F
Entre grupos 0.10 1 0.10 1.77 0.25* 7.71
Dentro de los
grupos 0.22 4 0.05
Total 0.31 5

* P > 0.05 por lo que la hipotesis nula se acepta.
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Tabla 45. Anélisis de varianza de un factor concentracion de citalopram al

110.0%
Cuenta Suma Promedio Varianza
Dia1l 3 301.18 100.39 0.22
Dia 2 3 300.55 100.18 0.01
ANALISIS DE VARIANZA
Valor
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0.07 1 0.07 0.57 0.49* 7.71
Dentro de los
grupos 0.46 4 0.12
Total 0.53 5

* P > 0.05 por lo que la hipétesis nula se acepta.

13.5 Recuperacion y Sesgo

Tabla 46. Céalculos de estdndares de recuperacion y sesgo de citalopram

Estandar Brom:édrato Compuesto Factor Estandar Brom(?édrato Compuesto Factor
1 . F respuesta 2 . F respuesta
citalopram citalopram
Peso 25.00 mg 12.5mg Peso 25.00 mg 12.5mg
Area 7045564 7024418 1.00 Area 7076251 7056718 1.00
7013023 7083744 0.99 7066832 7040603 1.00
7013572 7089213 0.99
7041151 7052863 1.00
7012702 7077889 0.99
7020630 7097001 0.99
Promedio 7024440 7070855 0.99 Promedio 7071542 7071542 1.00
Ccv 0.21% Ccv 0.09%

Tabla 47. Calculo del intervalo de confianza para la pendiente de recuperaciéon de
citalopram

INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA PENDIENTE

Sb1 0.0058
S xly 0.0791
IC(B1) 1.01 0.99
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Tabla 48. Calculo del intervalo de confianza para la ordenada al origen de
recuperacion de citalopram

INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA ORDENADA AL
ORIGEN
Sbo 0.1458
C.V.xly 0.0800
IC(BO) 0.01 | -0.72

Tabla 49. Intervalo de confianza para el recobro de la recuperacion

INTERVALO DE CONFIANZA PARA EL RECOBRO

ICul) |

100.50 | 100.13

Tabla 50. Recobro de la recuperacion de citalopram

Recobro de la Recuperacion

y 100.31
S 0.40
C.V. 0.40

13.6 Selectividad

Tabla 51. Calculo de estandares de selectividad de citalopram

Estandar Bromdhédrato Compuesto Factor Estandar Brom;édrato Compuesto Factor
1 . F respuesta 2 . F respuesta
citalopram citalopram
Peso 25.00 mg 12.5mg Peso 25.01 mg 12.5mg
Area 6892889 6877479 1.00 Area 6949692 7019636 0.99
6911797 6892768 1.00 6975368 7024702 0.99
6998157 6887760 1.00
6906519 6866771 1.01
6902989 6880469 1.00
6901416 6863092 1.01
Promedio 6902294 6878057 1.00 Promedio 6962530 7022169 0.99
Ccv 0.09% Ccv 0.26%
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13.7 Monografia de bromhidrato de citalopram

2262 Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, duodécima edicion.

/ A \
@ )

Donde:

C = Cantidad por mililitro de la preparacion de referencia.
D = Factor de dilucion de la muestra.

A,, = Arca bajo el pico obtenido en ¢l cromatograma con la
preparacion de la muestra.

A= Area bajo el pico obtenido en el cromatograma con la
preparacion de referencia.

CITALOPRAM, BROMHIDRATO DE.
TABLETAS

Contiene bromhidrato de citalopram, equivalente a no menos
del 90.0 % y no mas del 110.0 % de citalopram (C,,H,,FN,0)
indicada en el marbete.

SUSTANCIAS DE REFERENCIA. Bromhidrato de
citalopram, citalopram compuesto relacionado A, B.C, Ey F,
manejar de acuerdo a las instrucciones de uso.

Compuesto relacionado de citalopram A:
1-(-3dimetilaminopro pil)-1-(4-fluorofenil)-1,3-

dihidroisobenzofuran-5-carboxamida; C,,H,;FN,0,; PM 342.22.

Compuesto relacionado de citalopram B:
1-(-3dimetilaminopropil)-1-(4-fluorofenil)-3-hidroxi-1,3-

dihidroisobenzofuran-5-carbonitrilo; C,,H,, FN,O,; PM 340,22,

Compuesto relacionado de citalopram C:
3-[3-(dimetilamino)- 1propil]~(4-fluorofenil)-6-ciano-1(3H)-
isobenzofuranona; C,gH;oFN-O,; PM 338.22.

Compuesto relacionado de citalopram E:

1-(-3-dimetilaminopr opil)-1-(4-fluorofenil)-1,3-dihidrobenzo-
furan-5-carbonitrilo-N-6xido. CyHy, FN,0,; PM 340.22.
Compuesto relacionado de citalopram F:
dimetil-(1-metil-3,3-difenilalil) amina clorhidrato.
C,gHyNHCI: PM 286.64.

ENSAYOS DE INDENTIDAD

A. MGA 0351. Triturar hasta polvo fino no menos de 25
tabletas, pesar una cantidad del polvo equivalente a 200 mg de
citalopram, pasar a un matraz pequeio, agregar 30 mL de
agua, agitar y filtrar sobre un embudo de separacion, agregar a
esta solucion 1 mL de solucion de hidroxido de sodio 1 N,
extraer con 50 mL de ciclohexano por agitacion durante

10 min pasar la capa de ciclohexano a través de un filtro
tratado con silicon, reducir el volumen filtrado a 3 mL
aproximadamente, utilizando calor leve si es necesario.
Transferir la solucion caliente a un pequeno tubo de centrifuga
y permitir la cristalizacion por enfriamiento, auxiliandose con
una espatula para raspar las paredes del tubo. Centrifugar y
decantar el ciclohexano. Secar el residuo en un desecador al
vacio. Utilizar 2 mg de este residuo mezclado con 300 mg de
bromuro de potasio para obtener el espectro de absorcion. El
espectro de absorcion IR de la dispersion de la muestra exhibe
maximo a las mismas longitudes de onda que una preparacion
de referencia de bromhidrato de citalopram tratada en forma
similar.

B. MGA 0241, CLAR. El tiempo de retencion obtenido en el
cromatograma con el pico mayor de la preparacion de la
muestra preparada como se indica en la Valoracion
corresponde al obtenido con la preparacion de referencia
preparada como se indica en la Valoracion.

DISOLUCION. MGA 0291, Aparato 1. Q=80 %.

Medio de disoluciéon a pH 1.5. Transferir en un matraz
volumétrico de 1 000 mL, 118 mL solucion de acido
clorhidrico 1 N y 82 mL de solucion de hidroxido de sodio

I N, llevar al aforo con agua y mezclar. Ajustar el pH a 1.5 con
solucion de hidroxido de sodioa 1 N.

Preparacion de referencia. Preparar una solucion de SRef de
bromhidrato de citalopram en medio de disolucion que
contenga 12 pg/mL de bromhidrato de citalopram.
Procedimiento. Colocar cada tableta en el aparato con 800 mL
del medio de disolucién, accionarlo a 100 rpm durante 30 min,
filtrar inmediatamente un volumen de esta solucion a través de
un filtro de 0.45 pm. Pasar una alicuota de 10 mL del filtrado a
un matraz volumétrico de 25 mL, llevar al aforo con el medio
de disolucion y mezclar. Obtener la absorbancia de 239 nm
empleando celdas de 1 cm y medio de disolucion como blanco
de ajuste.

Calcular el porcentaje de C,5H;,FN,O disuelto por medio de la
siguiente formula:

f A \
m
100 D | |
\Arer ) (32439 ‘]
M )\ 40530 )

Donde:

C = Cantidad por mililitro de bromhidrato de citalopram en la
preparacion de referencia.

D = Factor de disolucion de la muestra.

A,, = Absorbancia obtenida con la preparacion de la muestra.

A,;= Absorbancia obtenida con la preparacion de referencia.
M = Cantidad de citalopram indicada en el marbete.

324.39 = Peso molecular de citalopram.

405.30 = Peso molecular del bromhidrato de citalopram.

UNIFORMIDAD DE DOSIS. MGA 0299. Cumple los
requisitos.

Solucion reguladora, diluyente, patrén interno, y
preparacion de referencia. Proceder como se indica en la
Valoracion.

Preparacion de la muestra. Transferir una tableta a un matraz
volumétrico de 100 mL, agregar 10 mL de solucién reguladora,
agitar mecanicamente hasta desintegrar totalmente. Agregar

40 mL de metanol y someter a la accion de un baiio de
ultrasonido durante 5 min, enfriar a temperatura ambiente,
llevar aforo con patron interno. Si es necesario hacer diluciones
con diluyente para obtener una solucion de prueba de
concentracion de 0.1 mg/mL de citalopram y 0.025 mg/mL de
patron interno. La solucion de prueba se filtra por una
membrana filtrante de 0.45 pm o de porosidad fina.
Procedimietno. Como se indica en la Valoracion.

Calcular la cantidad de citalopram por tableta por medio de la
siguiente formula:

Figura 20. Monografia de bromhidrato de citalopram recuperado de la FEUM 12 edicién
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Donde:
C = Cantidad por mililitro de citalopram en la preparacion de
referencia.
D = Factor de disolucion de la muestra,
A,, = Area relativa obtenida en el cromatograma con la
preparacion de la muestra.
A,.,= Area relativa obtenida en el cromatograma con la
preparacion de referencia,
F = Factor de conversion de bromhidrato de citalopram a
citalopram (405.30 y 324.39 respectivamente) pesos
moleculares.

SUSTANCIAS RELACIONADAS. MGA 0241, CLAR.
Solucién reguladora. Transferir 3.15 g de fosfato monobasico
de potasio y 3.60 g de fosfato dibasico de sodio a un matraz
volumétrico de | 000 mL., llevar al aforo a 1 000 mL con gua,
mezclar.

Fase mévil. Preparar una mezcla filtrada desgasificada de
solucion reguladora, metanol y acetonitrilo (55:38:7) ajustar el
pH a 6.5 con dcido fosforico y hacer los ajustes necesarios para
obtener el sistema cromatografico adecuado.

Preparacion de referencia concentrada. Preparar una
solucion en fase mévil que contenga 0.5 mg/mL
aproximadamente de SRef de bromhidrato de citalopram.
Preparaciéon de referencia. Diluir una alicuota de la
preparacion de referencia concentrada con fase movil, para
obtener una solucion que contenga 0.625 pg/mL de
bromhidrato de citalopram.

Solucion de sensibilidad. Diluir una alicuota de la preparacion
de referencia con la fase movil para obtener una concentracion
de la solucioén que contenga 0.05 pg/mL de bromhidrato de
citalopram.

Saluc PIRTRRLP, TR Pl |

de los P T Preparar por
separado soluciones con fase movil que contengan 0.1 mg/mL
de compuestos relacionados A, B, C y E.

Solucion para identificar picos. Preparar una mezcla de las
soluciones de los compuestos relacionados que contenga

0.001 mg/mL de cada uno, usando preparacién de referencia
concentrada como diluyente.

Solucion de resolucion. Transferir a un matraz volumétrico de
50 mL, una alicuota de 0.5 mL de la solucion del compuesto
relacionado C (0.1 mg/mL) y una alicuota de 25 mL de la
solucion de referencia concentrada, llevar al aforo con fase
movil y mezelar. Esta solucion contiene 1 ug/mL de
compuesto relacionado C de citalopram y 250 pg/mL de
bromhidrato de citalopram.

Preparaciéon de la muestra. Pesar 10 tabletas y calcular su
peso promedio, triturar hasta polvo fino y transferir ¢l polvo
cuantitativamente a un matraz volumétrico de 200 mL, agregar
25 mL de la solucion reguladora y agitar, homogenizar y
agregar 100 mL de una mezcla de metanol:agua (50:50),
mezclar y someter a la accion de un bano de ultrasonido

durante 5 min dejar enfriar y llevarlo aforo con mezcla de
metanol:agua (50:50), mezclar y dejar asentar los excipientes.
Diluir se es necesario para obtener una soluciéon con una
concentracion de 0.5 mg/mL de citalopram en fase mévil.
(Tomar en cuenta la concentracion del marbete). Filtrar una
porcion de esta solucion a través de una membrana de
politetrafluroctileno (PTFE) de 0.45 pm de porosidad, utilizar
este filtrado para la prueba.

Condicién del equipo. Detector de luz UV a una longitud de
onda de 239 nm, columna de 4.6 mm * 15 ¢m, empacada con
L1 de 5 pm temperatura mantenida a 45 °C, velocidad de flujo
de 0.8 mL/min.

Procedimiento. Inyectar al cromatografo, repetidas veces,
volumenes iguales (20 pL) de la preparacion de referencia
registrar los picos respuesta, el pico correspondiente a
citalopram no muestra bordes ni excesivo coleo, el factor K
no es menor a 3.5, la eficiencia de la columna no es menor que
5 000 platos tedricos, el factor de coleo no es mas de 1.5 y el
coeficiente de variacion no es mayor al 5 %. Inyectar al
cromatografo voliimenes iguales (20 pL) de la solucion de
sensibilidad, verificar que la relacion de la respuesta no es
menor que 3. Inyectar al cromatografo voliimenes iguales

(20 pL) de la solucidn de resolucidn, registrar los picos
respuestas, la resolucion R entre el compuesto relacionado C
y citalopram no es menor que 3. Inyectar al cromatografo
volimenes iguales (20 pL) de solucion para la identificacién
de picos y registrar los picos respuesta de los cuatro picos de
los compuestos relacionados.

Nota: como apoyo para la identificacion, los tiempos de
retencion relativa se anotan en la Tabla 1.

Una vez ajustados los parametros de operacion, inyectar al
cromatdgralo por separado, volimenes iguales (20 uL) de la
solucion de referencia y de la preparacion de la muestra,
registrar los picos respucsta y medir las areas.

Calcular el porcentaje de cada impureza por medio de la
siguiente formula:

100

(An\7324.39\( Clef‘.'l F
m /

A | (205301 ¢
Donde:

A,, = Area bajo el pico obtenida en el cromatograma con la
solucion de la muestra, respuesta individual para cada
compuesto relacionado de citalopram.

A= Area bajo el pico obtenida en el cromatograma con la
solucién de referencia.

324.39 = Peso molecular de citalopram.

405.30 = Peso molecular del bromhidrato de citalopram.

C,.;,= Cantidad de bromhidrato de citalopram en la solucién de
referencia y en la preparacion de la muestra.

C,, = Citalopram a citalopram en la solucion de referencia y en
la preparacion de la muestra.

F = Es el factor de respuesta relativo de cada impureza relativo
a citalopram base, las respuestas para los compc

relacionados se encuentran en la siguiente tabla:

Figura 21. Monografia de bromhidrato de citalopram recuperado de la FEUM 12 edicién
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Tiempo de Factor de
Compuestos relacionados ,oconcign TeSPUesta Limite %
de citalopram dlative rels::;vo (NMD)
(

Compuesto relacionado A 0.43 0.77 0.2
Compuesto relacionado B 0.60 0.98 0.25
Compuesto relacionado C 0.83 0.69 0.25
Compuesto relacionado E 1.32 091 0.1
Cualqguier otra impureza _ 1.0 0.2 de cada
individual no identificada uno
Totales de impurezas _ _ 0.8

conocidas v desconocidas

NMD = No mas de.

VALORACION. MGA 0241, CLAR.

Soluciéon reguladora. Transferir a un matraz volumétrico de
500 mL 0.71 g de fosfato dibasico de sodio anhidro, agregar
250 mL de agua, agitar hasta disolver, llevar al aforo con agua
y mezclar.

Diluyente. Mezcla de metanol:solucion reguladora (80:20).
Patrén interno. Preparar una solucién con diluyente, que
contenga 0.25 mg/mL de la SRef de citalopram compuesto
relacionado F.

Fase mévil. Preparar una solucion en diluyente que contenga
770 mg/L de bromuro de dodeciltrimetilamonio, filtrar ¥
desgasificar, hacer los ajustes necesarios para obtener el
sistema cromatografico adecuado.

Preparacién de referencia concentrada. Preparar la solucion
en diluyente que contenga 1.25 mg/mL de la SRef de
bromhidrato de citalopram.

Preparacién de referencia. Transferir una alicuota de 5 mL
de la preparacion de referencia concentrada a un matraz
volumétrico de 50 mL, agregar una alicuota de 5 mL de patron
interno, llevar al aforo con diluyente y mezclar. Esta solucion
contiene 125 pg/mlL de bromhidrato de citalopram y 25 pg/mlL.
de compuesto relacionado F.

Preparacion de la muestra. Pesar 10 tabletas y calcular su
peso promedio. Transferirlas a un matraz volumétrico de

200 mL, agregar 25 mL de solucion reguladora agitar
mecanicamente hasta desintegrar, agregar 100 mL de metanol
¥ someter a la accion de un bano de ultrasonido durante 5 min.
dejar enfriar a temperatura ambiente y llevar al aforo con
diluyente. dejar en reposo hasta que el residuo se sedimente:
transferir exactamente un volumen medio del sobrenadante
claro a un matraz volumétrico de 50 mL para obtener una
concentracién final entre 0.090 mg/mL v 0.10 mg/mL de
citalopram, agregar una alicuota de 5 mL de patron interno y
llevar al aforo con diluyente, mezclar. Filtrar esta preparacion
a través de membrana de politetrafluoroctileno (PTFE) de
0.45 pum o de porosidad fina.

Condicion del equipo. Detector de luz UV a una longitud de
onda de 254 nm, columna de 4.6 mm > 25 cm. empacada con
L1 de 5 um, velocidad de flujo de I mL/min. Temperatura de
la columna 45 °C.

Procedimiento. Inyectar al cromatografo, repetidas veces,
volimenes iguales (10 pL) de la preparacion de referencia y
registrar los picos respuesta, ¢l tiempo de retencion relativo es
aproximadamente de 1.36 para el compuesto relacionado F y
1.0 para citalopram, la resolucion R entre citalopram y
compuesto relacionado F no es menor que 1.5, la eficiencia de

la columna no es menor que 2 000 platos tedricos, calculada
del pico de citalopram y el coeficiente de variacion no es
mayor que 1.5 % para el pico del citalopram. Una vez
ajustados los parametros de operacion, inyectar al
cromatografo, por separado, volimenes iguales (10 pL) de la
preparacion de referencia y de la preparacion de la muestra.
Obtener sus correspondientes cromatogramas y medir las areas
bajo los picos.

Calcular la cantidad de citalopram (C,,H,,FN,O) en la porcion
de muestra tomada por medio de la siguiente féormula:

(Am |/324.39)

CD' A e ' l 405.30 ‘-'
Donde:
C = Cantidad de bromhidrato de citalopram en la preparacion
de referencia.
D = Factor de dilucién de la muestra.
A,, = Area bajo el pico obtenida en el cromatograma con la
preparacion de la muestra.
A, = Area bajo el pico obtenida en el cromatograma con la
preparacion de referencia.
324.39 = Peso molecular del citalopram.
405.30 = Peso molecular de bromhidrato de citalopram.

Relacionar el valor obtenido con el peso promedio por tableta
calculado al principio de la valoracion.

Figura 22. Monografia de bromhidrato de citalopram recuperada de la FEUM 12 edicion
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