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1. Introduccién.

La NOM-059-SSA1-2015 Buenas Practicas de Fabricacion de Medicamentos
establece que para los métodos analiticos y de prueba debe existir evidencia
documentada que describa los métodos, equipos e instrumentos utilizados para el
andlisis o evaluacién de los insumos y productos en las diferentes etapas de
fabricacion relacionada al cumplimiento de BPF y que, a su vez, abarque la
limpieza, sanitizacion, operaciéon y mantenimiento de las areas, los sistemas
criticos, equipos e instrumentos empleados. Asimismo, dicta que debe existir
documentacion escrita que verifigue de la efectividad de la capacitacion del
personal, en BPF, higiene, vestido y temas técnicos relacionados a su actividad.
Todo esto, puede estar en forma de politicas, PNO, protocolos, instructivos de
trabajo, reportes, acuerdos entre otros.!!

La Calorimetria Diferencial de Barrido (o DSC por sus siglas en inglés) una de las
técnicas mayormente empleadas en la industria farmacéutica debido a la
versatilidad de sus aplicaciones (cuantificacién de principio activo, caracterizacion
de farmacos, método indicativo de estabilidad, entre otros).

Al ser una técnica conocida y utilizada en diversos laboratorios es necesario que se
lleve de la manera mas adecuada, adaptandose a la normatividad vigente; de modo
gue se debe contar con la evidencia documentada pertinente, por lo que el objetivo
de este proyecto fue el de gestionar dicha documentacién en el Laboratorio de
Investigacion Farmacéutica, siendo esta un instructivo del manejo del equipo y un
procedimiento normalizado de operacién con las medidas pertinentes para ejecutar
la metodologia analitica.
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2. Marco teorico.
2.1.Sistema de gestion de calidad.

Se define a la calidad al grado en que un conjunto de propiedades inherentes de
un producto, sistema o proceso cumple con los requisitos o especificaciones que
han sido establecidas para garantizar la aptitud de uso. 34 Dentro de la industria
farmacéutica es de vital importancia que los productos fabricados cumplan las
caracteristicas establecidas durante toda la cadena de produccion, ya que con esto
es posible garantizar que van a cumplir con el objetivo por el que fueron
disefiados.!!

Para ello, es esencial tener evidencia documentada, asi como la trazabilidad de
esta; por lo que se debe implementar un sistema de gestion de calidad.

Se entiende como sistema de gestion al conjunto de elementos interrelacionados
que interactlan para establecer la estructura, los roles y las responsabilidades, la
planificacion, la operacion, las préacticas, las reglas, las creencias, la politica, los
objetivos y los procesos para lograr el funcionamiento Optimo de una
organizacion.1 El alcance de un sistema de gestion puede ser la organizacion total
o funciones especificas e identificadas de la organizacion, por lo tanto; al hablar
de un sistema de gestion de calidad es hacer alusion a la manera como la
organizacion dirige y controla las actividades asociadas con la calidad.!!

De manera general, los requisitos que debe cumplir un sistema de gestion de
calidad son:

e Demostrar su capacidad para proporcionar regularmente productos y
servicios que satisfagan los requisitos del cliente y los legales y
reglamentarios aplicables.?

e Aumentar la satisfaccion del cliente a través de la aplicacion eficaz del
sistema, incluidos los procesos para la mejora del sistema y el
aseguramiento de la conformidad con los requisitos del cliente y los legales
y reglamentarios aplicables.!

Por ende, es responsabilidad de la alta direccién el implementar y mantener el
Sistema de Gestion de Calidad, determinando y proporcionando recursos
apropiados (humanos, financieros, instalaciones y equipos adecuados) para
mejorar continuamente su efectividad.

Al transferir este concepto a la industria farmacéutica, el Sistema de Gestidon de
Calidad entonces, representa el conjunto de medidas adoptadas de manera
planificada y sistematizada, con el objeto de garantizar que los medicamentos son
de la calidad requerida para el uso al que estan destinados.l! Por lo que es
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necesario el emplear las normas de Buenas Practicas de Fabricacién (BPF),
Buenas Practicas de Documentacién (BPD), Buenas Practicas de Almacenamiento
y Distribucién (BPAD), Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) y los principios de la
Gestion de Riesgos; asi como el uso de las herramientas apropiadas favoreciendo
de este modo la innovacion y la mejora continua y la unién entre el desarrollo
farmacéutico y las actividades de fabricacion.! De modo que, ademas de los
requisitos anteriores, el Sistema de Gestion de Calidad en la industria farmacéutica
debe asegurar que:

e Los medicamentos se disefian y desarrollan teniendo en cuenta los
requisitos de las BPF. "]

e Las operaciones de produccion y control de calidad se describen claramente
y adoptan las BPF y BPL.!"!

e Se toman las medidas oportunas para que la fabricacion, suministro,
utilizacion de materias primas, materiales de acondicionamiento, y la
seleccién y seguimiento de los proveedores sean correctos, y que
se verifique que cada entrega proviene de la cadena de suministro
aprobada.!]

e Se establece y mantiene un estado de control de la ejecucién del proceso y
la calidad del producto mediante medidas de monitoreo.["

e Se facilita la mejora continua.!!

o Existen medidas implantadas para la evaluacion prospectiva de cambios
planeados, asi como suaprobaciéon previa a la implementacion,
considerando la notificacién y aprobacién por las autoridades regulatorias,
en su caso, por lo que, tras la implementacion de cualquier cambio planeado,
se lleva a cabo una evaluacién para confirmar que se han alcanzado los
objetivos de calidad.!"]

e Se adoptan medidas que garantizan, que los medicamentos se almacenan
y se distribuyen de tal modo que la calidad se mantiene integra durante el
periodo de vigencia.lll

e Existe un procedimiento de autoinspecciones y/o de auditorias de calidad
que evalua regularmente la eficacia y la aplicacion del Sistema de Gestion
de Calidad.l!

2.2.Documentacion.

El Sistema de Gestion de Calidad en la industria farmacéutica debe estar
soportado por una politica de calidad y por un sistema de documentacion que
ha sido disefiado, planificado, implantado, mantenido y sometido a mejora
continua, que permita que los productos s6lo podran ser comercializados o
suministrados una vez que hayan sido liberados por la Unidad de Calidad con
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los atributos de calidad apropiados, siendo necesario entonces que la
organizacion:

e Determine la informacion documentada que considere necesaria para la
eficacia del sistema de gestion de la calidad.P!

e Mantenga informacion documentada para apoyar la operacion de sus
procesos.P!

e Conserve la informacion documentada para tener la confianza de que los
procesos se realizan segun lo planificado.!

Se define entonces a un documento como toda informaciéon y el medio en el que
esta contenida,’® no obstante, la NOM-059-SSA1-2015 Buenas Practicas de
Fabricacion de Medicamentos establece que estos deben cumplir con ciertas
caracteristicas, las cuales son:

e Estar escritos en idioma espafiol. Cuando los documentos estén en dos
idiomas o mas, siempre deben incluir la version en espafiol.["l

o Pueden existir en forma hibrida, por ejemplo, parte en formato electrénico y
otros en papel.l"]

e Los documentos que contienen instrucciones deben redactarse de manera
ordenada y ser faciles de comprobar. El estilo y lenguaje de los documentos
debe concordar con su intencion de uso.!'!

e Deben ser aprobados, firmados y fechados.["

o Deben revisarse periddicamente y mantenerse actualizados.!"]

Cabe mencionar, que el tipo y alcance de la informacion documentada necesaria
para el sistema de gestidon de la calidad se basa en un analisis de procesos y
puede diferir de una organizacién a otra, ya que se debe considerar:

e Eltamano de la organizacién y su tipo de actividades, procesos, productos
y servicios. [

e La complejidad de los procesos y sus interacciones.[6]

e La madurez del sistema de gestion de la calidad.[®

e Los riesgos y oportunidades.!®!

e Los requisitos legales y reglamentarios.®

e Los requisitos del cliente y otras partes interesadas.!®!

e La necesidad de evidencia de los resultados obtenidos.!®!

e La necesidad de apoyar la accesibilidad y la recuperabilidad de forma
remota.[!

De modo que, tanto la extension como la jerarquia documental dependeran de
las necesidades de la empresa. Dentro de la documentacidon mas comdn que
llega a abordarse en un Sistema de Gestion de Calidad, se encuentra:[®]
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e Politica de calidad.

e Objetivos de calidad.

e Manual de calidad.

e Procedimientos.

e Instructivos de trabajo.
e Formatos y registros.

2.2.1. Procedimiento Normalizado de Operacion.

La norma ISO 9000:2015, define a un procedimiento como la forma especificada
de llevar a cabo una actividad o un proceso.®! Debido a que en la industria
farmacéutica es necesario proporcionar la informacion para realizar un trabajo
correctamente de modo que se facilite la coherencia en la calidad e integridad de
un producto o resultado final, surge lo que se conoce como procedimiento
normalizado de operacién (abreviado como PNO), el cual es un documento que
contiene las instrucciones necesarias para llevar a cabo de manera reproducible
una operacion.!

Los articulos 110 y 111 del Reglamento de Insumos para la salud, describen las
partes minimas que debe contener un procedimiento normalizado de operacion;
siendo estas:!"]

e Objetivo.

e Alcance.

e Responsabilidad.

e Desarrollo del proceso.

o Referencias bibliograficas.

e Firma de las personas que los elaboren, revisen.

e Firma de autorizacion del responsable sanitario.

e Numero secuencial que refleje las actualizaciones que se realicen.
e Fecha de emision o de actualizacion y la de aplicacion.

Es indispensable, que los procedimientos normalizados de operacién se redacten
en un formato conciso, paso a paso y facil de leer. La informacién presentada debe
ser inequivoca y no demasiado complicada. Se deben redactan en forma
impersonal, empleando el modo verbal imperativo. EI documento no debe ser
prolijo, redundante ni demasiado extenso, se recomienda que sea simple y breve.
La informacion debe transmitirse de forma clara y explicita para eliminar cualquier
duda sobre lo que se requiere. Ademas, es recomendable utilizar un diagrama de
flujo para ilustrar el proceso que se describe, asi como la guia de estilo utilizada por
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la organizacién, por ejemplo, tamafo de fuente, margenes, interlineados, colores,
entre otros.[®!

2.2.2. Instructivo de trabajo.

Un instructivo de trabajo, es una descripcion detallada, secuencial y especifica de
una tarea [l dentro de una funcién. Estos proporcionan detalles sobre como realizar
las tareas y, por lo general, son especificos de la funcion y el trabajo ya que las
indicaciones se encuentran en el orden o secuencia de las operaciones, reflejando
con precision los requisitos y actividades relevantes.[®l

En cuanto a su estructura, el formato y el nivel de detalle utilizados se deben
adaptar a las necesidades de las personas que realizan las actividades, asi como
de sus habilidades, calificaciones, la capacitacion realizada, la complejidad del
trabajo, los riesgos, oportunidades y, sobre todo, de la actividad a documentar.!®!

2.3.Calorimetria Diferencial de Barrido (CDB o DSC).

La Calorimetria Diferencial de Barrido o Differential Scanning Calorimetry
(abreviada CDB o DSC por sus siglas en inglés) es una técnica analitica basada en
la medicion de la diferencia en los aportes de energia a una sustancia y a un
material de referencia en funcion de la temperatura al someterlos a un programa de
temperatura controlada.!®

Es el método de analisis térmico mas utilizado en el campo farmacéutico para la
caracterizacion de principios activos y/o excipientes, puesto que se basa en la
deteccién de una sefial lineal de calentamiento o enfriamiento en una muestra y la
posterior medicion de la temperatura y la energia asociadas con una variedad de
eventos térmicos, los cuales incluyen fusion, cristalizacion, transiciones vitreas y
reacciones de descomposicion.?

2.3.1. Fundamento.

Todo cambio quimico y fisico involucra el desprendimiento y/o absorcién de
energia, al primer evento se le conoce como exotérmico, mientras que al segundo
endotérmico. El principio basico que sustenta la CDB es que al dotar a una muestra
de energia calorifica en un intervalo de temperatura @ esta puede sufrir una
transformacion fisica o quimica, de modo que fluira mas o menos calor hacia ella
dependiendo del tipo de evento térmico del que se trate (endotérmico o exotérmico)
comparado con una referencia, siendo posible medir en términos de energia y
temperatura los eventos térmicos que tienen lugar en el rango de temperatura en
cierto tiempo del estudio.
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Dicha respuesta se obtiene como una sefial caracteristica que es graficada, a la
cual se le conoce como termograma. Sin embargo, en caso de que la muestra no
llegue a sufrir ninglin cambio con respecto a la referencia, se mantendra una
isoterma. 1% Las transiciones tipicas se pueden apreciar en el termograma de la
figura 1.

Crosslinking
{Cure)

Oxidation
or
Glass Decompasition

Crystallization
Transition

Melting

endo —— HEAT FLOW —., exo

TEMPERATURE
Figura 1. Transiciones tipicas en un termograma por CDB. Obtenido de: Thomas
L. An introduction to the techniques of differential scanning calorimetry (DSC) and
modulated DSC.[10]

La metodologia grosso modo consiste en colocar la muestra (cantidades de
aproximadamente 2 a 7 mg) en un crisol de metal (de aluminio por lo general) junto
con un recipiente de referencia en un horno y calentar o enfriar a una velocidad
controlada, en la regién de 5 a 10°. C/min. Cuando la muestra sufre un evento
térmico, se evallia la temperatura y la energia asociadas con ese evento.?

Dentro de los factores que afectan la calorimetria diferencial de barrido, se
encuentran los inherentes del instrumento y los relacionados a la muestra, que se
muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Factores que afectan la calorimetria diferencial de barrido. [2.11]

Instrumental. Muestra.
e Tasa de calentamiento. o Cantidad de la muestra (5-10 mg).
¢ Rango de calentamiento. e Tamano de particula.
e Composicion del crisol. e Polimorfismo.
e Atmosfera. o Estado fisico.
e Tipo de sellado.
e Posicién de la referencia.
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2.3.2. Calibracion.

Diversos sistemas de garantia de calidad en industria farmacéutica emplean la
CDB, por ejemplo, en la inspeccion de materias primas, como medida
complementaria en la fabricacion y para el control de los productos terminados.
Para crear confianza en la calidad de los valores medidos y evitar mediciones
repetidas, se deben emplear procedimientos de calibracion metroldgicamente
sélidos y sustancias de calibracion trazables, sobre cuya base finalmente se
puedan asignar valores de incertidumbre confiables a los resultados de las
mediciones.[*? Por lo tanto, los datos cuantitativos de DSC solo se pueden obtener
si el instrumento se ha calibrado adecuadamente con respecto a la temperatura
como a la entalpia.[*s]

De manera general, el procedimiento para calibrar es seleccionar la sustancia de
referencia que cubra el rango de temperatura de interés y pesar entre 2 mgy 7 mg
de la sustancia de referencia en crisoles de aluminio; posteriormente someter a dos
mediciones a velocidades de calentamiento de 5y 10 °C/min. Una vez obtenida la
respuesta, para cada pico se deben determinar la temperatura de inicio del pico
(Onset o TO) para la calibracion de temperatura y el area del pico para la calibracion
de calor.[*4!

Las sustancias de calibracion deben ser un material referencia certificados (los
valores de temperatura de transicién o entalpia de transicién o capacidad calorifica
especifica se han determinado para un lote particular de material) o al menos
materiales de alta pureza para los cuales existen valores bibliograficos.['3] El
material mas utilizado es el Indio (In), cuyos valores térmicos se muestran en la
tabla 2.

Tabla 2. Propiedades térmicas del Indio.[13.14]

Muestra Punto de | Entalpia | Masa. | Velocidad. | Temperatura | Temperatura
" | fusién. (°C) | AH (J/g) (mg) (°C/min) inicial. (°C) final. (°C)
In. 156.6 28.62 5 10 120 170

2.3.3. Efecto del tamafio de la muestray la velocidad de calentamiento.

Al momento de disefiar métodos analiticos mediante esta técnica es importante
mantener bajo control el tamafio de la muestra y la velocidad de calentamiento; ya
que se ve comprometida la sensibilidad, la resolucion y el tiempo del método.*®]

Cuando un material se funde, su temperatura se mantiene constante, por lo que a
medida que aumenta la masa de la muestra, también aumenta el tiempo necesario
para que esa muestra se funda, pues una vez que el material ha alcanzado su punto
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de fusion existe un aumento en el gradiente térmico a través de la muestra; lo que
conduce a una disminucién de la pendiente en el borde anterior de los datos del
flujo de calor obtenidos durante la fusion. Esto se puede observar como una
discontinuidad en la sefial de temperatura durante la transicion de fusion, por lo que
se aconseja utilizar entre 2 mg a 7 mg. @

Para el caso de la velocidad de calentamiento a medida que esta aumenta, también
lo hace el ancho de la transicién de fusion y, por lo tanto, disminuye la resolucion.
Ademas, la altura del pico y el limite de deteccion aumentan. Finalmente, se reduce
el tiempo experimental. Es recomendable entonces una velocidad de calentamiento
10°C/min, no obstante, en las ciencias farmacéuticas, donde las muestras suelen
tener temperaturas de transicion que estan separadas por s6lo unos pocos grados
(por ejemplo, polimorfos), la resolucién suele prevalecer sobre el aumento del
tiempo experimental y la disminucion de la sensibilidad, por lo que se deben
emplear velocidades de calentamiento mas lentas, como puede ser 5°C/min.[?

En la tabla 3, se encuentra la relacién entre el tamarfio de la muestra, la velocidad
de calentamiento, la sensibilidad, la resolucion y el tiempo del método.

Tabla 3. Relacion de variables.l

Variable Sensibilidad | Resolucién Tiempo
~ Aumenta Aumenta Disminuye Aumenta
Tamafio de la muestra. —— —— —
Disminuye Disminuye Aumenta Disminuye
Velocidad de calentamiento Aum_enta Aum_enta Disminuye | Disminuye
Disminuye Disminuye Aumenta Aumenta
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3. Planteamiento del problema.

Para el caso del Laboratorio de Investigacion Farmacéutica, la Calorimetria
Diferencial de Barrido, es una de las principales actividades, ya que coadyuva en
el desarrollo de metodologias analiticas, funge como método indicativo de
estabilidad asi como método de compatibilidad de excipientes, cuantifica farmacos
y forma parte de una serie de técnicas analiticas empleadas en la caracterizacion
de farmacos; por lo que es importante saber ¢Si la implementacion de
documentacion relacionada a la calorimetria diferencial de barrido podria significar
una mejora en la ejecucion del andlisis? De igual modo, ¢Si la documentacion
desarrollada puede fungir como coadyuvante en la capacitacion de la técnica
analitica? y, por ultimo, ¢ Si la documentacion disefiada es funcional sin importar el
analito y/o el estudio a analizar?
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4. Objetivos.
4.1.Objetivo general.
e Desarrollar la documentacion pertinente (procedimiento normalizado
de operacion e instructivo) para la aplicacién de la técnica DSC/CDB
en el Laboratorio de Investigacion Farmaceéutica.

4.2.0bjetivos particulares.
e Disenar la evidencia documentada pertinente para el empleo del
calorimetro diferencial de barrido.
e Determinar la utilidad de los documentos disefiados para el uso y
cuidado del calorimetro diferencial de barrido.
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5. Material.
5.1.Instrumentos y equipos.
I.  Balanza microanalitica. Modelo: MT5, marca Mettler Toledo numero de
inventario: 10T1468879.
II.  Intracooler. Modelo: ADO7R-20-A11B, marca PolyScience.
[ll.  Calorimetro Diferencial de Barrido, por flujo de calor. Modelo 8000,
marca Perkin Elmer, numero de inventario: 02576144.
IV.  Equipo de computo OptiPlex X3. Con procesador Intel® Core (TM) i5-
8500 CPU @ 3.00GHz, memoria RAM de 32.0 GB, Microsoft Windows
10, 64 bits.
5.2. Material.
I. Crisoles de aluminio para muestras no volatiles Perkin Elmer, numero
de parte 02190041. Lote: 140122 y 210446.
Il. Tapas de aluminio para crisoles para muestras no volatiles Perkin Elmer,
numero de parte 02190041. Lote: 604222 y 210234.
[ll. Espatula de acero inoxidable para balanza micro analitica.
IV. Pinzas PEARL de acero inoxidable marca Perkin Elmer.
V. Pinzas planas de acero inoxidable marca Perkin EImer.
VI. Vial de vidrio de 500 pL.
VII. Pyris Software Thermal Analysis, version 13.4.0.0036 Perkin Elmer.
VIIl. Procesador de texto WordPad o aplicacion para abrir archivos tipo PDF.
IX. Anticongelante.
X. Tanque de gas de nitrégeno comprimido grado industrial de 850 mL,
marca Praxair con mandémetro. Lote: 88101.123233.027.012.
5.3.Reactivos.
5.3.1. Sustancias de referencia.
I. SRef Indio pureza 99.99%, Cat No. 277959, 10 g. Marca Aldrich. Lote:
21425CB.
II. SRef Naproxeno sodico pureza 100%, Clave interna: SR-76, 11.294 g.
Marca Laboratorios Farmacéuticos Zaragoza. Lote: S/N.
[ll. SRef Diclofenaco sédico pureza 100%, Clave interna: SR-85, 0.7007 g.
Marca Laboratorios Farmacéuticos Zaragoza. Lote: S/N.
IV. SRef Trimetoprima S.R.S. pureza (Base humeda): 99.42%. Lote: S/N.
V. SRef Sulfametoxazol S.R.S. pureza (Base humeda): 99.98%. Lote: S/N.
VI. SRef Acido ascérbico pureza 99.8%, Clave interna: SR-5, 13.8337 g.
Marca Laboratorios Farmacéuticos Zaragoza. Lote: S/N.
VII. SRef Tadalafil pureza 99.9%, Cat No. 1642879, 200 mg. Marca USP.
Lote: FOLOO3.
VIIl. SRef Telmisartan pureza (Base humeda): 100.14%, Cat No. 59, 1 g.
Marca AMAROX. Lote: TSN0180320.
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IX. SRef Sulfametoxazol pureza 99.8%, Cat No. 1601, 200 mg. Marca USP.
Lote: R14350.

X. Impureza A de Tadalafil, 10 mg. Marca Pharmachem. Lote: 1297-047A2.
XI. Impureza B de Tadalafil, 10 mg. Marca Pharmachem. Lote: 1290-067A8.
XIl. Impureza C de Tadalafil, 10 mg. Marca Pharmachem. Lote: 1297-051A2.

XIII. Impureza E de Tadalafil, 10 mg. Marca Pharmachem. Lote: 1297-060A3.

5.3.2. Materias primas.

|. Acido benzoico Materia Prima. Cat No. 0076-01, 500 g. Marca J.T. Baker
Inc. Lote: E19337.
II. B-Ciclodextrina Materia Prima. Planta piloto Laboratorios Farmacéuticos
Zaragoza.
lll. Espironolactona Materia Prima, Cat No. BQ01-OT00-00. Marca Zhejiang
Xinhua Pharmaceutical Co Ltd. Lote: OTOON100620.
IV. Glibenclamida Materia Prima. Bolsa Negra, anaquel 1.
V. Sulfametoxazol Materia Prima. Tubo plastico, anaquel 2.
VI. Telmisartan Materia Prima. Frasco de vidrio ambar, anaquel 2.
VII. Coamorfo glibenclamida y acido benzoico. Lote 2.
VIIl. Paracetamol Materia Prima. Planta piloto Laboratorios Farmacéuticos
Zaragoza.
IX. Naproxeno sodico Materia Prima. Planta piloto Laboratorios
Farmaceéuticos Zaragoza.
X. Diclofenaco dietilamonio Materia Prima. Planta piloto Laboratorios
Farmacéuticos Zaragoza.
XI. Trimetoprima Materia Prima. Planta piloto Laboratorios Farmacéuticos
Zaragoza.
Xll.  Sulfametoxazol Materia Prima. Planta piloto Laboratorios Farmacéuticos
Zaragoza.
XIl. Acido ascorbico Materia Prima. Planta piloto Laboratorios
Farmacéuticos Zaragoza.
XIV. Monolitos Sol-Gel.
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6. Metodologia.
6.1.Diagrama de flujo

Desarrollo de Documentacion para el Analisis por Calorimetria Diferencial de Barrido en el Laboratorio de
Investigacion Farmacéutica.

Efectuar analisis con un estandar para calibracion, tomando como puntos criticos la
masa y la velocidad de calentamiento y diferentes analitos.

N

Desarrollar PNO e instructivo para el uso y mantenimiento del instrumento.

Y

Disefiar un protocolo de trabajo con diversos métodos por CDB para comprobar la
funcionalidad del PNO e instructivo.

Realizar los ajustes
necesarios a la
documentacion

¢El PNO e instructivo son aplicables
para diferentes analisis?

L

Si
v
Capacitar a los tesistas del “Laboratorio de Investigacion Farmacéutica” que vayan a
trabajar con el DSC 8000.

¢EI PNO e instructivo son
funcionales para los analistas?

No

Si
!

Aprobar y emitir la documentacion generada.

Figura 2. Diagrama de flujo.

Pagina



Desarrollo de documentacidn, para el analisis por calorimetria diferencial de barrido
en el Laboratorio de Investigacion Farmacéutica.

6.2. Procedimiento.

I.  Efectuar analisis con un estandar para calibracién (Indio), con el objetivo
de familiarizarse con la técnica analitica, las limitaciones de esta, asi
como identificar los fendbmenos térmicos tipicos; tomando como puntos
criticos la masa y la velocidad de calentamiento y diferentes analitos.

II. Desarrollar PNO e instructivo para el uso y mantenimiento del
instrumento, tomando en cuenta las observaciones recabadas de los
analisis de variacion, asi como en la caracterizacion de los analitos.

[ll. Disefar un protocolo de trabajo con diversos métodos por CDB para
comprobar la funcionalidad del PNO e instructivo.

IV. Una vez terminado el PNO e instructivo, capacitar a los tesistas del
Laboratorio de Investigacion Farmacéutica que vayan a trabajar con el
DSC 8000.

V. Comparar los resultados obtenidos en el protocolo, asi como en el
examen de capacitacion; de modo que se puedan gestionar los ajustes
necesarios a la documentacioén generada.
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7. Resultados y discusién.

Este proyecto tuvo como finalidad el desarrollar la documentacion pertinente
(procedimiento normalizado de operacién e instructivo) para la aplicacion de la
técnica analitica DSC/CDB en el Laboratorio de Investigacion Farmacéutica, por lo
que se determind su funcionalidad mediante diversos analisis que permitieran
comprender la técnica, las limitaciones de esta e identificar los fenOmenos térmicos
tipicos; aplicando la normatividad vigente, la cual establece que para los métodos
analiticos y de prueba debe existir evidencia documentada que puede estar en
forma de politicas, PNO, protocolos, instructivos de trabajo, reportes, acuerdos,
entre otros.[M

Si bien el Indio (In) es el material de calibracibn mas utilizado debido a que posee
un alto grado de pureza y existe evidencia bibliografica de la determinacion
experimental de sus valores de temperatura de transicion y entalpialt314l
cumpliendo asi con ser una sustancia de calibracion trazable; la cual se define por
la ISO 11357-1:2016 como todo aquel material cuyas propiedades térmicas son
suficientemente homogéneas y estan bien establecidas® al cual se le pueden
asignar valores de incertidumbre confiables!'? (cuyo valor oscila alrededor del 0.4%
20)14, posee la ventaja de no presentar interaccion con el material de los crisoles
empleados en este proyecto, permitiendo asi observar el comportamiento de la
resolucién y la sensibilidad del instrumento al realizar variaciones en factores
criticos como lo son la masa y la velocidad de calentamiento.?
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7.1.Efecto de la masa.
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Figura 3. Comparaciéon de termogramas con variacion de masa de Indio STD a
10°C/min. (A) 1 mg, (B) 2 mg, (C) 3 mg, (D) 4 mg, (E) 5 mg, (F) 6 mg, (G) 7 mg,
(H) 8 mg, (I) 9mg y (J) 10 mg.
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Tabla 4. Datos térmicos promedio de variaciones de masa de Indio STD a

10°C/min.

D A . Bra . DA 3
ocldaad DO de O e Pea Delta Area

eo 0 ead . elo

energia 0
0 0

10 1 1.29 Endotérmica | 156.7267 | 157.5667 4.3266 5.6988 | 30.6195
10 2 2.55 Endotérmica | 156.6700 | 157.8067 8.2700 12.0792 | 64.9016
10 3 3.45 Endotérmica | 156.5933 | 157.8467 10.6820 19.2501 | 103.4309
10 4 4.69 Endotérmica | 156.8100 | 158.2133 12.0889 24.3413 | 130.7858
10 5 5.46 Endotérmica | 156.7200 | 158.0133 11.7230 23.0275 | 123.7276
10 6 6.46 Endotérmica | 156.9567 | 158.7867 16.6970 33.4913 | 179.9489
10 7 7.42 Endotérmica | 156.7533 | 158.7833 14.6365 37.9474 | 203.8914
10 8 8.53 Endotérmica | 157.1333 | 159.0867 17.6243 44.6973 | 240.1587
10 9 9.33 Endotérmica | 156.7800 | 158.3833 13.8549 34.9397 | 187.7312
10 10 10.76 | Endotérmica | 157.1233 | 159.4800 20.9999 57.8783 | 310.9798

En la figura 4 se presentan las sefiales obtenidas de Indio STD al aumentar la masa
de 1 mg hasta 10 mg; dichas sefiales de naturaleza endotérmica, coinciden con el
punto de fusion del Indio reportado en la literatura (156.6°C + 5°C) 14171 a] emplear
el método que abarca un rango de temperatura de 120°C a 170°C con una tasa de
calentamiento de 10°C/min. Por otro lado, es posible observar que conforme la
masa de la muestra aumenta, las sefales térmicas también lo hacen volviéndose
mas anchas y profundas, favoreciendo asi la deteccion de la sefal caracteristica
del analito por el instrumento. Esto, debido a que existen mas moléculas a las
cuales se les debe brindar energia cinética para realizar la transicién del estado
sélido al liquido. No obstante, a pesar de que el aumento de masa beneficia la
deteccion del analito, existe un aumento en el gradiente térmico a través de la
muestra @, el cual tarda en distribuirse, afectando asi al tiempo en que el analito
genera su sefial caracteristica, asi como a la separacion de eventos térmicos
presentes (resolucion) (181, Asimismo, al existir una mayor cantidad de muestra, esta
puede no estar totalmente distribuida en el crisol, por lo que es posible que la

cantidad de calor administrado no sea homogénea en el analito.

Por otro lado, con el fin de evaluar el impacto de la masa en los analisis por
Calorimetria Diferencial de Barrido en la tabla 4 se muestra el promedio de los datos
térmicos obtenidos tras realizar 3 repeticiones del estudio. Se confirma lo expuesto
en la figura 3 al observar que se requiere mayor energia de activacion para cambiar
de un estado a otro, ya que se ve un incremento tanto en el inicié (“Onset”) como
en el término de la fusion (“Peak” asi como una tendencia creciente en los
pardmetros “Peak Height” (diferencia del pico y de la linea base) %! “Delta H”

(Entalpia de fusion) y “Area” conforme se aumenta el tamarfio de la muestra. Esto,
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debido a que el calor generado por instrumento no sélo se transmite en el entorno
de la muestra, si no que, también lo hace al crisol, al &rea entre la muestra y el crisol
para finalmente propagarse a través del analito. 2% Por lo que dicha propagacion
no es instantdnea, necesita un tiempo para abarcar toda la muestra y esta pueda
alcanzar su punto de equilibrio térmico. Cuanto mas pequefia es la muestra, mas
facil es que pueda llegar al equilibrio en menos tiempo, sin olvidar considerar las
caracteristicas del analito. A este fendmeno se le conoce como retraso o inercia
térmica (capacidad de un material de almacenar calor y retrasar su transmision) [21]
como consecuencia del proceso de difusividad térmica (capacidad de un material
para conducir energia térmica en relacion con su capacidad para almacenar
energia térmica) 2 de la muestra, por lo que, a menor tamafio de muestra, no
existe tanto impedimento de la inercia térmica y por lo tanto la muestra es capaz de
conducir energia térmica en menor tiempo disminuyendo asi los parametros
térmicos tipicos (Onset, Peak, Peak Height, Delta H y Area).

Por otro lado, si bien la relacién entre la masa y los parametros térmicos es
directamente proporcional; en el caso de algunos pesos, se observa una ligera
desviacion de esto, pues en el caso de los 7 mg y 9 mg se reportan datos menores
a los esperados; sin embargo, esto refuerza lo planteado ya que dicha anomalia es
debido a la pérdida de muestra debido a un mal sellado de crisol o distribucién de
la muestra en el mismo; por lo que la técnica analitica también es capaz de detectar
la pérdida del analito.

Tomando en cuenta que en los andlisis a realizar es necesario que exista buena
sensibilidad, resolucion y se presente menor efecto de inercia térmica; con este
estudio, se debe tomar como rango de trabajo de 2-7 mg = 0.2 mg, pues, se observa
en la tabla 4 y en la figura 3 que son las sefiales mas parecidas entre si, ya que
exhiben un “Onset” y un “Peak” muy similares, asi como valores de “Delta H” que
son cercanos al reportado en la literatura del Indio (28 J/g).[*! Siendo estrictos,
inclusive se podria reducir a 3-7 mg = 0.2 mg, pero, debido a que algunos sélidos
pueden presentar un valor de densidad pequefio; si se muestrearan 3 mg de estos,
se sobrepasaria la capacidad del crisol y por ende, no podrian ser analizados en el
instrumento, pues ademas de que su disposicion retardaria el punto de equilibrio
térmico, se impregnaria en los hornos del instrumento, alterando asi la transmision
de calor uniforme, lo que le restaria confiabilidad al analisis.
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7.2.Efecto de la velocidad.
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Figura 4. Comparacion de termogramas de 5 mg de Indio STD con variacion de
velocidad. (A) 1°C/min, (B) 2°C/min, (C) 3°C/min, (D) 4°C/min, (E) 5°C/min, (F)
6°C/min, (G) 7°C/min, (H) 8°C/min, (1) 9°C/min y (J) 10°C/min.
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Figura 5. Comparacion de termogramas de 5 mg de Indio STD con variacion de
velocidad. (A) 10°C/min, (B) 25°C/min y (C) 50°C/min.
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Tabla 5. Datos térmicos promedio de variaciones de velocidad de 5 mg de Indio

Peso

tedrico real

Peso

Tipo de
energia

STD.

Onset
(°C)

Peak
(°C)

Peak
Height

(mW)

Delta H
(J/9)

156.4133

156.8733

26.5133

142.4558

1 5 5.10 |Endotérmica 4,1352

2 5 5.18 |Endotérmica| 156.5967 |157.2333| 6.6399 23.8329 |128.0541
3 5 5.19 |Endotérmica| 156.6433 |157.6467| 9.5593 23.9230 |128.5383
4 5 5.39 |Endotérmica| 156.6167 |157.5967| 8.9851 27.4063 |147.2541
5 5 5.18 |Endotérmica| 156.7200 |157.8300| 8.1891 24,9932 |134.2884
6 5 5.20 |Endotérmica| 156.8267 |158.0500| 9.4685 26.5367 |142.5814
7 5 5.37 |Endotérmica| 156.9567 |158.2500| 10.0450 | 26.4382 |142.0526
8 5 5.46 |Endotérmica| 157.1367 |158.7300| 12.7449 | 32.6984 |175.6883
9 5 5.51 |Endotérmica| 156.9100 |158.2933| 12.3571 | 26.7227 |143.5811
10 5 5.13 |Endotérmica| 156.7067 |158.0100| 14.7432 | 26.7269 |143.6035
25 5 5.09 |Endotérmica|157.46333|159.9700| 18.7181 | 27.0914 |145.5622
50 5 5.11 |Endotérmica|158.21333|162.2033| 23.7828 | 26.9814 |144.9712

En la figura 4 se presentan las sefiales obtenidas de Indio STD al mantener una
masa constante de 5 mg; dichas sefales de naturaleza endotérmica, coinciden con
el punto de fusion del Indio reportado en la literatura (156.6°C + 5°C) 1417 g]
emplear el método que abarca un rango de temperatura de 120°C a 170°C
aumentando la tasa de calentamiento de 1°C/min hasta 10°C/min, 25°C/min y
50°C/min. Conforme la velocidad de calentamiento aumenta, las sefiales térmicas
también lo hacen, presentando un ligero cambio en la profundidad, asi como un
mayor ensanchamiento el cual se ve como un desplazamiento del termograma solo
en el eje “X”. Si bien favorece la deteccion de la sefal caracteristica del analito por
el instrumento; afecta considerablemente la resolucién, debido que al mantener una
masa constante a mayor velocidad de calentamiento, la temperatura de transicion
tiende aumenta en comparacion con los valores de la literatura, por el retraso
térmico o efecto de inercia térmica, por lo que cuanto mayor es la velocidad de
calentamiento, mas lenta es la respuesta del instrumento y de la muestra.l??! Dicho
retraso térmico, al igual que en el efecto de variacion de masa, se da debido a que
la cantidad de energia proporcionada no se distribuye de manera homogénea en la
muestra, pues al suministrarse en un periodo corto de tiempo (1 minuto) no alcanza
a transmitirse en su totalidad, por lo que los eventos térmicos tipicos en este caso
del Indio no se completan; disminuyendo asi la resolucion de la sefial endotérmica
y la sefal de transicion sélido-sélido de primer orden (cambios discontinuos de
volumen, entalpia y entropia debido a cambios en el empaquetamiento cristalino
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teniendo una ruptura de la simetria en la estructura)?3 siendo este Gltimo fenémeno
observable en la figura 5, en donde se emplearon tasas de calentamiento mas altas.

En la tabla 5, con el fin de evaluar el impacto de la velocidad de calentamiento en
los analisis por Calorimetria Diferencial de Barrido se muestra el promedio de los
datos térmicos obtenidos tras realizar 3 repeticiones del estudio al someter la
muestra a diferentes tasas de calentamiento. Se observa que, al mantener
constante la muestra (tipo y cantidad) al variar la velocidad de calentamiento, solo
existe un aumento notorio en los parametros “Onset” y “Peak”. Dicho
comportamiento ocurre gracias a que el Indio posee una alta conductividad térmica,
por lo que existe un rapido flujo de calor hacia la muestra siendo el aumento de la
resistencia térmica debido al Indio fundido insignificante, *4 de modo que la
resistencia térmica de la muestra tiene un mayor impacto en la respuesta del
sistema térmico. Dicho de otro modo, la resistencia térmica externa a la muestra
tiene una contribuciéon minima en la respuesta del sistema térmico.?% Sin embargo,
al aumentar la tasa de calentamiento, el calor latente de la muestra se agrega al
proceso de fusion, el cual a pesar de ser insignificante en el aumento de la
resistencia térmica al ocurrir a una temperatura constante, termodinamicamente
aumenta el tiempo que tarda el calor en difundirse en la muestra de forma
homogénea (difusividad térmica y conductividad).l?” Por lo que a velocidades de
calentamiento muy bajas, hay tiempo suficiente para que la pequefia cantidad de
calor requerida fluya hacia la muestra para eliminar la pequefa diferencia de
temperatura entre la temperatura programada y la temperatura de la muestra,
mientras que a velocidades de calentamiento mas altas, la temperatura de la
muestra es mayor y se necesita un mayor flujo de calor para eliminarla 2 lo que
representa una desviacion de las condiciones del equilibrio termodinamico.

Por otro lado, es posible ver un incremento del parametro “Peak Height” conforme
aumenta la tasa de calentamiento. Dicho fendbmeno, esta descrito como funcion de
la capacidad calorifica, la resistencia térmica y la velocidad de calentamiento o
enfriamiento ?° debido a la relacién directa que tiene con la sensibilidad, ya que, al
aumentar la altura de la sefial, a su vez lo hace el limite de deteccion (la capacidad
de diferenciar una transicion por encima del ruido instrumental).!?]

Tomando en cuenta que en los analisis a realizar es necesario que exista buena
sensibilidad, resolucion, exista el menor efecto de inercia térmica y se optimicen
tiempos de analisis; se considera adecuado como rango de trabajo de 5°C/min a
10°C/min, descartando totalmente las velocidades de 25°C/min y 50°C/min pues,
se observa en la tabla 5 y en la figuras 4 y 5 que son las sefiales mas parecidas
entre si, ya que exhiben un “Onset” y un “Peak” muy similares, asi como valores de
“Delta H” que son cercanos al reportado en la literatura del Indio (28 J/g).[*°
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7.3.ldentificacion de eventos térmicos en diferentes analitos.

Una vez establecido el impacto del tamafio de muestra y la velocidad de
calentamiento, fue necesario determinar la influencia del tipo de muestra en la
técnica analitica, por lo que, para identificar las diferentes transiciones térmicas
descritas por la literatura (mostradas en la figura 1) se caracterizaron diferentes
materias primas y matrices farmacéuticas.

Para ello, se debe tomar en cuenta la primera ley de la termodinamica y el
principio de conservacion de la masa que establecen “La energia/materia no se
crea ni se destruye, sélo se transforma” puesto que, en un programa de
temperatura controlado la energia que se le aplica a la muestra puede ser
absorbida y sumarse a la energia potencial o en su defecto puede ser liberada
y afiadirse a la energia cinética; generando asi un cambio en el analito de
interés. Aunado a esto, una vez que la muestra experimenta una transicion de
fase, se observa una diferencia de temperatura por lo que, durante eventos
endotérmicos, el registrador del instrumento se movera hacia arriba, lo que
indica que se requiere entrada de energia y, en un evento exotérmico, una
desviacidén hacia abajo indica que se requiere menos energia del DSC para
mantener la temperatura.[?6]

No obstante, las transformaciones se encuentran limitadas por las propiedades
fisicas y quimicas de la muestra, ya que pueden darse cambios de estado por
la excitacion que sufren las moléculas; asi como la generacién de productos de
descomposicion debido a la ruptura de enlaces de la estructura del analito. Sin
embargo, al caracterizar farmacos, la mayoria de las alteraciones que llegan
presentarse son cambios de estado o transiciones del estado sélido, entre los
cuales se incluyen  fusiones, cristalizaciones, desolvataciones/
deshidrataciones, transiciones vitreas y calcinaciones,l?”! mientras que los
cambios quimicos suelen presentarse con mayor frecuencia en las mezclas de
compuestos, ya que se ve la interaccion entre los componentes.

Es por ello, que se eligieron 7 analitos a caracterizar, los cuales, ademas de ser
de los mas empleados en la industria farmacéutica, presentan diferentes
eventos térmicos; ademas de que algunos de ellos tienden a poseer formas
polimorficas y pseudopolimérficas y debido a sus caracteristicas pueden
requerir un tratamiento previo para ser analizados por Calorimetria Diferencial
de Barrido.

Pagina



Desarrollo de documentacidn, para el analisis por calorimetria diferencial de barrido
en el Laboratorio de Investigacion Farmacéutica.

7.3.1. Paracetamol.
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Figura 6. Termograma comparacion de Paracetamol materia prima 1 (azul) y
Paracetamol materia prima 2 (rojo).
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Tabla 6. Datos térmicos Paracetamol (3 mg, 90°C-180°C a 5°C/min).

Onset  Peak Peak Height DeltaH  Area
(°C) (°C) (MW) (J/g9) (l)
Materia Prima 1. 168.76 |170.75 20.5827 141.6881 |425.6644
Materia Prima 2. 168.65 |170.71 21.6189 144.9083 |434.7249

Muestra

Como se observa en la figura 6, ambas materias primas muestran la sefal
caracteristica cuyo valor de “Onset”, ubicado en la tabla 6, coincide con la reportada
por Sacchetti en 2001 (168.6°C + 0.2°C);?81 a pesar de haber planteado métodos
distintos, ya que en el estudio consultado se realizo la corrida analitica de -60°C
hasta 200°C a 10°C/min 28 mientras que el método planteado abarcé de 90°C a
180°C a 5°C/min. Aunado a esto, la masa empleada también fue diferente, pues
Sacchetti utilizé de 8 a 10 mg ?81 de muestra a diferencia del presente estudio en
donde se emplearon alrededor de 3 mg por materia prima. Esto, al contrastarlo con
lo expuesto en los apartados 7.1y 7.2, si bien pareciera no influir demasiado en la
respuesta caracteristica del paracetamol, si lo hace en la aparicion de otras sefiales
(resolucion y sensibilidad) pues en la figura 6 en ambas muestras se aprecian
seflales previas y posteriores, las que pueden corresponder a sustancias
relacionadas, productos de degradacion, impurezas e incluso pudiera tratarse de
algun polimorfo; pues Sacchetti menciona que la forma Il polimorfica del
paracetamol suele apreciarse alrededor de 154.6°C £ 0.2°C.

Por otro lado, al comparar ambas sefiales entre si, es posible observar que la sefial
correspondiente a la primera repeticion posee mayor profundidad y estrechez que
la segunda, pudiéndose deber a la distribucion de la muestra en el crisol, lo cual se
sustenta con la transicion de primer orden del estado sélido, pues se requiere mayor
energia para que esta se logre en la segunda muestra comparado con la primera.
Asimismo, ambas sefiales se ubican debajo de la linea base; siendo esto indicativo
de que poseen cierto grado de humedad, la cual conforme aumenta la temperatura
se pierde.

Al analizar los datos térmicos presentados en la tabla 6, es posible ver que posee
un Delta H distinto al reportado por Sadeghi et al. El cual es de 198.9 + 3.3 J/g. 9]
Sin embargo, dentro del mismo estudio, se observa un valor cercano al rencontrado
experimentalmente en este andlisis, el cual corresponde a una muestra secada
mediante aspersion (169.9 + 4.1 J/g) ?° por lo que se podria decir que las muestras
de paracetamol han sufrido un proceso similar que ha hecho que no se encuentre
totalmente disponible el estado solido del mismo. Por lo tanto, con el método
propuesto se caracterizo y optimizo la resolucion y sensibilidad de la muestra.
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7.3.2. Naproxeno sédico.
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Figura 7. Termograma comparacion de Naproxeno sédico estandar (rojo) y
Naproxeno sodico materia prima (azul).
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Tabla 7. Datos térmicos Naproxeno sodico (3 mg, 50 °C-280°C a 10°C/min).

Onset Peak Peak Height DeltaH Area

Muestra

(°C) (°C) (MW) (J/g) (mJ)
Estandar. 255.27 |257.95| 26.7678 | 137.4735|412.4205
Materia Prima. | 254.98 |257.61| 22.2262 |121.9771|365.9313

En la figura 7 es posible apreciar, la sefal caracteristica cuyo valor de “Onset”,
ubicado en la tabla 7, coincide con la reportada por Bhise et al, en 2007 (256.50°C
+ 5°C);B% a pesar de haber planteado métodos distintos, ya que en el estudio
consultado se realizé la corrida analitica de 40°C hasta 300°C a 10°C/min [28],
mientras que el método planteado abarc6 de 50°C a 280°C a 10°C/min. Aunado a
esto, la masa empleada también fue diferente, pues Bhise utiliz6 de 5 a 6 mg 28 de
muestra a diferencia del presente estudio en donde se emplearon alrededor de 3
mg por materia prima. Esto, al contrastarlo con lo expuesto en los apartados 7.1y
7.2, si bien pareciera no influir demasiado en la respuesta caracteristica del
Naproxeno sodico, si lo hace en la aparicion de otras sefiales (resolucion y
sensibilidad) pues en la figura 7 en ambas muestras se aprecia una sefial previa, la
cual corresponde a la estructura del naproxeno sin desprotonar segun lo reportado
por Sovizi en 2010 que es alrededor de 158.1°C + 0.1°C. 31 Asimismo, en el caso
de la materia prima, se visualiza una sefial posterior a la transicioén solido de primer
orden, la cual pertenece a una transicion vitrea, la cual es comun encontrar en co-
amorfos de la forma amorfa de la sal en conjunto a la forma acida o basica libre. (32

Por otro lado, en el caso de la materia prima, son observables dos sefiales
exotérmicas pequefias, las cuales podrian indicar la generacion de sustancias
relacionadas debido a que no estan presentes con respecto a la sustancia de
referencia. Ademas, al comparar ambas sefales entre si, es posible observar que
la sefal correspondiente al estandar posee mayor profundidad y estrechez que la
segunda, pudiéndose deber a la distribucién de la muestra en el crisol, también se
puede asociar este fendmeno a la pureza de la muestra; la cual es mayor en el
estandar. Asimismo, ambas sefiales se ubican debajo de la linea base; siendo esto
indicativo de que poseen cierto grado de humedad, la cual conforme aumenta la
temperatura se pierde.

Al analizar los datos térmicos presentados en la tabla 7, es posible ver tanto el
estandar como la materia prima poseen un Delta H similar al reportado por Bhise
et al. El cual es de 133.23 J/g. [?°l. No obstante, el valor de entalpia de la materia
prima es menor, siendo este otro indicativo de que es un co-amorfo, ya que cuando
la entalpia decrece también lo hace el estado cristalino del sélido. [*°]
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7.3.3. Diclofenaco (sédico y dietilamonio).
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Figura 8. Termograma comparacion de Diclofenaco sédico estandar (rojo) y
Diclofenaco dietilamonio materia prima (azul).
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Tabla 8. Datos térmicos Diclofenaco (3 mg, 100°C-180°C a 10°C/min).

Peak Height Delta H Area

Muestra (MW) (J/g) (mJ)
Diclofenaco soédico estandar. 157.31 0.7579 0.827 2.480
166.94 0.6300 1.014 3.042

Diclofenaco dietilamonio 126.98 3.6306 43.496 | 130.487
materia prima. 156.65 0.2979 0.657 1.970

En la figura 8 se muestran dos sefales de dos analitos distintos cuya “base” es la
misma,; por un lado, se tiene al diclofenaco sédico como estandar y por el otro al
diclofenaco dietilamonio como materia prima. Al partir ambas sales del mismo
farmaco, es posible que tuvieran sefiales similares durante el método propuesto;
sin embargo, esto no sucedi6 del todo, ya que, las sales que se adicionan no sélo
llegan a afectar la solubilidad del principio activo, asi como su actividad terapéutica
[34.35]: también modifican los puntos de ebullicion y de fusiéon pues gracias al
impedimento estérico por parte del aducto afiadido es que se modifican los enlaces
de las moléculas y con ello la cantidad de energia necesaria para hacer transiciones
de estado. Asimismo, cabe resaltar que el almacenamiento de ambas muestras
también es distinto, lo que hace que adquieran mayor o menor humedad y/o se
generen productos de degradacion.

Por ende, la sefial caracteristica del diclofenaco dietilamonio, coincide con la
presentada por O’Connor y Corrigan en 2001 38y por Al-Mawla, et al. ¥ en 2023.
Asimismo, el valor de “Onset”, ubicado en la tabla 8, coincide con el reportado por
O’Connor (125°C a 132°C);i3%l a pesar de haber planteado métodos distintos, ya
que en el estudio consultado se realizé la corrida analitica de 40°C hasta 220°C [28],
mientras que el método planteado abarc6 de 100°C a 180°C a 10°C/min, como lo
planteo Fini A, et al. En 2007 3% no obstante, en este caso la sefial reportada
difiere, pero no asi el valor de “Onset” que también se ubica en un rango de 125 a
132°C 1881, Asimismo, la masa empleada también fue diferente, pues tanto O’Connor
como Fini utilizaron de 5 a 10 mg 3538 de muestra a diferencia del presente estudio
en donde se emplearon alrededor de 3 mg de materia prima. Por lo que, al
contrastar todos estos parametros, la respuesta caracteristica del diclofenaco
dietilamonio se ve afectada al mostrar otras sefiales (resolucion y sensibilidad) asi
como una ligera particion del evento endotérmico ya que se aprecian en la figura 8
sefiales previas y posteriores; las cuales pueden corresponder a sustancias
relacionadas, productos de degradacién, impurezas e incluso pudiera tratarse de
algin polimorfo o pseudopolimorfo; siendo esto sustentado por O’Connor B8 que
menciona que existe una conversion de la forma monohidratada a la anhidra debido
al calentamiento, lo que deriva en que el punto de fusién sea de 122°C £ 5°C, en
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lugar de 140°C a 160°C aproximadamente 38 que es el valor reportada para la base
de la sal. Ademas, esto se observa en que posterior a la sefial endotérmica hay
transiciones vitreas, las cuales son eventos térmicos tipicos que indican el
reacomodo del sélido amorfo el enfriamiento de un estado liquido a un estado vitreo
desordenado y sin equilibrio.[39

Mientras que, en el caso del diclofenaco sodico, en este caso no se observa la sefial
caracteristica ya que esta se presenta entre 272°C a 289°C, segun lo reportado por
Tudja P, et al. En 2001 8 por lo que el método empleado no le es posible
caracterizar en su totalidad a este analito. No obstante, al no ser este el objetivo del
presente estudio no llega a tener relevancia.

Por otro lado, al comparar ambas sefiales entre si en la figura 8, coinciden en su la
transicion de primer orden del estado soélido ya que ambas se sobreponen.
Asimismo, ambas sefiales presentan un ligero descenso conforme se aumenta la
temperatura; siendo esto indicativo de que poseen cierto grado de humedad, la cual
se va perdiendo, lo que justificaria el hecho de que conforme aumenta la
temperatura los termogramas no se vuelven a sobreponer, pues la curva del
diclofenaco dietilamonio se ubica considerablemente por debajo de la curva del
diclofenaco sodico, por lo que se infiere que al ser una forma monohidratada posee
mayor humedad y por ende libera mayor energia al ir perdiendo parte de la
humedad que posee, e incluso esto se ve reflejado en los valores de Delta H y Area
ya que al ser menores que los del diclofenaco sddico, muestran un cambio en el
estado cristalino.3% Lo interesante de esto, es que ambos coinciden en una de las
endotermas presentadas, alrededor de los 156.5°C-157.5°C, tal como se indica en
la tabla 8. Dicha sefal se puede asociar al punto de fusion de la base de la sal
sefialado anteriormente 38 sin embargo, en el caso de la curva del diclofenaco
sédico se encuentra partido, lo que podria indicar cierta contaminacién de la
muestra y a la vez, una velocidad de calentamiento inadecuada, pues afecta la
resolucién de la muestra al no lograr separar los eventos térmicos que ocurren de
manera cercana.l” Aunado a esto, al comparar los valores

Mientras que, posterior a dicha sefial, en ambos termogramas se aprecia
nuevamente una sefial endotérmica, en el caso del diclofenaco dietilamonio, la
curva permanece sin mayor alteracion; mientras que la del diclofenaco sddico
aparece una tercera sefial endotérmica; lo que fundamenta la presencia de
sustancias relacionadas, impurezas, contaminacion de la muestra o productos de
degradacion. Por lo tanto, es necesario optimizar este método, tanto en el rango de
temperatura propuesta como en la tasa de calentamiento, asi como afadir alguna
otra repeticion para corroborar que no se esta viendo la muestra afectada por algun
otro factor inherente al equipo o al propio analito, que se muestran en la tabla 1.
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7.3.4. Trimetoprima.
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Figura 9. Termograma comparacion de Trimetoprima estandar (verde) y
Trimetoprima materia prima (rojo).
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Tabla 9. Datos térmicos Trimetoprima (4 mg, 50°C-215°C a 5°C/min).

Onset  Peak Peak Height DeltaH  Area
(°C) (°C) (MW) (J/9) (mJ)

Muestra

Estandar. 200.76 |202.49 37.6110 164.9667 | 659.8667

Materia Prima. | 201.32 |202.61 41.1328 193.6229|774.4914

En la figura 9 se aprecia la sefal caracteristica cuyo valor de “Onset”, ubicado en
la tabla 9, coincide con la reportada por Granero C, et al. En 2010 y posteriormente
Djellouli F, et al. en 2017 (201.77°C * 5°C);“%41 a pesar de haber planteado
meétodos distintos, ya que en los analisis consultados se realiz6 la corrida analitica
de 25°C hasta 400°C a 10°C/min [0 y de 25°C a 200°C a 5°C/min*l
respectivamente; mientras que el método planteado abarcé de 50°C a 215°C a
5°C/min. Aunado a esto, la masa empleada también fue diferente, pues tanto
Granero cémo Djellouli emplearon de 5 mg %41 de muestra a diferencia del
presente estudio en donde se utilizaron alrededor de 4 mg. Esto, al contrastarlo con
lo expuesto en los apartados 7.1y 7.2, no solo influye en la resolucion, también en
la sensibilidad ya que con el método propuesto se obtuvieron endotermas estrechas
y profundas tanto del estandar como de la materia prima apreciables en la figura 9.
Asimismo, en ambas curvas se observa la aparicion de otra sefial endotérmica
previa al punto de fusion, pudiendo ser una sustancia relacionada, producto de
degradacion, impureza o de alguna forma polimérfica o pseudopolimérfica; pues
Maddileti D, et al. menciona que la forma Il se encuentra aproximadamente a los
162.5°C + 5°C 2y posteriormente se da la transicion de la forma Il a la forma | de
trimetoprima; lo cual de igual manera justifica Djellouli, ya que menciona que las
sefales endotérmicas pequefas ubicadas entre 125°C y 150 °C, probablemente se
deben a la presencia de partes amorfas en la sustancia farmacéutica cristalina.*!
Por otro lado, al comparar ambas sefiales entre si, es posible observar que la sefial
correspondiente al estandar posee mayor profundidad, pero similar estrechez que
la segunda, pudiéndose deber a la presencia de humedad en la materia prima, pues
si bien, ambas sefiales se ubican debajo de la linea base; siendo esto indicativo de
que poseen cierto grado de humedad la cual conforme aumenta la temperatura se
pierde, estas no se sobreponen del todo.

Al analizar los datos térmicos presentados en la tabla 9, es posible ver que posee
un Delta H distinto al reportado por Djellouli F, et al. El cual es de 106.7J/g. [*! Sin
embargo, en dicho estudio se obtuvo ese valor debido a que la muestra sufrié un
proceso de enfriamiento generando una recristalizacion a diferencia de este
analisis, pudiendo generar incluso una forma amorfa. Por lo que con el método
propuesto se preservd el estado sélido, ademas de caracterizar y optimizar la

resolucién y sensibilidad de la muestra.
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7.3.5. Sulfametoxazol.
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Figura 10. Termograma comparacion de Sulfametoxazol estandar (rojo) y
Sulfametoxazol materia prima (verde).
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Tabla 10. Datos térmicos Sulfametoxazol (4 mg, 70°C-190°C a 5°C/min).

Onset Peak @ Peak Height DeltaH Area

Muestra

(°C) (°C) (mW) (J/g) (mJ)
Estandar 169.57 [170.82| 33.6630  |128.7169|514.8678
Materia Prima. | 169.60 |170.94| 32.3600  |120.7591|483.0365

Como se muestra en la figura 10, la sefal caracteristica cuyo valor de “Onset”,
ubicado en la tabla 10, coincide con la reportada por Hartauer en 1992 (169°C *
5°C);*3l a pesar de haber planteado métodos distintos, ya que en el estudio
consultado se realizé la corrida analitica de 30°C hasta 120°C a 1.25°C/min 43,
mientras que el método planteado abarcé de 70°C a 190°C a 5°C/min. Esto, al
contrastarlo con lo expuesto en los apartados 7.1y 7.2, si bien pareciera no influir
demasiado en la respuesta caracteristica del sulfametoxazol, si lo hace en la
aparicion de otras sefales (resolucion y sensibilidad) pues en la figura 10 en el caso
del estandar, no se observa la sefial previa al punto de fusién, mientras que en la
materia prima si, lo que puede indicar la presencia de alguna sustancia relacionada,
producto de degradacién, impureza e incluso pudiera tratarse de algun polimorfo;
pues Luner P, et al. mencionan que la forma Il polimérfica del sulfametoxazol, a la
cual se le conoce como hemihidratada, suele aparecer de manera exotérmica y
pequeia alrededor de 140°C a 150°C.[*4

Por otro lado, al comparar ambas sefiales entre si, es posible observar que la sefial
correspondiente al estdndar posee mayor profundidad y menor estrechez que la
materia prima, pudiéndose deber a la presencia de humedad, pues si bien, ambas
sefiales se ubican debajo de la linea base; siendo esto indicativo de que poseen
cierto grado de humedad la cual conforme aumenta la temperatura se pierde, estas
no se sobreponen del todo. No obstante, pesar de que se superpone la transicion
de primer orden del estado sélido de ambas muestras, al continuar con el
calentamiento la materia prima libera mayor energia, o que podria deberse a que
existe un mayor flujo de calor hacia la muestra debido a la distribucion de esta en
el crisol, a comparacién con el estandar.

Al analizar los datos térmicos presentados en la tabla 10, es posible ver que posee
un Delta H distinto al reportado por Erizal S et al. El cual es de 143.5 J/g. [ Sin
embargo, en dicho estudio se obtuvo ese valor debido a que la muestra analizada
sufrid un proceso de molienda, lo que homogeniza el tamafio de particula y por
ende existe mayor la transmision de calor es uniforme, aumentando asi la entalpia
al cambiar de fase.l? Por lo tanto, con el método propuesto se caracterizd la
muestra, sin embargo, se recomienda emplear técnicas complementarias para
confirmar la presencia de la forma polimérfica del sulfametoxazol.
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7.3.6. Acido Ascérbico.
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ascorbico materia prima (rojo).
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Tabla 11. Datos térmicos Acido Ascorbico (5.5 mg, 35°C-230°C a 10°C/min).

Muestra

Onset | Peak | Peak Height Delta H

o o Area (mJ
ec)  (C) (mW) (3/g) (mJ)

Estandar. 193.06 196.38 85.2204 263.0260|1446.6431
Materia Prima. 193.51 196.28 80.1207 246.4989|1355.7437

Se logra advertir en la figura 11 que la sefial caracteristica del &cido ascoérbico, asi
como el valor de “Onset” en la tabla 11, coincide con la reportada por Domingues
Dos Santos J, et al. en 2019 (193.30°C + 0.01°C);*¢l a pesar de haber planteado
meétodos distintos, ya que en el estudio consultado se realizé la corrida analitica de
-70°C hasta 250°C a 5°C/min [“6], mientras que el método planteado abarc6 de 35°C
a 230°C a 10°C/min, empleando masas relativamente similares, pues por
Domingues Dos Santos J, et al. emplearon 5 mg aproximadamente ¥l de muestra
a diferencia del presente estudio en donde se emplearon alrededor de 5.5 mg. Esto,
al contrastarlo con lo expuesto en los apartados 7.1y 7.2, si bien pareciera no influir
demasiado en la respuesta caracteristica del acido ascérbico, si lo hace en cuanto
a la descomposicion del acido ascérbico ya que en la mayoria de los termogramas
presentados en la literatura 647481 no se visualiza totalmente la descomposicion
como en el analisis realizado, siendo este un indicativo de que el aumento de la
masa, asi como la disminucién del rango de estudio favorece la sensibilidad de la
muestra. Por otro lado, al comparar ambas sefiales entre si, es posible observar
gue ambas se sobreponen, siendo este indicativo de que la materia prima posee
una pureza similar a la del estandar y no presenta sustancias relacionadas o
productos de degradaciéon diferentes. Asimismo, ambas sefiales muestran una
“‘pendiente” constante; siendo esto indicativo de que si bien poseen cierto grado de
humedad, la cual conforme aumenta la temperatura esta no se pierde, siendo
practicamente insignificante. A pesar de ello, donde muestran una bifurcacién es
en la descomposicion, la cual se muestra mas evidente en la materia prima, debido
a la propia estabilidad térmica del &cido ascorbico, la cual se ve comprometida
durante el proceso térmico pues abajas tasas de calentamiento, prevalece la
descomposicion del acido ascoérbico 9 ademas, para el caso del estandar es
posible ver que existe una calcinacion posterior a que inicia la descomposicion, lo
gue hace ver entonces que el estAdndar a pesar de presentar mayor pureza también
tiende a ser mas estable que la materia prima.

Mientras que al analizar los datos térmicos presentados en la tabla 11, es posible
ver que tanto el estandar como la materia prima poseen valores relativamente
similares de Delta H tanto entre si como al reportado por Domingues Dos Santos J,
et al. El cual es de 253.05 + 3.75 J/g. [*8l. Por lo tanto, con el método propuesto se
caracteriz6 y optimizé la resolucién y sensibilidad de la muestra.
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7.3.7. Monolitos Sol-Gel.
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Figura 12. Termograma de monolito Sol.Gel blanco.
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Debido a que el mayor complejo de inclusibn empleado en el Laboratorio de
Investigacion Farmacéutica son las matrices monoliticas de silicio obtenidas por
sol-gel, es que se decidieron analizar por esta técnica. Por ello, en la figura 12 se
observa la sefial caracteristica la cual corresponde a una isoterma de transicion, es
decir, se observa la pérdida de humedad residual posterior al secado, pero se
mantiene constante; pues a mayor tiempo de secado se da la eliminacién de agua
y alcohol condensados en los poros del gel por lo que, al no haber agua, no se dara
el proceso de polimerizacidon por deshidratacion que tiene lugar cuando se aumenta
la temperatura durante la medicion; de modo que la sefial endotérmica esperada
disminuye hasta ser insignificante.[

Dicho termograma coincide con los reportados por Feigao X, et al. Y Ciprioti S, et
al. En 2016 y 2018 respectivamente 5152 a pesar de haber empleado métodos
distintos, pues Feigao X, et al. Realizé el andlisis desde los 25°C hasta los 800°C
con una velocidad de calentamiento de 10°C/min 31, mientras que Ciprioti S, et al.
Empleo un rango de temperatura de 25°C a 700°C de igual manera con una tasa
de calentamiento de 10°C/min ¥2, Sin embargo, estas condiciones no son posibles
de reproducir en el laboratorio debido a que los crisoles que se tienen son de
aluminio, cuyo punto de fusién es de 660.32°C % por lo que el emplear
temperaturas mas altas provocaria la adherencia del crisol en el horno y por lo tanto
se veria imposibilitado el realizar cualquier otro analisis. Por ende, el método
planteado abarc6 de 100°C a 200°C a 10°C/min, pues la humedad residual seria
observable a partir de los 140°C hasta los 150°C aproximadamente 52 ademas de
que conforme aumenta la temperatura se observa la pérdida de masa derivado de
la volatilizacién de los solventes empleados. Aunado a esto, la masa empleada
también fue diferente, pues mientras los autores ya citados emplearon de 5 a 10
mg D152 de muestra a diferencia del presente estudio en donde se emplearon
alrededor de 3 mg. De modo, que al obtener la isoterma de transicion es posible
empezar a comparar si existen cambios importantes al encapsular algun farmaco
de interés.

La glibenclamida, es un hipoglucemiante utilizado como coadyuvante en el
tratamiento de la diabetes tipo Il, de modo que, en una poblacion con altos indices
de dicha enfermedad, se vuelve de vital importancia desarrollar nuevas
formulaciones con este farmaco, pues la mayoria de las presentaciones ademas de
que el principio activo se encuentra en cantidades pequefias, son de administracion
oral, por lo que se debe mejorar tanto la tecnologia de fabricacidén, asi como de
proteccion del farmaco, tomando en cuenta que beneficie la biodisponibilidad de
este y por ende exista una ventaja farmacoterapéutica para el paciente. Por ello, en
la figura 13, se observa la inclusién de glibenclamida al monolito de sol-gel. Se
decidié encapsular 50 mg de principio activo para comprobar la encapsulaciéon del
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farmaco, de modo que se volviera una muestra representativa. Por lo que, al
comparar ambas sefiales, es posible observar se mantiene la linea base sin
cambios, siendo este el indicativo de que el farmaco logré encapsularse
correctamente. También, se observa que ambas curvas descienden conforme
aumenta la temperatura, lo que significa que existe pérdida de materia, pues la
humedad que posee de la matriz monolitica se pierde. Cabe mencionar que el
método empleado para analizar la matriz con farmaco fue el mismo que el utilizado
para la matriz sin farmaco (100°C a 200°C a 10°C/min) ya que, ademas de eliminar
interaccion alguna de la matriz y el farmaco; también consider6 el determinar el
punto de fusion de la glibenclamida (entre 172°C y 176°C) 53 pues en caso de que
el encapsulamiento no funcionard seria notorio por la aparicion de la sefial
caracteristica del farmaco. Por ende, el método propuesto es capaz de caracterizar
matrices monoliticas de sol-gel que contengan glibenclamida; en caso de querer
determinar algun otro farmaco en dicha matriz, seria necesario adaptarse a las
propiedades térmicas del mismo.

7.4.Documentacion.

Una vez identificados los eventos térmicos tipicos en farmacos de interés, asi como
las condiciones limitantes tanto de la muestra como del instrumento fue necesario
elaborar la documentacion que le permitiera al usuario no sélo cumplir con la
normatividad vigente; si no que a la vez permita ejecutar los andlisis por
Calorimetria Diferencial de Barrido de manera efectiva, eficaz y eficiente, tomando
en consideracion las Buenas Practicas (Good X Practices o GXP por sus siglas en
inglés) ya sea de laboratorio, fabricaciébn, documentacion, almacenamiento y
distribucion, siendo el soporte de la Gestion de la Calidad en un sistema de
documentacion.’4 Para ello, es importante definir las buenas practicas de
documentacion como un grupo de lineamientos que indican las bases minimas para
el desarrollo de un sistema documental adecuado. !

Por lo que, ademas de disefiar e implementar el procedimiento normalizado de
operacion y el instructivo respectivo, fue necesario capacitar al personal y verificar
que, sin importar el andlisis a realizar, la documentacion ofrecia el apoyo necesario
para el analista; de modo que su retroalimentacion también funcionara para mejorar
el procedimiento normalizado de operacion e instructivo, cumpliendo asi con la
condicion de que estos deben ser documentos dinamicos y con ello su aprobacion
e implementacion en el Laboratorio de Investigacion Farmacéutica, siendo esta
etapa la mas complicada, pues no sélo implica la satisfaccion del usuario actual,
también la del futuro usuario; asi como la disminucién de costos tanto espacio-
tiempo y por ende, econémicos, siendo estos puntos clave en la mejora continua.
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7.4.1. Bitacora de registro.

Si bien, la ISO 9000:2015 establece que existe una jerarquia para implementar los
documentos dentro de un sistema de gestion de calidad 39, la cual consta de:

I.  Politica de calidad.
[I.  Objetivos de calidad.
[ll.  Manual de calidad.
IV. Procedimientos. (Procedimientos normalizados de operacion y
procedimientos o protocolos de trabajo o analiticos de prueba)
V. Instructivos de trabajo.
VI. Formatos y registros. (Listas de verificacion, bitacoras, registros de
resultados, hojas de trabajo, entre otros)

Al momento de disefiar los procedimientos e instructivos; se suelen adaptar a la par
los formatos y registros a emplear, pues estos son el primer documento que usara
el usuario una vez que haya concluido su capacitacion.

Se entiende por registro a todo documento que presenta evidencia de las acciones
realizadas para demostrar el cumplimiento de actividades o instrucciones [ de
modo que permite conservar los andlisis y evaluaciones que se han llevado a cabo;
por ende, debe cumplir con ciertas caracteristicas las cuales son:!!!

1. Los registros escritos a mano deben realizarse de forma clara, legible e
indeleble.

2. Debe dejarse espacio suficiente para permitir la realizacidén de la entrada de
datos.

3. El registro de actividades debe realizarse al momento de la actividad
respetando el orden cronoldgico.

4. Cualquier correccion al registro de una actividad o a un documento debe ser
firmado y fechado y permitir la lectura de la informacion original. Cuando se
requiera una explicacion del motivo de la correccién debe documentarse;
estos registros deben contener la fecha e identificar quién realizd la
actividad.

5. Debe existir un mecanismo que permita identificar las firmas y ruabricas del
personal que ejecuta la operacion.

En el caso de cualquier equipo o instrumento, para su correcto uso, mantenimiento
y cuidados es necesario implementar como registro, una bitacora en la cual cémo
minimo se incluya la fecha, la hora, el usuario (firma autégrafa y rabrica) asi como
las observaciones pertinentes de este; ya que a partir de estos datos se le puede
dar trazabilidad al trabajo en el laboratorio.
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Para el caso del Calorimetro Diferencial de Barrido modelo “DSC 8000” de flujo de
calor que se encuentra en el Laboratorio de Investigacion Farmacéutica, cuando se
empez6 a utilizar no contaba con una bitacora que llevara el registro de uso, siendo
implementada (Figura 14) con un formato provisional el dia 28 de junio de 2023. No
obstante, se observo que dicho formato si bien cubria la necesidad de saber quién
y cuando se utilizo, no lo hacia en cuanto a si el tipo de proyecto si era interno
(servicio social o tesis) o externo (académico o servicio de consultoria), el tipo de
muestra que se introducia asi como el rango de trabajo de temperatura, ya que
algunos analitos tienden a la descompaosicion o calcinacion lo que genera que los
hornos se ensucien y por ende ya no puedan transmitir el calor de manera
uniformel?%21.221 introduciendo cierto error en las sefales obtenidas; tampoco
contemplaba si alguno de los accesorios del instrumento fallaba o se estaba
agotando (como el caso del gas a emplear en la atmésfera, la temperatura del
intracooler o los crisoles).
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Figura 14. Bitacora de registro “DSC 8000".
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Por lo que tomando en cuenta estas observaciones, se modifico la estructura de la
bitacora de registro, siendo aprobada el 14 de agosto de 2023. De modo que la
bitacora cuenta con 9 columnas (figura 15); de facil llenado para el usuario y que
ademas de brindar informacion al supervisor correspondiente sobre el estado del
instrumento, también coadyuva al analista a llevar la trazabilidad tanto de sus dias
de trabajo, como de las muestras que analiz6, de modo que complementa los datos
vertidos en la bitacora del analista asi como los resultados que se resguardan en el
equipo de computo tanto en formato PDF como en la extensién del programa del
instrumento (.ds8d).
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Figura 15. Formato bitacora de registro “DSC 8000”.

Si bien, pareciera que es demasiada informacién, cumple con la definicién de registro
pues, deja establecidas las actividades realizadas de manera cronoldgica, es un
antecedente para generar acciones preventivas o acciones correctivas al emplear esta
técnica analitica, y funge como un contacto directo entre usuario- sistema documental.
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7.4.2. Procedimiento Normalizado de Operacion.

Cémo ya se menciond, para este proyecto, fue fundamental tomar en cuenta la
naturaleza de la actividad a estandarizar, pues su aplicacion repetitiva debe
prevenir los problemas recurrentes a partir de establecer un grado 6ptimo de orden
[56] ya que se parte de la pregunta ¢Si la implementacién de documentacion
relacionada a la calorimetria diferencial de barrido podria significar una mejora en
la ejecucion del analisis? Asimismo, se considero que el generar documentos no es
el fin, sino el medio por el cual se van a cumplir las actividades pertinentes para
llevar a cabo las buenas précticas de fabricacion. Teniendo en cuenta que, si bien,
la base de la Gestién de Calidad es el sistema documental 54 no debe de perderse
de vista que también son los lineamientos establecidos por la empresa o instituciéon
a seguir para garantizar la calidad de un producto en cualquiera de las etapas de
fabricacion ™M por lo que al elaborar un procedimiento normalizado de operacion
(PNO), se consideré que cualquier desviacién en el procedimiento seria una no
conformidad y por ende no cumpliria con el fin para el cual fue disefiado.

Por lo tanto, el documento en cuestion se denomina LIF-PNO-01-01 Procedimiento
normalizado de operacion para el uso y mantenimiento del DSC 8000 (Ver anexo
10.1). Se emiti6 el 16 de enero de 2024, consta de 19 paginas y tiene una vigencia
de 1 afio. Se compone de los apartados minimos que establecen los articulos 110
y 111 del Reglamento de Insumos para la salud; siendo estos una tabla de
contenido, objetivo, alcance, responsabilidades, definiciones y abreviaturas,
desarrollo del proceso (presentado en diagrama de flujo y en modo infinitivo),
referencias y control de cambios, firma de las personas que los elaboren, revisen y
autoricen, asi como la fecha de emision o de actualizacion y la de aplicacion. ']

En el documento LIF-PNO-01-01, se especifica la forma de llevar a cabo el uso y
mantenimiento del calorimetro diferencial de barrido “DSC 8000”, a partir de
establecer de forma sistematica cdmo ejecutar el andlisis, garantizando de este
modo que todos los usuarios que empleen dicha técnica analitica la realicen de
manera consistente, evitando con ello la presencia de errores, minimizando los
residuos y evitando el retrabajo®® cumpliendo asi con la definicion de
“Procedimiento Normalizado de Operacion” establecida en la normatividad vigente
ya que contiene las instrucciones necesarias para llevar a cabo de manera
reproducible una operacién.

Para construir el procedimiento normalizado de operacion se realizaron las etapas
de elaboracion, revision, autorizacion y emision. Durante la elaboracion y la revision
el objetivo principal fue limitar las principales actividades que iba a realizar el
analista, con el propésito de que fuera adaptable a cualquier tipo de analisis sin
dejar de lado que sea claro y conciso para evitar que eso sea una fuente de error,
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de modo que se garantice la reproducibilidad y repetibilidad del procedimiento
normalizado de operacion. Las actividades planteadas fueron las siguientes:

I.  Acondicionamiento de area
[I.  Calibracion del instrumento
lll.  Preparaciéon de la muestra
IV. Analisis de la muestra
V. Obtencion de los calculos
VI. Retiro de la muestra
VIl.  Interpretacién
VIIl.  Limpieza del instrumento

Dichas actividades, contemplaron cumplir con las BPL, BPF y BPD [56:57]; asi como
los cuidados necesarios para prolongar la vida atil del instrumento. De modo que,
sin importar el andlisis, no se omiten o afiaden pasos por parte del analista lo que
lo convierte en un procedimiento intuitivo y facil de memorizar, evitando con esto,
la aparicion de desviaciones al momento de emplear métodos que involucren a esta
técnica analitica.

Otro rasgo que considera el documento es la integridad de datos (ALCOA) 58 ya
que el instrumento posee un sistema computarizado, el cual tiene la capacidad de
generar archivos con extension propia, que a su vez es posible resguardar como
PDF. Por lo que, siguiendo la trazabilidad de datos, dentro del procedimiento se
contempl6 el generar una carpeta en el equipo de computo con el nhombre del
analista para asi resguardar los resultados obtenidos como PDF; siendo esto una
herramienta que ademas de garantiza que los datos obtenidos son atribuibles,
legibles, originales y precisos ®8, sirven de consulta para otros analistas, lo que
coincide con los ultimos dos puntos de ALCOA +, que son duradero
(almacenamiento a largo plazo de datos, los cuales pueden leerse y comprenderse
posterior a su creacion) [*8 y disponible (capacidad de los datos de ser accesibles
a todas las partes interesadas y en cualquier momento de su ciclo de vida) [%8l.

Por otro lado, se incluyé en el procedimiento normalizado de operacién, como
medida de BPD; que dicha carpeta es posible copiarla a una memoria USB
autorizada por el asesor. Esto con la finalidad de que los datos obtenidos sean
accesibles para el usuario y asegurar que no se infecte el sistema computarizado,
pues de ser el caso se podria perder la informacion recabada por los analistas o en
el peor caso, afectar el software de trabajo.

Con respecto a la estructura general, el formato que se aplic6 se disefidé basandose
en la 1SO 9000 y 9001, por lo que se tom6 en cuenta las dependencias a las que
pertenece el Laboratorio de Investigacion Farmacéutica, el titulo que identifica al
documento (elegido durante la etapa de revision a partir de la pregunta ¢Si la
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documentacion desarrollada puede fungir como coadyuvante en la capacitacion de
la técnica analitica?), un cédigo para su facil identificacion, la version, fecha de
emision y revision asi como la cantidad de paginas. Debido a que el procedimiento
normalizado de operacion se tiene que autorizar para su emisiéon con la firma
autografa y la rabrica de los responsables (elaboro, reviso y aprob0), se decidioé que
solo se colocara en la primera hoja, ya que ademas de agilizar el proceso de
autorizacion, le brinda mayor estética al documento.

Durante la etapa de revision del documento LIF-PNO-01-01 no sélo se verifico su
idoneidad, integridad y cumplimiento de los requisitos legales, éticos y regulatorios
aplicables 9 sino que fuese dindmico para el usuario, ya que es quien debe
seguirlo de acuerdo con lo establecido en el sistema de gestion de calidad que rige
al Laboratorio de Investigacion Farmacéutica. Por lo que, para su redaccion y
observaciones se tomdé en cuenta a los usuarios a los que va dirigida la
documentacion, siendo todo analista involucrado con la técnica Calorimetria
Diferencial de Barrido y que por en ende ha tenido que manejar el instrumento; de
modo que ademas de considerar que la metodologia planteada debia ser facil de
sequir, clara, inequivoca y estar escrita en un lenguaje sencillo.>®! se rescaté parte
de la experiencia del usuario.

7.4.3. Instructivo.

Un instructivo de trabajo, es una descripcion detallada, secuencial y especifica de
una tarea [ dentro de una funcion, proporcionando detalles sobre como realizar las
tareas de manera especifica de la funcién y el trabajo ya que las indicaciones se
encuentran en el orden o secuencia de las operaciones, reflejando con precision
los requisitos y actividades relevantes. ¢ Por lo que, al documento se le ha dado el
nombre y la codificacion LIF-INS-01-01 Instructivo para el uso del calorimetro DSC
8000 (Ver anexo 10.2). Se emitio el 08 de enero de 2024, consta de 18 paginas y
tiene una vigencia de 1 afio.

Esta conformado por 26 pasos, los cuales abordan desde el encendido del
instrumento hasta que se termina el andlisis y se tiene que apagar. Aungue
pareciera largo; en realidad son los pasos minimos para poder utilizar tanto el
software, como el equipo de cédmputo, asi como el instrumento. Por lo tanto, su
importancia radica en que complementa el documento LIF-PNO-01-01, ya que
profundiza en el manejo del “DSC 8000”, de modo que involucra las medidas
necesarias a tomar para cuidar del equipo; por lo que, si bien pareciera un
documento que en cuanto a su estructura, el formato y el nivel de detalle utilizados
se deben adaptar a las necesidades, habilidades, calificaciones, la complejidad del
trabajo, los riesgos, oportunidades y, sobre todo, de la actividad a documentar [l en
realidad se centra en resaltar las BPF y BPL que pudieran pasar desapercibidas en
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su “documento hermano”, pues a diferencia de este solo se centra en responder a
la pregunta de investigacion ¢ Si la documentacion desarrollada puede fungir como
coadyuvante en la capacitacion de la técnica analitica? Por lo que al igual que el
documento LIF-PNO-01-01 debe revisarse y actualizarse segun sea necesario a lo
largo de su ciclo de vida y cualquier cambio realizado debe volver a aprobarse y
modificarse también en €l Procedimiento Normalizado de Operacion, a pesar de
que el cambio no impacta directamente en las actividades propuestas, si puede
ampliar o recortar la extension de estas en el documento LIF-PNO-01-01. Por ello,
es que el control de cambios funge como un estado de revision y su distribucion
debera estar siempre documentada y controlada. 5

7.4.4. Protocolo de trabajo.

La NOM-059-SSA1-2015 Buenas Préacticas de Fabricacion de Medicamentos
define como protocolo, al plan de trabajo escrito que establece los objetivos,
procedimientos, métodos y criterios de aceptacion, para realizar un estudio. En el
caso de este proyecto, para verificar el funcionamiento de los documentos LIF-
PNO-01-01 y LIF-INS-01-01 se elabor6 un protocolo de trabajo que abarcara la
mayor cantidad de analisis de rutina que se pueden llevar a cabo mediante
Calorimetria Diferencial de Barrido; de modo que se tuviera el punto de vista de
usuario mas que de disefiador.

Dicho documento, se le asignd la codificacion LIF-PRO-01-01 Protocolo para el
analisis térmico por calorimetria diferencial de barrido, consta de 15 paginas y se
emitié el 15 de septiembre de 2023; teniendo vigencia de 1 afio y consta de 6
analisis. No obstante, al momento de ejecutarlo se encontraron ciertas desviaciones
con respecto a los documentos LIF-PNO-01-01 y LIF-INS-01-01; pues en algunas
partes contenia informacion errébnea con respecto a la muestra, por lo que que se
tuvieron que modificar los métodos propuestos y el formato para verter los
resultados de los andlisis, pues no se adaptaba al usuario, era confuso y por ende
no agilizaba el registro de estos aumentando asi la carga de trabajo del analista.
Del mismo modo, se redujeron la cantidad de repeticiones debido a que, en la
bitacora de registro aparecia que se habian empleado una gran cantidad de crisoles
y debian de optimizarse los recursos. Ante esta necesidad, se optd por emitir una
segunda version el 31 de enero de 2024; la cual cambia su codificacion a LIF-PRO-
01-02, consta de 15 paginas, mantiene su vigencia de 1 afo y contiene 6 analisis,
asi como un control de cambios. (Ver anexo 10.3)

De dicho protocolo, se obtuvieron 51 resultados debidamente registrados en el
formato con el cédigo LIF-F-02 Formato para resultados de analisis térmico en DSC
8000 (Ver anexo 10.4), los cuales fueron resguardados de manera electrénica en
la carpeta LIF-CAR-01 Resultados de analisis térmico por CDB. En dicho formato
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se contempla el quién y cuando se realizd6 ademas del qué asi mismo tiene un
espacio dedicado al evento térmico principal de modo que se reporten los datos
térmicos de mayor relevancia y posteriormente cuenta con un espacio para afiadir
sefiales adicionales al llenarse de manera electronica tiene la ventaja de afiadir o
quitar espacios de ser necesario pues se sabe que no todos los termogramas
tendran la misma cantidad de sefiales detectadas asimismo cuenta con un espacio
para colocar la curva generada por el instrumento y para anotar las observaciones
pertinentes en cuanto al analisis si es necesario optimizarlo si se obtuvo lo que se
buscaba o en su defecto describir qué es lo que se encontrd

Entre los analisis realizados se encuentra la calibracion del instrumento, la
determinacién de polimorfos, identificacién de impurezas, inclusién molecular en -
ciclodextrina y determinacion de transicion vitrea en co-amorfos. Dichos analisis, si
bien pudieran parecer reiterativos con los ejecutados previo a la generacion de la
documentacion; en realidad son diferentes pues consideran eventos térmicos
distintos y a la vez funcionan como puntos de referencia en cuanto a optimizacion
de los métodos y consideran las limitantes descritas en los apartados 7.1, 7.2y 7.3,
gue a su vez estan incluidas en los documentos LIF-PNO-01-01 y LIF-INS-01-01,
por lo que el seguimiento de dicho protocolo no se considera una desviacion a la
documentacion y por ende a la normatividad; demostrando asi que sin importar el
tipo de analisis a realizar se puede seguir sin problemas los documentos
generados.

7.4.5. Capacitacion.

Cdémo se observa en la figura 15, existe un total de 3 analistas que ocupan el
instrumento, siendo uno de ellos el desarrollador de la documentacion y los otros
dos, los usuarios a quienes va dirigida la documentacion. Por lo que, a la vez que
se ejecutaba el protocolo de trabajo, para corroborar el seguimiento del documentos
LIF-PNO-01-01 y LIF-INS-01-01 asi que existiera una secuencia logica dentro del
mismo, se llevd a cabo la capacitacién pertinente al personal, es decir como
establece la NOM-059-SSA1-2015 Buenas Practicas de Fabricacion de
Medicamentos se realizaron actividades encaminadas a generar o desarrollar
habilidades en el personal Y de modo que cuando realizardn sus respectivos
analisis lo hicieran segun lo establecido en los documentos respectivos. Para ello,
unavez que se les dio las indicaciones pertinentes del uso, manejo y mantenimiento
del instrumento “DSC 8000” para determinar las habilidades adquiridas, se generé
un instrumento de evaluacién (Ver anexo 10.6) el cual consté de 10 preguntas,
siendo seis de los reactivos de opcion mdultiple y cuatro de respuesta abierta; ya
gue indicaba el describir como se realizan actividades de manejo del instrumento,
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del software, asi como actividades relacionadas al cuidado del instrumento siendo
la limpieza, la preparacion de la muestra estos parametros a considerar.

Una vez aplicado el instrumento de evaluacién se obtuvieron los siguientes
resultados, mostrados en la tabla 12. Cabe mencionar que, para evitar sesgos en
la calificacion obtenida, se decidié no afiadir un espacio para anotar el nombre o
algun otro dato sensible que permitiera identificar al usuario.

Tabla 12. Datos estadisticos de las calificaciones de la capacitacion.

Analista Calificacion

1 9.5
2 7
Promedio 8.25
SX 1.7678
%CV 21.4275

Como se puede examinar, la calificacion mas alta es de 9.5; mientras que la mas
baja es de 7. Ambas son notas aprobatorias y se puede decir que los conocimientos
adquiridos por la capacitacion de manera general son satisfactorios ya que dan un
promedio de 8.25. Sin embargo, dicho resultado carece de precisién y exactitud,
pues al exhibir un porcentaje de coeficiente de variacion del 21.4275% indica que
los datos estan dispersos entre si y se alejan del valor deseado; el cual se esperaria
fuera entre 9.5y 10.

Calificaciones capacitacion

Analista

Calificacion

Figura 16. Grafico de calificaciones obtenidas en la capacitacion.
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Complementando lo anterior de manera visual, es posible ver que existe un mayor
dominio del tema por parte del analista 1; siendo este un indicativo de que la
documentacion no ha sido del todo comprendida por el analista 2; pues si bien logré
pasar con una calificacién por arriba de 6, alin hay indicaciones que pueden no
resultarle del todo claras o concisas por lo que se recomienda realizar nuevamente
una capacitacion a este analista con énfasis en las dudas o dificultades que
presente; coadyuvando asi en la mejora de sus habilidades para el cuidado, manejo
y mantenimiento del instrumento; ademas de cumplir lo estipulado por la NOM-059-
SSA1-2015 Buenas Practicas de Fabricacion de Medicamentos, la cual indica que
se debe evaluar la efectividad de la capacitacion peridodicamente, a través de
pruebas de competencia que demuestren la habilidad o pericia del personal en las
tareas asignadas.!!

Por otro lado, tomando en cuenta lo establecido en la normatividad vigente, para
dejar evidencia documentada de la capacitacion, calificacién y verificacion de la
efectividad de la capacitacion del personal en BPF, higiene, vestido y temas
técnicos relacionados a su actividad [, fue necesario registrarla en un formato (Ver
anexo 10.5) el cual se le asigno el codigo LIF-F-01, consta de una pagina y se emitié
el 21 de agosto de 2023. Su vigencia si bien es de “1 afo” en realidad, depende de
si necesita algun ajuste en cuanto a la forma, pues el fondo incluso puede funcionar
para otras capacitaciones, a diferencia del instrumento evaluador que fue disefiado
para los documentos LIF-PNO-01-01 y LIF-INS-01-01 por lo que la vigencia de este
dependera de si se llega a realizar modificaciéon del fondo de alguno de los
documentos, teniendo que adaptarse a los cambios realizados debido a las
necesidades del usuario.
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8. Conclusion.

Se logré el objetivo planteado, pues la documentacion generada, coadyuvo a
comprender el funcionamiento del instrumento; asi como el fundamento de la
técnica analitica. Asimismo, es necesario recordar que, si bien los documentos
generados son de utilidad para el cumplimiento de las buenas préacticas, deben
ser dinamicos, por lo que de ser necesario un cambio en la documentacion
siempre debe ser en beneficio del usuario.
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10.Anexos.
10.1. Anexo 1. Procedimiento normalizado de operacion para el uso y
mantenimiento del DSC 8000.
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1. OBJETIVO.

Establecer &l procediméents para e uso y mantenimients del OSC B000 en &l
laboratorio de investigacidn farmacéutica (LIF) de la Facultad de Estudios

Supeniores Zaragoza.

2. ALCANCE.
Este procedimiento wa dingido a ftodo el personal que realice andlisis por
Calorimetria Diferencial de Bamdo (CDB) en el Laboratono de Inwestigacion
Farmacéutica (LIF) de la Facultad de Estudios Supenores Zaragoza.

3. RESPOMSABILIDADES.
3.1.Es responsabilidad del director del laboratorio.
314. \Verificar &l cumplimiento de lo establecido en este procedimiento
normalizado de operacin.
342  Aplicar la normatividad vigente a lo realizado en el laboratorio conforme
a bo realizado en este procedimiento.

3.2.Es responsabilidad de los asesores.
324. Revizar, sutorizar y firnar &l presente procedimiento normalizado de
operacion.
322  Supervisarla comecta aplicacidn de este procedimiento normalizado de
operacidn.
323. Revisar y autorizar bos resultedos  emitidos por el personal
correspondients.

3.3.Es responsabilidad de kos analistas.
3.31. |dentificar y notificar a los responsables de drea las necesidades de
actualizacion de este procedimienio normalizado de operacidn.
3.32. Llevar a cabo el andlisis por Calorimetria Diferencial de Barmdo (CDEB)
seqln ko establecido en este procedimiento normalizado de operacian.
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4.1.1.

412

4.1.3.

4.1.4.

4.1.5.

4. DEFINICIOMNES ¥ ABREVIATURAS.
4.1. Definiciones.

Analisis térmico. Conjunto de técnicas en las que se mide una
propiedad fisica de una sustancia yio sus producios de reaccidn en
funcidn de la temperatura.
Analito. Sustancia quimica por determinar en una musesira.
Calorimetria diferencial de barrido. Técnica analitica que mide |a tasa
de flujo de calor hacia o desde un espécimen de muestra mientras se
somete & un programa de temperatura controlada en una atmdasizra
combrolada.
Calor de fusidn. Cantidad de calor por unidad de masa necesaria para
cambiar una sustancia de sdlido a liguido en su puntoe de fusidn. Se
representa mediants la fdrmula
Hff = QM.

Donde: Hf = calor de fusitn, O = calor afadido, m = masa del matenal_
Capacidad Calorifica. Cantidad de calor necesans para elevar la
temperatura de una unidad de mesa de un material un grado. Se
representa mediants la fdrmula

Cp=0QmT
Cronde: Cp = calor especifico, O = calor agregado, m = masa de material,
T = cambio de temperatura.
Estandar. Sustancia utilizada en pruebas quimicas vy fisicas, en donde
sus propiedades & comparan con las propiedades de las muestras que
s& examinan. Poses un grado de pureza adecuado v es empleada en un
ensayo, idenfficackn o prueba de pureza.
Evento endotérmico. Evento t@rmico de un material donde la energla
es absorbida por este.
Evento exobérmico. Evento térmico de un material donde la energia es
expulsada por este.
Materia prima. Sustancia de cuakguier origen natural o sinigtico que se
use para la elaboracion de farmacos.

4.1.10. Morfologia. Son las propiedades cristslines v no cristalinas los

matenses.

4.1.11. Muestra. Cantidad de materia representativa del kote por examinar.
4.112. Punto de fusion. Es la temperatura a la que se funde un material. Se

mide como la temperatwra maxima de un evento endotérmice. Para
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metales y compuestos organicos puros, es la temperatura de inicio
extrapolada (To) del evento endotérmico.

4.1.13. Temperatura. Propiedad gue determina si dos o mas sustancias estan

en equilibrio Ermico. Promedio de la energia intermna de un cuerpo.

4.1.14. Temperatura de cristalizacion. es un evento exctérmico donde un

liguido cambia & un sddido. Esio se representa como un picoe. El inicio
extrapolado y |a tempearatura maximsa caracterizan este avento.

4.1.15. Termograma. Represantacidn grafica de los cambios térmicos gue sufre

una esinuctura quimica.

4.1.16. Transicion witrea. Es un cambio en la cepacidsd calorifica que se

represents mediante un cambio en la linea de base. Se considera el
punto de reblandecimients del material o la fusidn de las regiones
amorfas de un material semi cristaling.

4.2 Abreviaturas.
4.2.1. COB/DSC. Calorimetria Diferencial de Bamdo o por sus siglas en inglés

Differantial Scanning Calorimetry.

4.2.2. Tg. Transicidn vitrea

4.2.3. Cp. Capacidad calorifica.

4.2.4. k. Kilojouls.

4.2.5. AH. Entalpia.

4.2.6. AHf. Entalpia de fusidn.

4.2.7. Hf. Calor de fusidon.

4.2.8. Tm. Puntz de fusidn.

4.29. TO. Termperatura de inicio extrapolada (Onset)
4.2.10. Te. Temperatura de cristalizacion.
4.2.11. mg. Miligramos.
4.212. mL. Mililitros.
4.2.13. *C. Grados Celsius o grados centigrados.
d.2.14. %% Porcentaje.
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5.2.Procedimiento.
5.2.1. Acondicionamiento del area de trabajo.
5.2.1.1. Limpiar el &rea de trabajo con etanol al 70% y un pafio seco.

5.2.1.2. Establecer la temperatura del sistema de aire entre 20°C y 22°C.

5§.21.2.1. Para ello, &3 necesario presionar & botén “Mode”, de modo
que se mostrara una pantalla con nimeros.

§21.22. Una vez que aparezca lo anterior, con las flechas ajustar la
temperatura hasta Begar a |a temperatura deseada.

5§.2.1.23. Posteriormente, presionar el boton “Fan” para que guarde la
temperatura y encenda el sistema de extraccién. Debe
aparecer una luz verde, sefial de que ha comenzado el
sistema a funcionar.

5.2.1.3. Encender el instrumento DSC 8000, el intracooler, el equipo de
computo y abrir el tanque de gas tal como se indica en el instructivo
LIF-INS-01 “Instructivo para el uso del calorimetro DSC 8000
numerales 1, 2, 3, 4 y 5. 30 minutos antes del analisis.

Figura 1. DSC 8000 encendido.

5.2.1.4. Una vez ablerto el tanque de gas, observar que el mandmetro
posterior (Ver figura 2 y 3) se encuentre en 40 psi aproximadamente.
En caso de no ser asl, llamar al asesor comespondiente.
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Figuras 2 y 3. Mandmetro posterior del DSC 8000.
5.2.1.5. Registrarse en |a *Bitacora de registro del DSC 8000" esto para llevar
un control de uso del equipo.
52.1.51. La bitdcora consta de las siguientes columnas:
Cuadro 1. Disposicion de la bitacora de registro def DSC 8000.
Temperatura
Tipo de Muestras. Observacl
Fecha. | Hora. | Usuario. proyecto. Analito. (NGmero) drnzan!;:j;). ey Firma.

5.2.1.5.1.1. Fecha. Es cuando se utilizd el equipo. Se compone de los

siguientes elementos:

5.2.1.5.1.1.1.Dia. A dos cifras, numeracidn arabiga. En el caso de los
primeros nueve nimeros, seran precedidos por un cero
(01, 02, 03, 04, 05, 05, 07, 08 y 09).
5.2.1.5.1.1.2.Mes. Las tres primeras letras del mes. La pnmera letra en
mayuscula y las subsecuentes en minGscula. Ejemplo:

Ago.

5.2.1.5.1.1.3.Ano. A cuatro cifras, numeracion arabiga. Ejemplo: 2023.
5.2.1.5.1.1.4.Cada rubro, debe ser separado por una diagonal.
5.2.1.5.1.1.5.Ejemplo de |a fecha: 07/Aga/2023.

5.2.1.5.1.2. Hora. Es momento del dia en que se utilizé &l equipo. Se

escriben las horas y los minutos, tomando en cuenta lo
siguiente:
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5.21.51.214.En &l caso de los primeros nuewve ndmerss, Seran
precedidos por un cero (01, 02, 03, 04, 05, 06, OF, 08 v
0g).

5.2.1.5.1.2.2. 5e utiliza el formats de 24 horas.

5.21.51.23.Ejemplo de |a hora: 14:29, 0810, 16:07, etcétera

5.2.1.5.1.3. Usuario. Se refiere a quién utiliza el equipo y por lo tanto es el
responzable del mismo. Este apariado consta de lo siguiente:
£.2.1.5.1.3.1. Primera inicial del primer nombra.
5.21.5.1.3.2. Primer apellido.
5.21.51.3.3.Ejemplo: Grisalda Veldsquez Lipez. 5. Veldsquez.
5.2.1.5.1.3.4.En caso de gue existan personas cuya inicial, asl como el
primer apelido; sean iguales se deben seguir los
siguientes pasos:
5.2.1.51.3.4.1. S cuentan con un segundo nombre, entonces se
colocan las iniciales de ambos nombres v el primer
apellido.
5.2.1.5.1.3.4.2. Ejemplo: Juan Pablo Olivan Veldsguez. JP Olivan.
£.2.1.5.1.3.5. De no ser el caso, se colocars la inicial del primer mombra,
la inicial del primer apelido y el segundo apellido
completo.
£.2.1.51.3.5.1. Bemplo: Juan Oivan Veldsguez. JO Veldzguez.

5.2.1.51.4. Tipo de proyecto. Indica el tipo de investigacion que e estd
realizando, i es de docencia, servicio social, tesis, proyecto
externo. De modo que en esta columna se colocan los fems
anteriores.

£.2.1.51.5. Analito. Ver numeral 4.1.3. 5e coloca el nombre del principic
activo y entre paréntesis lo siguiente:

5.2.1.5.1.5.1. 5i es estandar: STD

£.2.1.5.1.5.2.5i es materia prima: A4F

5.2.1.5.1.5.3. 5i es alguna forma famacéutica, se coloca el nombre del
principio activo iniciando por maydscula v el nombre de
esta precedida por una coma, ya sea tableta, jarabe,
capsula, polvo, entre ofros.
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5.21.5.1.5.3.1. Ejemplo: Timebutina, tabletas.
5.21.51.54.En caso de gue sea una muesira alimenticia o de
coameético, se coloca el nombee de esta.
521.51.54.1. Eemplo: Relleno de galletas, sombras, poho
traslicido, rubor, chocolste, entre otros.

5.2.1.51.6. Muestras (Mimero). Ver numeral 4. 1.11. Indica el ndmero de
muesiras que sa comean en el eguipo del mismo tpo.
£.21.51.61.A dos cifras, numeracidén ardbiga. En el caso de kos
primeros nueve nlmenos, seran precedidos por un cero
(01, 02, 03, 04, 05, 06, OF, 08 v 09

£.2.1.51.7. Temperatura de trabajo (Rango). S& escribe |a temperatura
de inicio y |la temperatura final del matodo disefiado para la
muesira.
£.21.5.1.7 1. Numeracidn arabiga. A lado de cada temperatura se
coboca el simbolo de grados Celsius.
£.2.1.5.1.7.2.Cada temperalura e separa por un guion alto.
5.2.1.51.7 3. Ejemplo: S0°C-120°C.

£.2.1.5.1.8. Firma. En este apartado se coloca la ribrica del usuario.

£.2.1.6. Unavwez encendido el eguipo de cémputo, puede inseriar una unidad
de memoria extralble con espacio suficiente y libre de wirus para
resguardar una copia de los andlisis realizados en formato POF
previamente sutorizada por el asesor.

£.2.1.7. Ejecutar el programa “Pyns Manager” (Figura 4) tal como se indica
en &l instructivo LIFINS-01 “Instructivo para & uso del calorimeiro
OS5C BO00" pumerales & y 7.
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4. rama ‘Pyris Manager” en la pantalla de es.

5.22. Calibracidn del instrumento.
5.2.2.1. Para comprobar que el DSC 8000 son correctas; se debe calibrar el
instrumento por dia de analisis, tomando en cuenta o siguiente:

5.2.2.1.1. Preparar el patron de referencia de acuerdo con lo establecido en
este documento en &l numeral 5.2.3.

5.2.2.1.2. Cargar el método correspondiente, dependiendo del patron de
referencia a emplear, de acuerdo con &l instructivo LIF-INS-01
“Instructivo para el uso del calorimetro DSC 8000 numerales 8,
8.1,822y822

5.2.2.1.3. Ejecutar el analisis siguiendo el numeral 5.2.4 de este documento.

5.23. Preparacidn de la muestra.
5.2.3.1. Cada muestra es preparada al tipo de estudio y los lineamientos
establecidos en el proyecto por el analista y el asesor.

5.2.3.2. Dependiendo de la muestra, elegir el crisol adecuado.

5.2.3.3. Pesar la muestra en el crisol elegido. Se recomienda pesarde 3a 7
mg de muestra en el crisol, esto dependiendo del punto de fusidn si
es mayor o menor 3 100°C. A mayor punto de fusion se requiere
menor masa y 8 menor punto de fusién mayor masa. Procurar que la
muestra quede distribuida en el crisol para evitar fugas al cermar el
crisol (Figura 5).
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Figura 5 Distribucidn de s mussira en i crisoi.

5234. Una wvez pesads |a muesira, tapar e crisol de manera manual u
ocupando la prensa. Para ello ubicar &l ledo mas brillante de la tapsa,
el cual debe ir hacia afuera; mientras gue la parte opaca hacia denfro.

£.24. Andlisis de la muesira.
52.4.1. Abrr el DSC B000 segun el instructive LIF-INS-OT Tnstruchvo para &
u=zo gel calorimedro DSC BOOD” numeral 9.

52.4.2. Unawvezabierio el DSC 8000, destapar los homos siguiendo ko dictado
por el instructive LIF-INS-01 “Instrucfive pare el uso del calorimetno
DSC 8000° numerates 10 y 11.

52.4.3. Depositar con las pinzas los criscles en los homos, de modo gue en
el homo derecho quede la referencia (la cual es un crisol vacio ¥
sellado) y en el homo Equierdo la muesira.

52.4.4. Colocar |as tapas de los homos con la pluma de presidn. Verificar que
las tapas queden cenfradas y completaments selladss. Para ello, se
dabe centrar la ventosa en medio del crisod y observar que s& haga un
*wacio® (Ver Figuras &y 7). Una vez cerrados los homos, es importanis
cobocar |a pluma de presion nuevaments en el soporte.

524.4.1. En caso de que se store la tapa del homo al momento de
colocaria, notificar al asesor comespondients.
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Figuras 6 y 7. Sellado comrecto de los homos.

5245. Cemar el DSC 8000 de acuerdo con el instructivo LIF-INS-O1
“Instructivo para el uso del calorimetro DSC 8000" numeral 15.

5.2.4.6. Llevar a cero el equipo, e niciar el método tal como se indica en el
instructivo LIF-INS-01 “Instructvo para el uso del calorimetro DSC
8000" numerales 17 y 18.

5.2.4.7. Observar la formacion de la curva en |a pantalla. (Ver Figura 8)

e —— s

Figura 8. Formacion de curva en la pantalfa.

5.2.5. Obtencién da los calculos.
5.2.5.1. Una vez terminado & analisis, tal cual s indica en &l instructivo LIF-
INS-01 “Instructivo para el uso del calorimetro DSC 8000" numerales
21 y 22 Calcular los parametros termodinamicos que el usuario
requiera.
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52.5.2. Ya obtenidos los resultados, ordenar la informacién del termograma
para una mejor apreciacion como s observa an la figura 9.

Figura 8. Calculos oblenidos en el grafico.

5.2.5.3. Guardar el termograma cbienido como se muestra en el instructivo
LIF-INS-01 “Instructivo para & wso del calorimetro D5C 8000 numera!
23 en una canpeta denfro del equipo de codmputo nombrads como el
ususrio tal como se indice en el numeml 521213 de esie
documento. Esta misma canpeta puede estar en la unidad de memoria
extraible del usuarno con previa aprobacidn del asesor

5.2.6. Retire de la muestra.
5.2.6.1. Abrr nuevamenie el instrumento y retirar la muestra segin el
instructive LAF-ANS-01 “Testructive para & wso del calonmetro DSC
H000° numera! 24.

5.2.6.1.1. 5i se analizaran diverses muestras, e homo de la derecha
permanacerd inmutable durants todo el exparimento.

£2.6.1.2. En este caso, se debe retirar la muestra con la pluma de
presion para evitar rayar los homos.

5.2.6.2. Desechar el crisol que contenla la muestra en el contenedor rofulado
como “Residuos DSC 80007
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Interpretacion de resultados.

5.2.7.1. Dependiende del méiodo y la muesira gue se haya infroducido,

saran los eventos Ermicos obtenidos.

5.2.7.2. Elprograma esta configurado para leer las endotermas hacia abajo;

528
52.81.

5282

5283

5284

52485

5286

52487

52488

mientras que las de los evenios exotérmicos van hacia amiba.

Limpieza deal instrumenio.

La limpieza del instrumento se realiza:

A. En caso de que la muestra se desborde en el hommo.

B. Una wez a la semana, ya gque 2 hayan finslizado todas las
cormdas.

Destapar el D5C 8000 asi como los homos como se indica en al
instructive LIF-INS-01 Tnstruchve para e uso del calorimetro DSC
H000° numerales 9, 10y 11.

Calentar agua desionizada a ebullickan.

Una vez que caliente el agua, humectar un hisopo e introduciio en al
homo y con movimientos suaves, frotar las paredes, asi como el fondo
dal homo; procurando limpiar la superficie ko mas posible.

Postenormeants, en un vaso de precipitados con agua caliente colocar
las tapas de los homos durante un minuto. En case necesario utilizar
un bario de ulirasonido.

Colocar las tapas &n una sanita y secarlas.

Ciom otro hisopo, con solucidn sanitizante (etanol 0% wi) limpiar las
tapas. asi como los homos, para quitar la matena adherida restante.

Repetir al menocs 5 wveces, cambiando en cada una la solucidn
sanitizante, el agua y el hisopo respectivamente.

Pagina m



Desarrollo de documentacidn, para el analisis por calorimetria diferencial de barrido
en el Laboratorio de Investigacion Farmacéutica.

Universidad Nacional Aubdnoma de Méxioo.

- Facultad de Estudios Superiores Zaragoza. f/"\\\
_iiu‘ Laboratorio de Investigacitn Farmacéulica. |LI F",'
—_

| AN Procedimiento normalizado de operacién para el uso y ,‘\\N
manienimiento del DSC B0,
Cidigo. Versibn. Fecha de emisidn. Prixima revisidn.

Pégina 16 de 19
LIF-PNO-01 1 11-Ene-2024 11-Ene-2025 iﬂjl

5.29. Una vez terminados bos anslisis wo la limpieza, cemrar los homos, asi

como &l instrumente seglin lo indicado en los numerales 5244y 5245
de este documento.
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7. CONTROL DE CAMBIOS.

Fecha de revisidn.

Cambio (Mumeral y descripcicn ).

Realizado por.

WA

MUEWD

F. Olivén
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Instructive para el uso del calorimetro DSC B000.

Elabori. Revigd. Autorisi.
E. [Dlhvin H. Hodrigues E Sdnchez
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1. Comprobar que el DSC 8000 y &l intracooler estén conectados al regulador y este a

su vez a la comente eléctrica. El regulador se ubica debajo de la mesa, cerca del
tanque de gas.

. Encender el regulador, el DSC 8000 y el intracooder, 30 minutos antes del andlisis de
modo que este Ultimo alcance los 10°C.

2.1.Para encender el intracooler, es necesario presionar €l primer botdn sefialado
por la flecha en la figura 1, hasta que |a pantafla se tome azul.

Figura 1. Intracooler apagado Figura 2. Intracooler encendido.
Prender el equipo de computo.
. Esperar que los botones del panel de control del DSC 8000 se encuentren en verde,

sefal de que esta listo para utdzarse (Figura 3). De manera inmediata, uno de los
botones cambiara de color a rojo, lo cual indica que no s ha introducido muestra

(Figura 4).
-

Figura 3. DSC 8000 encendido. Figura 4. DSC 8000 sin muestra.
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5. Abrr la Bave cel tanque de gas y observar la valvula derecha (mostrada en la
figura 5) del mandmetro para verificar que exista cantidad suficiente de gas. Se
recomienda no mover las perillas dal mandmetro.

Figura 5. Regulador del tanque de gas.

6. Abrnir e programa ‘Pynis Manager® ubicado en la pantalla de escritorio de Ia
computadora, mostrado en la figura 6. Debe aparecer un panel de control, sefial
de que el programa esta abierto.

')

Pearkintliimer

Figura 6. Pantalla de inicio del programa "Pyris Manager”.
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T. Presionar el botén derecho (sehalado en la figura ¥} para ejecutar el programa “Fyris
Manager” y poder iniciar con el analisis de la muesira.

Figura ¥. Ejecucion del programa “Pyriz Manager® para ef analisiz de la muesira.

8. Configurar el software para la muestra.

8.1. Una vez ejecutado &l programa, apareceran dos ventanas, siendo una de ellas e
editor del método “Method Editor’) v el estado del instruments (“instrument
Viewer"). En la primera ventana aparece &l Gitimo método abierto, de modo que
ambas sa deben minimizar.

8.2.%a que =& han minimizado, designar el método de analisis, mediante dick
izquierdo al mend “File® (Figura 8) ubicado en kB parte superior izguierda de la
bera de herramientas. Dependiendo de si es un nuevo método o wuno ya existents,
58 salecciona la opcidn comespondiente.

nef b | wBET

[ ey ey T

Figurs & Mend “File” del programa “Pyris Manager”.

8.2.1. Para introducir un nuevo método, sebeccionar la opcidn “New Method®, de

modo que aparecera la ventana “Method Edifor” (editor del metodo) como s
aprecia an la figura 8.
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8.2.1.1. Unawez abierta, en la casilla “Sample ID° colocar &l nombre del método.
8.21.2. En lacasila “Weight', colocar la pesada tedrica de la muesira.

------

-----

Figura &. Viermtana “Method Editor”.

8.21.3. Posteriorments, cambiar a |a pestana “Program”, indiceda en la figura
10.

- EET e g
e~y =y ]

Flgura 10. Ventana "Method Editor” en la pestafia "Frogram”.

8.21.4. Con el cursor, seleccionar el rengldn “Hold for 1.0 min at X5C"
8.2.1.4.1. En la casilla de “lnicial Temp®, cobocar la temperatura de inicio de la
Muesira.
8.21.5. Posteriorments, dar clic izguierdo en el botdn “Add step”, se desplegars
un el del cual se debe seleccionar la opoidn de * Temperafune Scan”,
o 58 pusden agregar mas pasos sl se tienen cambics de temperatura o

rempas 08 [eMmperatura.
8.21.6. Con el cursor, seleccionar el rengldn “Heat from X°C fio X°C af “Ciimin”.
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8.2.1.7. En la parte inferior izquierda, ubicar las casillas:

8.2.1.7.1. "To" para seleccionar la temperatura limite, es decir la temperatura

final del método.

8.2.1.7.2. "Rate" para editar la velocidad; es decir los grados centigrados por

minuto a los que se calentara la muestra.

8.2.1.8. Una vez introducido el método, seleccionar en el mentd “File” la opcidn
de “Save Method As" y con ello guardar el método. Este sera
denominado con el nombre del analito. En caso de que sea un método
diferente para una misma muestra; afladir un nlimero arabigo, asignado

en funcion de la fecha de creacion.

8.2.1.9. Ya guardado, minimizar ia ventana en |la esguina supenor derecha del

menu.

8.2.2. En caso de ser un método existente, seleccionar la opcion “Open
Method™ y se abrird una ventana que muestra los métodos guardados
(Figura 11). Seleccionar el que sea de interés. Aparecera nuevamente la
ventana de “Method Editor”, en caso de que se desee camblar ia velocdad;
se sigue el numeral 8.2.1.6. de este documento. Si no, se minimiza la

ventana tal como se indica en el numeral 8.2.1.9.

T - oD

[
4 § 1
i

- B o |

- B DA MO0 e i =i

Figura 11. Métodos guardados en el programa 'Py;s Manager”.
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9. Abrr el DSC 8000, presionando el botén en el panel de control "Open/Closa”
(Sefalado en la figura 12).

| ——

Figura 12. Panel de control DSC 8000. Figura 13. DSC 8000 abierto.

10. Una vez abierto el DSC 8000, con la pluma de presion ubicada a un costado del equipo
(figura 14), descubrir los homos.
10.1.La pluma en un costado Bene un agujero que debe presionarse, de modo que
pueda realizar la accién de succlonar. (Ver figura 15)
10.2. La pluma debe guedar centrada en la tapa del horno para un mejor agarre (Ver
figura 16).

=

Figura 14. A. Pluma e presion en el instrumento, B. Agame de la pluma de presion y
C. Forma de destape del horno.

11.Colocar las tapas de los homos en las hendiduras del DSC 8000 que se encuentran
delante de los hornos. (Ver figura 17).

® e

Figura 17. Depésito de las tapas del homo en las hendiduras del instrumento.

Pagina



Desarrollo de documentacion, para el analisis por calorimetria diferencial de barrido
en el Laboratorio de Investigacién Farmacéutica.

Universidad Nacional Autdnoma de México. —
) Facultad de Estudios Superiores Zaragoza. ( _\
> Laboratorio de Investigacién Farmacéutica. [ L' Fi
3 N

—

Instructivo para el uso del calorimetro DSC 8000.

~
.
Aan

Codigo. Version. Fecha de emision. Proxima revision.

LIF-INS-01 01 31-Ene-2024 31-Ene-2025 Pigian § de 16

12. Depositar con las pinzas, los crisoles en los homos respectivos (Referencia: derecho;
Muestra: lzquierdo).

13. Tomar las tapas de los hornos de las hendiduras nuevamente con la pluma de presion
y camar los homos. Verifficar que las tapas queden centradas y completamente
selladas. (Ver figuras 18, 19y 20).

Figuras 18, 18, 20. Sellado cormrecto de los homos.

14. Colocar la pluma de presion nuevamente en el soporte tal como se indica en la figura
14.

15.Cerrar el instrumento presionando nuevamente el botdén *Open/Close” del panel de
control del DSC 8000 (sefiatado en la figura 13).

16.Cuando este analizando, puede monitorear las condiciones en las que se encuentra
el equipo y/o muestra en la barra de herramientas del programa (ver figura 21).

B Fie Gt Cabbvats Vaw Daply Cursm Cok Teck mnaow  Huy
wiRjalvlz] |elv @f x| .
R 1200 3| | (bl ) |

16.1. “Sampie temp™ Indica la temperatura de la muestra.

16.2. ‘Heat Flow”: indica el flujo de calor que recibe la muestra.

16.3. ‘Elapsed fime " El tiempo en que s& manbene a la muestra en cierta
temperatura.

16.4. “Status ™ Muestra si se esta calentando, enfriando, impiando o se
mantiene en cierta temperatura el homo.
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16.5. “Sample Cover”: Indica si el homo estd abierto o camado.
16.6. “Fumace Confrod™ Indica si detects alguna cornente de aire yio calor en
&l horno.

17.Ubicar el panel lateral derecho y llevar a cero el instrumento, presionando el bobdn
*Setf Heat Flow to Zaro" 1 .

17.1. En caso de gue la temperatura de la muesira sea mayor a la del método;
colocar en la casilla debajo del botdn “Go fo Temperatue® una temperatura
menot & la de inicio del méiodo. Posteriormente presionar el botdn “Go o
Temperafura” (Mer figura 22). Esperar a que la casilla * Sampie femp” legue a
Iz temperatura seleccionada.

20 ¢
Figura 22 Boton “Go to Temperature” y casiifa para infroducir femperaiure.

18.En &l panel lsteral derecho, iniciar el método presionando el botén * StartStop®, L
ubicado en la parte superior.

18. Obsarear |a formacidn de la curva en la pantalla. (Ver figura 23)

K
i

T

e
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3. Una waz terminado el andlisis, se desplegard una ventana mostrando & ermogramsa
ocbienido. (Wer figura 24)

— = = |
e
B
i
[»
inat R

Figura 24. Termograma obrienido.

21.Para reslizar kos céloulos, es necesano reescalar mediante la bara de hemamientas
secundaria (Figura 25).

= |Be|3)] DiSe|d &) x| ws| v
e O o 2 P == P A

Flgura 25. Bama de hewamienias secundana.

21.1. Ubicar el botdn “Full Scale Axis” s . Esto reajustars |a escals tanto del
gje ¥ como del eje X

21.2.En caso de solo querer reescalar eje X, seleccionar el botdn “X-Axis
scals” - , mieniras que para el ejg ¥, es el botén “¥-Axis Scals” e

Pagina n



Desarrollo de documentacion, para el analisis por calorimetria diferencial de barrido
en el Laboratorio de Investigacién Farmacéutica.

Universidad Nacional Auténoma de México. ——
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza. / \
] Laboratorio de Investigacién Farmacéutica, L'
G \\ /
L Bacsnaeer Instructivo para el uso del calorimetro DSC 8000. —
Codigo. Version. Fecha de emision. Proxima revisidn.
LIF-INS-01 01 31-Ene-2024 31-Ene-2025 igins 11 de s

22.Ya ajustada la escala, seleccionar el botdn “Caic” de la barra de herraméentas, del cual
se desplegara un mend. (Ver figura 26).

Figura 26. Boton y mend “Calc”.

22.1.0el menu anterior, dependiendo de lo que se quiere caracterzar, se
seleccionara lo siguiente.
22.1.1. Si se quiere caracterzar una curva en especlfico, elegir la opcién
“Peak area.
22111, Posteriormente, aparecerd una pantalla, (Ver figura 27) en la
cual se elegiran las opciones necesarias.

Cabodadon Limds -~ Inchade——— Asws Opticrns

Lokt Lins: Busaire: [31ardus 1 X e

fissee < [ Omat [ DisglyLeds | [~ pogid Armat

Right Livd I Em ™ Toesce Ted [ L pw vk

fisse © I Pesk Haght e oma
Cakube | Carcel | Hep |

Figura 27. Menu para realizar caiculos.

22.1.1.1.1. "Onsef". Indica el inicio de la curva seleccionada.
22.1.1.1.2. "End". Es el final de la curva seleccionada.
22.1.1.1.3. "Peak height". Es el punto maxime de la curva.
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22.1.1.1.4. “Display Limis®. Menciona la temperatura, asl como la
energia utilizeda de los limites propuestos de la curva.

22.1.1.1.5. *Tolerance Test". Mide el desplazamienio de la muesira con
respectio 8 una referencia

221.1.1.6. "% Ares curve”. Sehala la anchura de la curva. es decir
cuanta energia se gaskd y en gque intervaky de temparatura
sa dio la reaccion.

22.1.1.4.7. “Partial Ares”. Es una prueba presuntiva para cuantificar la
Milesira.

22.1.1.1.8. “kJ per mol”. Es |la cantidad de energla gastada por cada
mil; &5l como la requerida por cada gramo de la muestra.

22.1.1.2. Una vez elegidos los parametros a calcular, se debe indicar el rea
para bos caleulos. Esto se pueda realizar de dos maneras.

¥24.1.24. En el grafico. (Ver figura 28)

Desplazar el cursor 8 ravés del grafico, de modo gue apareceran dos
bamas rojas en cada lado del drea seleccionada.

221.1.2.2. En &l menu “‘Peak Calculation®. (Ver figura 27)
Ciolocar los valores en las casillas “Leff Limi® y “Right Lmi®, en la
seccitn “Calculabon Limits"

22.1.1.3. Ya sedeccionado el &rea y los parametros por calcular, oprimir el
botén "Calculate”.
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22.1.1.4. Observar en pantalla que aparezcan los datos requendos, comdo 52
puede apreciar en la figura 249,

Figura 28. Calculos obfemidos en & grafico.

22.1.2. En caso de gue se requiera conocer s existe alguna ofra curva de interés,
asl como sus datos térmicos, en el mend “Caic” se escoge |a opcidn “Feak
Search”, tal como 52 muestra en la figura 30.

Fiid e v

(0]
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Figwa 30. Uhicacion de [8 opcidn de “Peak Search” en &l menu “Calc”
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22.1.2.1. Elegida esa opcidn, s despliega un mend (Figura 31). El usuano
seleccionard lo gue necesite para su termograma.

Push baarch i
Saaegl Labsls Irhads
Horn Thasshold =] 'y
1T e h— ™ Tolwance Tast
B Thivgbindd P Pty
e al F Poi Sma —I
MewwinPrm -eagd k) pae mke
1194 P ] Vel
[ | Carasd | Haly

Figura 31. Mend “Peak Search”.
22.1.2.2. Una vez escogidos los datos térmicos, presionar "O&"

23.%a obbenidos los resultedos, resguardsar [a informacion.

23.1.5i sa desea guardar como un archivoe del programa, en &l mend “File® s
alige la opcitn “Save Oata Az" (Figura B); lo cual redirige & una ventana
para nombrar el anslisis realzado.

23.2.5i se requiere guardar como archive FOF, en el mend “File” sa elige la
opcidn “Frnf™; lo que remite 8 un mend de impresidn. En dicho mend
corroborar gue la casilla “Mame® contenga la leyenda “Microsoft prinf to
POF. Una vez hecho ko antenor, oprimir el botdn “0%", ko cual redirige a una
ventana para nombrar el archive del analisis realizado, asi como la carpata
donde serd guardado.

24.5e refira la muesira, siguiendo los mismos pasos indicedos en los numerasies 9,
18, 11, 12, 13, 14 y 15 de este documento.
24.1.En este caso, ss pusde remover la muesira con ka pluma de presidn ya que
a3 imecuperable.
24.2. 5i se desea realizar oiro analisis, no s necesaric remover la referencia,
sdlo s muestra.
24.3. 5i ya no se realizard slgln otro analisis, retirar la referencia al igual gue la
muesira. Asimisma, sa ciema |a ventana del programa.
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25.Para cerrar el programa se da clic derecho en el panel de control y se selecciona
“Exit" asl como se muestra en la figura 32.

k=

[
Figura 32. Cierre del programa “Pyns Manager”.

26.Ya cerrado el programa apagar el instrumento, & equipo de computo y ambos
reguladores. En el caso del intracooler; se selecciona nuevamente el botdn

indicado en la figura 2 y se apaga el regulador. Asimismo, no debe olwdar cerrar &
tanque de gas.
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Figura 32. Cierre del programa “Pynis Manager”.

26.Ya cerrado el programa apagar el instrumento, &l equipo de computo y ambos
reguladores. En el caso del intracooler; se selecciona nuevamente el botdn
indicado en la figura 2 y se apaga el regulador. Asimismo, no debe olvidar cerrar el

tanque de gas.

25.Para cerrar el programa se da clic derecho en el panel de control y se selecciona
“Exit” asl como se muestra en la figura 32.

ﬁSr-vl '— s I l;@
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1. Objetivo.

Caracterizar diferentes mafrices farmacéuticas a partir de su anélisis térmico por medio de
calorimetria diferencial de barrido.

2. Desarrollo del proceso.

24. Insumos
2.1.1. Materiales.
= Crisoles de aluminio para muesiras no volatiles Perkin Elmer, ndmero de parte 0219004 1.
Lote: 140122 y 210446.
+ Tapas de sluminio para crisoles para muesiras no volatiles Perkin Elmer, ndmere de parte
02190041, Lote: 804222 y 210234
Espatula de acero inoxidable para balanza micro analftica.
Pinzas PEARL de acero inoxidable marca Perkin Elmer.
= Pinzas planas de acero incddable marca Perkin Elmer.
= Vial de vidrio de S00 pl.
=« Pyns Software Thermal Analysis, version 13.4.0.0036 Perkin Elmer.
+ Processdor de texio WordPad o aplicacion para abeir archivos tipe POF.
= Anticongelante.
« Tangue de gas de nitrdgenc comprimido grado industrial de 850 mL, marca Praxair con
mandmetre. Lote: BE101_123233.02T 012

21.2. Equipos e instrumentos.

= Balanza microanslitica. Modelo: MTS, marca Metier Toledo ndmero de inventano:
10T14668879.

= Intracooler. Modelo: ADOTR-20-4118, marca PolyScience.

= Calorimetro Diferencial de Bamido, por flujo de calor. Modelo 8000, marca Perkin Elmer,
ndmero de inventano: 02576144,

= Equipe de computo OptiPlex X3. Con procesador Intel® Core (TH) i5-8500 CPU @
3.00GHz, memoria RAM de 32.0 GB, Microsoft Windows 10, 64 bits.
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2.1.3. Reactivos.

2.1.31. Sustancias de referencia.

SRef Indic pureza 99.89%, Cat Mo. 277959, 10 g. Marca Aldrich. Lote: 21425CE.

SRef Tadalafil pureza 88.9%, Cat Mo, 1642870, 200 mg. Marca USF. Lote: FOLOO3.
SRef Telmisaridn pureza (Base himeda) 100.14%, Cat Mo. 58, 1 g. Marca AMAROK.
Lote: TSMNO180320.

SRef Sulfametoxazol pureza 88 8%, Cat Mo, 1601, 200 mg. Marca USP. Lote: R14350.
Impureza A de Tadalafil, 10 mg. Marca Pharmachem. Lote: 1207-047 A2,

Impureza B de Tadalafil, 10 mg. Marca Pharmachem. Lote: 1200-067A8.

Impureza C de Tadalsfil, 10 mg. Marca Pharmachem. Lote: 1297-051A2.

Impureza E de Tadalafil, 10 mg. Marca Pharmachem. Lote: 1207-060A3.

2132 Msaterss primas.

Acido benzoico Materia Prima. Cat Mo. 007601, 500 g. Marca J.T. Baker Inc. Lote:
E18337.

B-Ciclodextring Materia Prima. Flanta piloto.

Espironolaciona Matera Prima, Cat Mo, BOO-OTO0-00. Marca Zhejiang Xinhua
Pharmaceutical Co Lid. Lote: OTOOMN100820.

Glibenciamida Materia Prima. Bolsa Megra, anague| 1.
Sulfametoxazol Materia Prima. Tubo pléstico, ansguel 2.
Telmisartan Materia Prima. Frasco de vidrio ambar, anaguel 2.
Coamorfo glibenclamida y Acido benzoico. Lote 2.
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2.2, Procedimiento.
2.2.1. Calibracién DSC 800

Freparacidn del esigndar.

En la balsnza micro analitica, colocar con las pinzas (PEARL o planas) un crisol de sluminio.
Posteriormente, con la espatula, depositar en el crisol con exsctitud aproximadameants 5 mg de
SRef Indio. Colocar la tepa al crisol con las pinzes, de modo gue la cara brillante quede hacia
fuera y la parie opaca haca el lado de la muestra. Una vez tapado el crisol, introducins en una
bolsa de papel, previamente etiqguetada con ndmeros arabigos.

\néfisi
Manejar el equipo y manipular la muestra, tal cdmo se indica en el Procedimienio Nomalizado
de Operacidn LIF-PNO-0Y  “Procedimiento mormaiizedo de opsrscion para el wso )
mantenimiemnto del DSC 000" version vigente. Introducir la muesira &l DSC 8000, Llevar & 120
“C durante un minuto y posteriormente calentar la muestra a 170 °C, con una tasa de

calentamiento de 10°Cimin y un flujo de nitrégeno de 10ml/min. Retirar la muesira y realizar 3

repaticiones.

infevprefacion.

En las 3 repeticiones, se debe obtener una endoterma fina y profunda, que cumpla con los

siguientes valores termodinamicos, caracteristicos del Indio.

Parametro térmico. Respuesta.
Onzat. (FC)L 156.6 + 5°C.
Peak ("C) 156.6 + 5°C.
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2.2.2. Inclusign molecular de espironolactona en ciclodextrina.
FPreparacidn de Is referencis.
En la balsnza micro analitica, colocar con les pinzas (PEARL o planss) un crisol de aluminio.
Posteriormente, con la espatula, depositar en el crisol con exsciitud aproximadamants 3 mg de
Espironolactona Materia Frima. Ciolocar la tapa al crisol con las pinzas, de modo gue la cara
brillante de esta quede hecia fuera y |la parte opaca hacia el lado de la muestra. En oo crisol,
repetir este procedimients con 3 mg de B-Ciclodextring Materia Prima. Una vez tapado cada
unc de los crisoles, introducirdos por separado en una bolsa de papel, previaments etiquetadas
con nUmenss arabigpos.
Preparacitn de [ muesira,
Resalizar una mezcla mecanica de & mg de B-Ciclodexfring Materia Prima y 6 mg de
Espironolactona Materia Prima en un vial de 500 plL con la espatla. Una vez hecho esto, en la
balanza micro analitica, colocar con les pinzas (PEARL o planas) un crisol de alumino.
Posteriormente, con la espatula, depositar en e crisol con precisidn aproximadamants 3 mg de
la mezcla mecanica. Cobocar |a taps al crisol con las pinzas, de modo que ks cara brillante de
esta guede hacia fuera y ks parie opeca hacia el lado de la muesira. Una vez tapedos cada uno
de los crisoles, introducirios por separado en una bolsa de papel, previamente etiquetadas con

numeros arabigos.

\néfisi

Manejar el equips y manipular la musesira, tal cémo se indica en el Procedimienio Normalizado
de Operacidn LIF-PNO-0 “Procedimiento  movmaiizedo de opsracion parg e wso )
mantenimiemnto del D5C 8000 versitn vigente. Introducir el crisol respectivoe al DSC 8000 v
llewar a 30°C durante un minute. Posteriormente, calentsr la muestra hasta 350°C con una tasa

de calentamients de 10°Cimin y un flujo de nitrégeno de 10mlimin. Retirar la muesira y realizar
3 repeticiones.
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inferprefacidn.

En las 3 repeticiones con B-Ciclodextring Materia Prima, se deben obiener los siguientes
parametros. térmicos, que son caracteristicos de la B-Ciclodesirina.

Parametro térmico. Respuesta.
Onset. ["C)L 2ol + 5°C.
Peak ("C) 2ol + 5°C.

Asimisma, en las 3 repeticiones con Espironolactona Materia Prima se deben obtener bos
siguientes parameiros t&rmicos, que son caracteristicos de la Espironolactona.

Parametro térmico. Respuesta.
Omsat. ("CL 207 £ 5°C.
Peak (“C) 207 £ 5°C.

Para la muestra, se deben apreciar ambos picos carscteristicos de la p-Ciclodestring y Ia

Espironolactona, sin que estos se ensanchen y'o se acorben.

2.2.3. Determinacidn de impurezas de tadalafil.
FPreparacitn de 18 referencis.
En la balanza micro analitica, colocar con las pinzas (PEARL o planas) un crisol de aluminio.
Posteriormente, con la espatula, depositar en el crisol con exactiud aproximadamenta 3 mg de
SRef Tadalafil. Colocar |la tepa al crisol con las pinzas, de modo que la cara brillante de esta
quede hacia fuera y la parte opaca hacia el lado de la muestra. Una vez tapado el crisol,
intreducidko en una bolsa de papel. previamente stiguetada con numeros arabigos.

FPreparacion de ls muestra.

En |la balanza micro analitica, colocar con las pinzas (PEARL o planas) un crisol de aluminio.

Postericomente, con la espatula, depositar en el crisol con exactiiud aprocdmadamente 3 mg de
Tadalafil impureza A Colocar |a tapa al crisol con las pinzas, de modo que |a cara brillante de
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esta quede hacia fuera y |a parte opaca hacia &l ledo de la muestra. Con crisoles de aluminio
diferentes, repetir esta procedimients con |&s impurezas de Tadalafil B, C y E. Una vez tapado
cads une de los crisoles, introducirios por separesdo en una bolsa de papel, previamenis
etiquetadss con ndmeros arabigos.

Anslisiz.

Manejar el equipo y manipular la muestra, tal cdmo se indica en el Procedimienio Normalizado
de Operacidn LIF-PNO-0Y  “Procedimiento  normaiizedo de opsrscion para el wso )
mantenimiemnto del DS5C 2000 varsidn vigente. Introducir el crisol respectivo al DSC 8000 v
llewar a 100°C durante un minuio. Posteriormente, calentar la muestra hasta 350°C con una

tzsa de calentamients de 10°Cimin y un flujo de nitndgeno de 10mlimin. Retirer la muesina.

infevprefacion.

En lzs 3 repeticiones con SRef Tadalafil, & deben obtener los sigulientes pardmetros Ermicos,
que son caractersticos del Tadalafil.

Parametro térmico. Respuesta.
Onzat. (FC)L 208 £+ 5°C.
Peak ["C) 208 1 5°C.

Asimismo, con las impurezas de Tadslsfil se deben obtener los siguientes parametros térmicos,

que son caracierisiicos de estas.

Muestra' Pardmetro tarmico. Onsst (“C). Peak ("CL
Impureza A 200 £ 5°C. 210 £ 5°C.
Impureza B. 27T £ 5°C. 21T £ 5°C.
Impureza C. 288 + 5°C. 265 1 5'C.
Impureza E. 183 £ 5°C. 183 £ 5°C.
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Una vez obtenidas las senales individuales, s delben comparar las de las impurezas con la del
estandar, verificando si alguna safal en el termograma del estandar comesponde a las sefales

de las impurezas.

2.2.4. Determinacion de polimorfos en telmisartan.

Freparaciin de |8 referencis.

En la balanza micro analitica, colocar con las pinzas (PEARL o planss) un crisol de aluminio.
Postericrmente, con la espéiula, deposiar en el crisol con exsctiud aproximadaments 3.5 mg
de SRef Telmisartén. Colocar |a tapa al crisol con las pinzas, de modo que la cara brillante de
esta quede hacia fuera y la parte opaca hacia el lado de la muestra. Una vez tapado el crisol,

introducirks en una bolsa de papel, previaments etigustada con numeros arsbigos.
Pregaracin de [ muesra,

La muestra { Telmisartan Materia Prima) se prepara de la misma manera gue el esténdar.
\ndiisi

Manejar el equipo y manipular la muestra, tal cémo se indica en el Procedimienio Normalizado
de Operacidn  LIF-PNO-01  “Procedimiento movmaiizedo de opevacion para e wso )
mantenimiento del D5C BO00° varsion vigente. Introducir el crisol respectivo al DSC 8000 v
lievar a 85°C durante wun minuto. Posteriorments, calentar |8 muestra hasta 280°C con una tesa
de calentamiento de 5"Cimin y un flujo de nirdgeno de 10mi'min. Retirar la muestra y realizar
3 repeticiones.

inferprelacion.

En las tres repeticiones, s& deben obtener los siguienies pardmetros térmicos, tanko para la
musesira como para la referencia, gque son caracteristicos del Telmizartan.

Parametro térmico. Respuesta.
Oinseat. [("C)L 262 £ 5°C.
Peak ("C) 262 £ 5°C.

Pagina

109



Desarrollo de documentacion, para el analisis por calorimetria diferencial de barrido
en el Laboratorio de Investigacién Farmacéutica.

Universidad Nacional Autdnoma de México.
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza,

E_H Laboratorio de Investigacidn Farmacéutica. fu:\}
-

£LEE | Protocolo para el andlisis brmico por calorimetria diferencial
de barrido.
Cidigo. Versidn. Fecha de emisidn. Prixima revisidn. i
LIF-FRO-01 2 31-Ene-Z024 11-Ene- A0S F 210 de 15

Agimismo, para comprobar la presencia de polimorfos, el termograma obtenido debers
presentar endotermas en el rango de 183°C £ 5°C.

2.2.5. Determinacion de polimorfos en sulfametoxazol.
Ereparacién de I referancia,
En la balsnza micro analitica, colocar con las pinzas (PEARL o planas) un crisol de aluminio.
Posteriormente, con la espétula, depositar en el crisol con exactitud aproxdmadaments 3.5 mg
de SRef Sulfametoazol. Colocar ka tapa al crisol con las pinzas, de modo que la cara brillante
de esta quede hacia fuera y |a parte opeca hacia el lado de la muestra. Una vez tapedo el crisol,
introduciro en una bolsa de papel, previamente etguetada con nimeros ardbigos.

Preparacién de [ muesira,

La muestra (Sulfametoxazol Materia Prima) s2 prepara de la misma manera que el estandar.
\néfisi

Manejar el equipo y manipular la muestra, tal cdmo se indica en el Frocedimiento Momalizado
de Operacidn LIF-PNO-0Y  “Procedimiento  mormalizedo de operacion para & uso y
mantenimiemnto del D5C 2000 versidn vigente. Introducir el crisol respective al DSC 8000 y
llevar a 50°C durante un minuto. Posteriormente, calentar la muestra hasta 190°C con una tasa
de calentamiento de 5°Cimin y un flujo de nitndgeno de 10mlimin. Retirar la muestra y realizar
3 repeticiones.

inferpretacian.

En las fres repeticiones, =& deben obtener los siguientes parémetros tdrmicos, tanto para la

masesire CcioNmo para |la referencia, gue son caracteristicos del Sulfametocazol.

Parametro &rmico. Respuesta.
Onzat. ("C)L 168 £ 5°C.
Peak ("C) 168 £ 5°C.
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Asimismo, para comprobar la presencia de polimorfos, el termograma obfenido deberd
presentar endotermas en el rango de 50°C a 190°C.

1.26. Determinacion de transicidén vitrea en coamorfo de glibenclamida y acido benzoloo.

FPreparacidn de I referencis.

En la balsnza micro analitica, colocar con les pinzes (PEARL o planas) un crisol de aluminio.
Posteriormente, con la espétula, deposiar en el crisol con exactitud aproximadaments 3.5 mg
de Glibenclamida Materia Frima. Colocar |a tapa al crisol con las pinzes, de modo que a cara
brillante de esta quede hacia fuera y |la parte opaca hacia el lado de la muestra. En otro crisol,
repatir este procedimiento con 3.5 mg de Acido benzoico Materia Prima. Una vez tapado cada
unc de los crisoles, introducidos por separedo en una bolsa de papel, previaments etiquetadas
con NUmens arabegos.

Freparacidn de ls muesira.

En la balsnza micro analitica, colocar con les pinzes (PEARL o planas) un crisol de aluminio.
Posteriormente, con |la espétula, deposiar en el crisol con exactitud aprodmadamenta 3.5 mg
del Coamorfo de Glibendamida con Acido Benzoico. Colocar la tapa al crisol con las pinzas, de
mzdo que la cara brillante de esta gquede hacia fuera y |la parte opaca hacia el lado de la muesira.
Una vez tapsdo el crisol, introduciro en una bolsa de papel. previaments etiguetada con

numeros arabigos.
Analisis.

Manejar el equipo y manipular la muestra, tal cdmo se indica en el Procedimiento Momalizado
de Operacidn LIF-PNO-H  “Procedimiento  movmaiizedo oe operscdn para e wso y
mantenimiemnto del D5C BOO0" versidn vigente. Introducir el crisol respectivo al DSC 8000 v
llevar a 35°C durante un minuto. Posteriormenta, calentar la muestra hasta 300°C con una tasa
de calentarmients de 10"Cimin y un flujo de nitndgeno de 10mlmin. Retirar |a muestra y realizar

3 repeticiones.
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En las 3 repeticiones con Glibenclamida Materia Prima, se deben obtener los siguientes

parametros térmicos, que son caracteristicos de la Glibenclamida.

Parametro térmico. Respuesta.
Onzat. (FC)L 1T2 £ 5°C.
Peak ("C) 1T2 £ 5°C.

Asimismo, en las 3 repsticiones con Acido benzoico Materia Prima, se deben obiener lkos
siguientes parémetros térmicos, que son caracteriaticos del Acido benzoico.

Parametro térmico. Respuesta.
Onzat. (FC)L 121 £ 5°C.
Peak ("C) 121 £ 5°C.

En &l caso del Coamorfo, &n el termograma obtenido en cada una de las fres repaeticiones; se
debe apreciar una transicidn vitrea (Tg) alrededor de los 130°C, asl como una senal a los 110°C,

que indica la presenda de una interaccidn entre &l Acido benzoico v la Glibanclamida.

2.2.7. Tratamiento de datos.
Posteriormente, guardar el termograma comespondiente tal como se indica en & Procedimiento
Nommalizado de Operacion LIF-FNO-01 “Procedimiento normalizado de operacidn para & uso
¥ mantemimiento del DEC BOOO" versidn vigente y regisirar los datos obienidos en cada analisis

en el formatoe del Anexo 1. Formaio para reswizdos de andlisis Emmico en D5C 8000, Incorporar
dicho formato en ks bitdcora del respectivo analista.
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4. Anexo 1. Formato para resultados de andlisis térmico en DSC S000.

& Unkversidad Nackonal Astonom de Mixico. e,
| k- Facultad de Estudios Superiores Laragoea. {" \"1
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No. Andlisis
Analizta.
Fecha del amilisis.
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Sefial caracleristica.
Mo Pesg Tipo de Onset Peak Peak Height (| AH A HI Area
Muesira. |  {rmg) enargia. ["C) ["C] M) (Mgl | (elnel) ]
Oiras safabes.
Tipo de anergia. Onset [*C) Peak ["C) AH Area (md)
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Tf.'l'rl'lﬂ-El'ﬂ'l‘l! oblenida.
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Elabsord. Revigi. Autorizd,
F. (livin H. Rodriguez E Sanchez
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5. Control de camblos.

» Método de transicion vitrea de 35°C a

»« Formato de resultados.

280°C en lugar de 95°C a 200°C.

200°C en lugar de 30°C a 200°C.

Fecha de rewisidn. Cambio (Mumeral y descripcion ). Reslizedo por.
15-S5ep-3023 Diocumenio mussvo. F. Olivain
31-Ene-2024 =« Mldmero de repeticiones de impurezas

de Tadalsfil, pasa de tres a una.
Punto de fusidn de Telmisandn 262°C.
Método del Telmisaran de 95°C a F Olivan
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10.4. Anexo 4. Formato para resultados de analisis térmico en DSC 8000.
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Fecha del analisis.
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Mo Peso Tipo de Cnset Peak Peak Height| AH & Hf Area
Muestra. (mig) energia. {*C] ["C) {mWW} {Jigl (kJimaol] (m.J]
Otras senales.
Tipo de energia. Onset [°C) Feak {*C] AH Area (mdJ)
{ig)
Termograma obtenido.
Observacionss.
Elaboro. Reviso, Autorizo.
F. Olivan H. Rodriguez E. Sanchez
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Anexo 5. Formato de capacitacion.
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Formabn de |.'i.'l|l3.ll!i[i.'l|.'i|flll.

\LIF)

Cidigo. Versidn.
LIE-F-01 1

Fecha de emisidn.

21-Apo-2023

Prixima revisidn.
21-Ago-Z024
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Capacitacidn

ombre del capaciaoor

=
[=]

Mombre cel personal

Fecha.

Observaciones

Firma del personal.

T |0 | = | 0| T | | il ] Pl =

Elabori.

E. OliviEn

Revisd.

H. Rodrigues

Aulorizd.

E. Sanchez

Pagina

117



Desarrollo de documentacion, para el analisis por calorimetria diferencial de barrido
en el Laboratorio de Investigacién Farmacéutica.

10.5. Anexo 6. Examen de capacitacion LIF-PNO-01 “Procedimiento
normalizado de operacion para el uso y mantenimiento del DSC
8000” y LIF-INS-01 “Instructivo para el uso del calorimetro DSC

8000”.
Universidad Macional Auténoma de México. T
1 Facultad de Estudios Superiores Zaragoza. !i’ \
| | E? Laboratorio de Investigacitn Farmacéutica. LI F
= Examen de capacitacidn LIF-PNO-01 “Procedimiento normalizado de j
SL3 operacidn para el uso y mantenimiento del DSC 3000" y LIF-INS-01 ‘\
‘Instructive para el uso del calorimetro DEC 80007 e

Lea las siguientes preguntas y conteste lo que se le pide.

1. ;Cudles son los rubros por llenar en la “Bitdcora de registro del DSC 8000"7
a) Fecha, Hora, Usuario, Tipo de proyecto, Analito, Muestrag, Temperatura de
trabajo, Observaciones, Firma.
b) Fecha, Hora, Usuario, Analito, Temperatura de trabajo, Presidn de gas,
Observaciones, Firma.
¢} Fecha, Hora de inicio, Hora de término, Usuario, Proyecto, Observaciones,
Firma.
2. ;Cada cuanto se efectia la calibracion del instrumento?
a) Una vez al mes.
b) Una vez por dia de andlisis.
¢) Una vez a la semana.
3. En qué casos e ejecuta la limpieza del instrumento?
a) Sise ha desbordado la muestra y los viermnes.
b) Una vez al dia, posterior a los andlisis.
¢) Mo se limpia.
4. ;En qué horno se coloca la referencia v en cual la muestra?
a) lzquierdo: Referencia, Derecho: Muestra.
b) lzquierdo: Muestra; Derecho: Referencia.
5. ;En dénde se guardan los resultados obtenidos?
a) Enuna memaria USB en una carpeta con el nombre del analista.
b) En el equipo de computo en una carpeta con el nombre del analista.
6. ;Cudl es |a configuracidn de las endotermas del programa?
a) Endotermas: Arriba, Exotermas: Abajo.
b) Endotermas: Abajo; Exotermas; Ariba.
Describa el procedimiento para colocar y retirar as tapas de los hornos.
Describa como se realiza la limpieza del instrumento.
. Describir cémo se oblienen los cdlculos de las sefiales oblenidas.
0. Describa como se realiza la preparacion de la muestra.

= o m XN

11.Comentarios y sugerencias.
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