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1. INTRODUCCION

Gran ndmero de fdrmacos, junto con otras medidas, contribuyen al tra-
tamiento eficaz de transtornos pulmonares, en particular la enfermedad ---

pulmonar obstructiva crénica.

Los broncodilatadores con utilidad para abrir las vias respiratorias
bloqueadas {1) y los corticosteroides disminuyen en gran parte el proceso

inflamatorio (2).

Los grupos de medicamentos en estos tratamientos se clasifican en: -
broncodilatadores, espectorantes y mucoliticos. E1 Clenbuterol es un nuevo
broncodilatador, con accién selectiva de los receptores beta-2 adrendrgi--

cos de la musculatura bronquial (3).

Observando tanto estructuras como propiedades quimicas de los fdrma--
cos, para el control de la calidad, son dos las principales razones por =--
tas cuales se reaiizan validaciones de métodos analiticos en 1a industria
farmacéutica, para productos de nuevo uso y que ademds Ilevan un estricto

control médico,

La primera de ellas y mds importante, es que la validacién de un méto

do analftico es una parte integral para el control de la calidad.

La segunda es en la actualidad, regida por las regulaciones para las
buenas prdcticas de manufactura (BPM), que son las requeridas para la vali

dacifn de métodos analiticos.



Ademds ex1sten otras razones, como 1a capac1dad de \‘le 3

T cabn ope-"
raciones basadas en pruebas para material; y as{ proporc'lonar a los cienh
f1cos una .comunicacidn efectiva y la 1nf0m\ac16n técnica 're'latwa del: caso

(8).

Para la implementacién y posterior validacion se eligieron dos méto--
dos analiticos tentativos; el primero que consiste en la formacién de un -
par i6nico con el control del pH y extraccién con cuantificacibn al espec-

tro visible por la formacidn de color.

El segundo de ellos puesto que presentaba una buena especificidad deil
fadrmaco desde el punto de vista de los excipientes en cuanto a su estructu
ra, es el acoplamiento de una sal de diazonio formando un compuesto colori

do y cuantificable espectrofotométricamente (6).

Posteriormente se evaldan las condiciones de trabajo; para el método
I, se trabajd con las extracciones en el volumen del disolvente, tiempo de
agitacién, ajuste de pH Sptimo de formacifn del par ibnico y l1a relacién -
en la preparacifn del reactivo que da origen a la fermacifn del par i6nico.
Para el método 11, se evalud a las posibles diluciones, las alfcuotas de -
acuerdo a 1o anterior, tiempo de adicidn de reactivos para desarrollo de -
color, condiciones de reposo antes de la lectura al espectro visible en la
luz normal y al amparo de la oscuridad total, ademds del tiempo de reaccion
para posterior lectura al espectrofotdmetro a una Tongitud de onda de 500

nm.



Esteblecidas las condiciones de trabajo (implementacion del método),
se procede a la validaci6n. Esta fue dnicamente realizada para el método -
11, puesto que presentd mayor selectividad con respecto al farmaco que el
método I, el método finalmente empleado, implica la formacion de una sal -
de diazonio y acoplamiento para el desarrollo de color con lectura poste--
rior en el espectro visible. Dié buenos resultados tanto durante la imple-
mentacidn asf como en la validacién, puesto que los pardmetros marcados pa
ra la validaci6n fueron cubiertos, tomando en cuenta un informe completo -

de validacidn (7).




11. FUNDAMEWTACION DE LA ELECCION DEL TEMA

Ex1$ten diferentes conceptos para el término vahdac16n -el cua'l tie- -

_ne cumo objeto la calidad {8).

El térming validacién implica.un juicio que proporciona el fundamento
para decidir si un método reune las condiciones necesarias para su aplica-

cifn en un andlisis quimico.

La implementacién o desarrollo y validaciGn para procedimientos anali
ticos, es el proceso con el cual se determina la utilidad de un método ana
1ftico; de esta forma permite obtener una metodologia adecuada; para con -
&sta poder darle credibilidad a los datos analiticos obtenidos. Este proce
s0 de decisidn se realiza, después de evaluar las caracteristicas quimicas
obtenidas con respecto a los requerimientos del problema analitico en una

&rea especffica para sus condiciones.

El dltimo uso de ta metodologia analitica, es producir informacifn --
del anélisis del contenido de muestras especificas, para resolver proble--

mas particulares.

El proceso de validaci6n verifica en particular una metodologfa y se
basa sobre juicios de algunas técnicas conocidas que son optimizadas para

propdsitos de mediciones practicas (10).



$1 el f&rhaco en cuestion solo es uno y ha sido estudiado en forma --
exhaustiva para realizar pruebas de ensayo, los métodos utilizados son sa-
tisfactorios y se encuentran reportados en la literatura, de no ser asi =--
éstos pueden ser desarrollados a partir de conocimientos bédsicos del firma

‘co sometido a estudio, desde el punto de vista de su estructura.

Para algunos férmacos los principales problemas desde el punto de vis
ta analitico son su interaccifn con excipientes y su dificil separacién pa

ra ser cuantificados {(11).

Se hacen an§lisis comparativos para determinar el contenido dei fdrma
co en los que la diferencia entre la muestra que es obtenida y el problema
original; el cual es medido y comparado con un esténdar que es recobrado -

por ensayo.

{En varios métodos, recobro es definido como 1a razén obtenida entre
el estdndar por ensayo comparade con un estdndar adicionado) {12). La - -
aproximacidn puede presentar un rango de variacion para pasibles toncentra
ciones, as{ por medio de la aproximacidn es determinada a través de un ran
go que puede- ser estudiado desde un 80% para el nivel mds bajo del ensayo,

hasta el 120% que es et valor mdximo para el ensayo.

Procedimientos estadisticos son utilizados para verificar la lineali-
dad de] método, esta linealidad es definida como la variacidn de 1a canti-
dad del firmaco recuperado por ensayo, como una funcién de la cantidad ori

ginal contenida en la muestra.



Mguna’ desviacidn para-la linealidad indica que ﬁn"t‘[ehe tas propieda -
des adecuadas para trabajar las muestras con la concentracidn del férmaco

en la cual sufre desviacidn.

Otros requerimientos para el método incluyen a la repraducibilidad y
sensibilidad, la que se define como la cantidad minima detectable en rela-
cidn al ruido de! aparato comparado con el blanco, éstas puedes ser mis -~
fiexibles en el requerimiento para una aproximacién porque éstas son fun--
ciones del ensayo de la precisién, o rango de especificaciones del ndmero

de muestras ensayadas.

Para un método el criterio de su utilizaci6n es que Ta desviacidn es-

téndar relativa del valor de sus resultados no sea mayor del 2%.

Otros criterios para la validacidn del método es la especificidad, --
que es la comprobacién de que la respuesta del método corresponde solo a -
la sustancia de interés. E) ensayo de la especificid-ad se lleva a cabo rea
lizando la parte experimental a compuestos similares, en cuanto a estructu

ra y pesos moleculares comparados con el férmaco del producto (13).

Cuando se utilizan placebos o estdndares cargados, una cantidad cono-
cida es adicionada a una de dos muestras, ambas tratadas del mismo mode, -
son analizadas, el porcentaje para recobro del estdndar adicionado es de--
terminado; es importante recordar que la vatidacion de un proceso es planea
da y realizada por medio del andlisis y deben de obtenerse resultados en -

base a propiedades.




La validez va a depender de 1as condiciones de trabajo y control esta
blecidas; asi como el plan de muestreo y Yos datos que se requieren; de es

te modo son considerades los pardmetros (14).

ta directriz en la utilizacifn del método a seguir se denomina proce-
dimiento, ademds, al conjunto de indicaciones para el mismo, en la acepta-

c¢i6n o rechazo de resultados es denomindado protocolo.

Para la validacidn de los métodos analiticos es necesario tomar como
base un conocimiento cientifico de los mismos;asi la relacidn entre los --
factores independientes o que son controlables; las variables de formulacio
nes o de proceso, y los factores dependientes o de respuesta gque son carac
terfsticas de calidad del producto, pueden ser establecidas matemdticamen-
te por métodos apropiados de modelos estadisticos, que son por 1o general

un andlisis inferencial y de regresidn lineal computarizado (15).



A. Antecedentes.

1. CLORHIDRATO DE CLEWBUTEROL.

Férmula Condensada: ClemﬂaNzO LHCY

Férmula Desarrollada:

ey CHTCH

7 e EE SO
HoN CH - Gy - - € - Oy,
3 o Gy

Peso Folecular: 313.65 g/mol.

Nombre Quimico:

Al cohol 4-amino-d1 {terbutilamino)metil-3,5-diclorobencil.

Descripcion:

Polvo cristaiino, incoloro de sabor amargo.

Solubilidad:

F&cilmente soluble en agua, metanel y etanol; poco solub‘lg en cloro--

formo; y pricticamente insoluble en éter y benceno.

Punto de Fusidn:

170 - 175°C

pH de una solucibn al 1% en agua:

5.5 a6.5



Pérdida al secado:

No mayor al 1% determinado a 80°C y a peso constante.

Cenizas:

No mayores del 1%.

Identidad:
Agregar 1.0 ml de una disolucidn acuosa al 0.5% de Clorhidrate de --
Clenbuterol a 1.0 ml de una disolucién acuosa al 1% de dimetilaminoben--

zaldehido. Se produce una coloracidn amarilla intensa.



B. Extraccidn por formacidn de par idnico.

Existen diversos compuestos de aminas cuaternarias, que se determinan
en solhcidn acuosa por formacién de una sal o par iGnico para el nitrdgeno
cargado positivamente y una molécula de algln indicador o colarante carga-
do negativamente, posteriormente se procede a una extraccién con disglven-
te orgdnico y se cauntifica espectrofotométricamente 1a concentracién del
compuesto extrafdo. Los tipos de colorantes empleados para este fin son: -
pirpura de bromocresol, azul de bromotimol, verde de bromocresal y naranja
de metilo. E1 métodp es denominado extraccifn por formacidn de par i6nico
o método dcido-base. Para su aplicacidn es necesario que se cubran los si-

guientes puntos:

a. Que la formaci6n del par idnice entre al pitrégeno cargadoe positi-
vamante del compuesto y e1 anién de la moldécula del colorante sea
cuantitativa.

b. Que la extraccidn del par i6nico sea cuantitativa.

©

Que el colorante no combinado (afadido en exceso), no se extraiga

en la fase orgdnica.

Para lograr la formacidn del par idnico, el pH de la fase acuosa es -
critico, debido a que no se debe extraer el colerante no combinado, y dado
que para formar el par ifnico, el colorante debe estar en forma anidnica,
el pH de la fase acuosa debe ser mayor que el pH del colorante dcido. Por
otro lade el grupo amino debe estar cargade positivamente, por lo cual el

pH debe ser lo suficientemente dcido.

10



Los compuestos de aminas cuaternarias estdn cargadas a todos los valg
res de pH. Los disolventes orgdnicos polares en s{ se emplean en pequefias
cantidades, e influirdn marcadamente en\e‘l comportamiento del coeficiente

de participacién del par i6nico (16).

4]

HGHs
HZN (IIH-CHZ-.!:-E-CH3+
a OH CH3
Clorhidrato de .
Clenbuterol H
pH
Sptimo

Azul de Bromotimol

Compuesto colorido
Lefdo a 402 nm.

FIGURA 1.
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C, Acoplamiento de una sal de diazonio.

Este es un caso tipicode andlisis espectrofotométrico, en el cual un
compuesto incoloro es convertido en un derivado que absorbe en 1a regidn -
visible del espetro electromagnético. Para este andlisis se conoce la es--

tructura del derivado colorido.

La diazoacién de aminas aromiticas primarjas, se hace a partir de la
amina aromdtica que reacciona en uma solucidn dcida de dcido nitroso para
dar sales de diazonio, que se usan como intermediarios en la sintesis de -
los compuestos orgdnicos y de manera especial en colorantes, la reaccifn -

que lo ilustra es Ja siguiente: (17).

Formacién del &cido nitroso

NaN02 ~mr HNO2 + NaCl

Formacidn de la sal de diazonio con el

dcido nitroso

12
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111. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como una necesidad de la Industria Farmacéutica, se 1leva a cabo la -
valid;ciﬁn de una serie de métodos analiticos, como el del presente traba-
Jo, donde existen problemas en el método de uso rutinario empieado en la -
cuantificacién del activo Clorhidrato de Clenbuterol debido a ciertas in--
terferencias; por lo gque se emplea un método en el que se resta l1a diferen
cia, utilizando un placebo con la adicién de un estdndar equivalente al --

contenido del problema, 1o que se conoce como un placebo cargado que no es

td permitido.

Se adoptS la medida de implementar y validar un método para eliminar
dicha adicién del estdndar equivalente, por ser un método por extraccién -
en el que se presentan interferencias con los excipientes de la formulacién
de las tabietas, las cuales aflin no han sido identificados, ya que se detec

taron como impurezas en la cuantificacién espectrofotométrica.

Primero se realizan pruebas preliminares para observar 1a factibili--
dad de los dos métodos analiticos disponibles {ambos espectrofotométricos).
En el método I se desarrolla color per 1a formaciGn de un par i6nico ajus-
tado al pH a 7, usando colorante azul de bromotimol y con extraccién pos--
terior empleands benceno, reuniendo los extractos para aforarlos a un volu

men final de 25.0 ml con el mismo disolvente.

Preparar una solucién de referencia a la misma concentracidn, y leer
ambas en el espectrofotémetro a una longitud de onda de 402 nm, utilizando

como blanco benceno.

14



El método 11 a probar para ser implementado, es la formacidn de una -
sal de diazonio usando dcido clorhidrico y nitrite de sodio. Con posterior
adicién de sulfamato de amonio, para eliminar el exceso de dcido nitroso -
formado, para finalmente adicionar el agente acoplante generador de color
que es el diclorhidrato de N-{1-Haftil)-etilendiamino, y se prepara una sg
lucidn de referencia a 1a misma concentracién leyendo ambas en el espectro
fot6metro a una longitud de onda de 530 nm, utilizando como blanco &cido -

clorhidrico IN.

De este modo teniendo el método que de buenos resultados se procederd

a 1a validacidn de acuerdo a los pardmetros descritos mis arriba.

15



16
1V. OBJETIVOS
1. General:

Implementar y validar un método analftico para cuantificar el Clorhi-
drato de Clenbuterol en tabletas, empleando diferentes criterios experimen
tales respecto a las condiciones de trabajo y empleo de mé&todos analfticos
concidos como base de experimentacifn, para obtener condiciones de trabajo
6ptimas en 1a experimentacidn y lograr con ello una metodologia y protoco-

1o de trabajo adecuados a el problema y su solucidn.
2. Particulares:

Elaborar un plan de trabajo, para argumentar el seguimiento del méto-
do analftico, realizando una investigacidn bibliogrdfica de los pardmetros

a determinar para la validaci6n del método.

Implementar un método analitico con las condiciones de trabajo adecua
das, realizando las modificaciones necesarias para lograr un buen rendimien

to en el recobro.

Validar un método analitico para cuantificar Clorhidrato de Clenbute-
rol en tabletas, por medio de un andlisis estadistico, de los datos de por
ciento de recobro a partir de la curva de calibracién de método espectrofo

tométrico,



V. HIPOTESIS.

Se puede cuantificar espectrofotométricamente el Clorhidrato de Clen-

buterol en tabletas sin interferencias de los excipientes, por medio de --

una reaccidn de diazoacién de la amina aromdtica y posterior acoplamiento

de) diazocompuesto con un reactivo generador de color.

17



VI. METODOLOGIA.
1. METODO 1.

El método de prueba consiste en 1a formacién de un par idnico, con un
colorante bdsico ajustando el pH a 7 y posterior extraccidn con benceno, -

leyendo a 402 nm empleando como blanco benceno.
2. METODO 1.

Para el método se disuelve el activo en un 40% del volumen final de -
aforo con etanol, el resto del aforo se realiza, con dcido clorhidrico 1IN,
las diluciones que se realicen para lograr 1a concentracidn ideal de traba
jo del activo serdn en su totalidad con dcido clorhidrico 1N, después se
dejan las muestras en bafio de hielo a una temperatura de 5°C, durante 5 mi
nutos, para proceder a agregar con un intervalo de dos minutos cada reacti
vo; 1.0 mi de nitrito de sodio en disolucién acuosa al 0.1%, 1.0 ml de sul
famato de amonio en disolucidn acuosa al 0.5% y 1.0 m1 de diclorhidrato de

N-{1-naftil)-etilendiamine en disolucifn acuosa al 0.1%.

Se dejan reposar durante treinta minutos, después se lee la absorban-

cia a 500 nm empleando como blanco dcido clorhidrico 1N.

18



VI1. MATERIAL Y EQUIPO.

1. Materiales.

Barra magnética

Embudos de filtracién rdpida

Embudos de separacifn
Matraces aforados
Matraces erlenmeyer
Papel ¥Whatman
Pipetas volimétricas
Probeta graduada

Vasos de precipitado

Descripcifn,

2.5 cms.

Ho. 4.

125 ml.

10, 25, 100 y 200 ml.
100 ml.

No. 41.

1,2, 3, 4,5 y25m,
100 ml.

200, 250 y 500 ml.

(Todo el material de vidrio marca PYREX).

2. Sustancias.

Azul de bromotimol (G.R.)
Clorhidrato de Clenbuterol
Diclorhidrato de N-{1l-Naftil}-

etilendiamino. (G.R.)
Nitrito de sodio (G.R.)
Sulfamato de amonio {G.R.)

3. Liquidos.
Acido clorhidrico (G.R.)

Benceno (G.R.)

Etanol (G.R.)

Sigma.

No. de anflisis 1267.

"EASTMAN ‘KODAK Co.

J. T. Baker.

Harleco.

J. T. Baker.
J. 7. Baker.
J. T. Baker.

19



4. Equipo

Balanza Digital.
Espectrofotémetro.
Espectrofotdmetro.
Eipectrofotﬁmetro.
Malia

Balanza Granataria.

Marca.

Sartorius.

Philips.
Beckman,

Beckman,

GHAUS.

20

Hodelo.
Tipo 1801.
PYE UNICAM.
Mod. No. 25.
Mod. Du-64.
No. 12.

1556 SO.



Vill. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

Se fabricaron "lotes placebe" para un contanido de 85, 95 100, 105 y
115%, Estos lotes placebo fueron realizades por el método del estdndar adi
.cionado. al placebo para cada nivel manejado por cuestiones econfmicas, de
* bido a que un lote de tabletas del producto es de aproximadamente B Kg y -
un contenido de 20 mcg/tableta utilizando para cada lote 1 g de Clorhidra-
to de Clenbutercl. Por ello con cada uno de los excipientes de 1a férmula
inica empleada en la elaboracidn de las tabletas, asf se prepararon lotes
de cada uno de los niveles para manejar ocho repeticiones para cada nivel,
tomando como el 100% a 24 mg, para 1legar a una concentracién final de 60
mcg/ml. Para la preparacidn de éstos lotes se tamizaren todos los excipien
tes y el activo a través de malla No. 12, y se realizé un mezclado, sin --
granulacién por realizarse una compresi6n directa, en la fabricacién de --

las tabletas.

fueron analizadas cinco miestras por cada método para ser evaluados -

los métodos, los resuitados se dan en la tabla No. 1, donde son sefialados

ensayos preliminares.
1. METODO 1.

Se pesan con exactitud el equivalente a 20 mg, de Clorhidrato de Clen
buterol, se disuelve en 10 ml de agua deionizada, se agrega 1.0 ml (ie una
disolucién de azul de bromotimol-&cido clorhfdrico al 1% (1:1), se mezcla
y si es necesario se ajusta el pH a 7, se extrae con tres porciones de 10

m! de benceno, los extractos de la fase orgénica se recogen cuantitativa--

21



mente y se lievan a:25 ml,.con:benceno, se prepara un blanco benceno para

tal probésito.

- finaimente se lee 1a absorbancia a una Yongitud de onda de 402 nm ---

(19).
2. MET0DO If.

Se pesa con exactitud el polvo equivalente a 20 mg, de Clorhidrato de
Clenbuterol y se transfiere a un matraz aforado de 200 ml, se adicionan B0
ml de etanol absoluto, enseguida se agregan 30 ml de dcido clorhidrico 1N,
se mezcla bien y se deja reaccionar para dejar libre de los excipientes al
activo, se Tieva a volumen con &cido clorhfdrico 1N, utilizando una barra
magnética y agitacidn mecdnica, se mezcla durante quince minutos, se fil--
tra a través de papel filtro Whatman Ho. 41, y se toma una alfcuota de 2.0
ml, del filtrado, se Tleva a un matraz aforado de 100 ml, y se afora con -
&cido clorhidrico 1IN, de esta (ltima dilucibn, se toma una alicuota de 25

ml, donde la concentracidn final serd de 60 mcg/mi.

Esta solucidn al igual que un estdndar (por duplicado) equivalente en
volumen y concentracién y un htanco de &cido clorhidrico 1N son colocados
por separado en matraces erlenmeyer de 100 mi, para desarrollar color, los
matraces son cerrados con papel parafilm y colocados en refrigeracitn du--
rante cinco minutos, enseguida, se adiciona a cada matraz a intervalos de
un minuto, 1.0 ml de nitrito de sodio en disolucién acuosa al 0.1%, 1.0 ml
de sulfamato de amonio en disolucifn acuosa al 0.5% y 1.0 ml de diclorhi--

drato de N-{1-Naftil)etilendiamino al 0.1%.
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Protager los matraces qe‘lailuz.fmantenéﬁfen oscuridad total (20).

Se deja reposar durante treinta‘minutos para efectuar la lectura de - -
absorbancia a 500 nm, utilizandbvia féléciénES%duiente para el cdiculo de

la concentracign {21).

mg de principio activo/g de granulade.

Abs(m Pureza del std _ W(std Fd{m _
ﬁSs?stdI X (decimales} *W (my * Fdistdi X 1000 mg = mg/g

donde:

Abs(m) : es la absorbancia de la muestra.
Abs(std) : es la absorbancia del estdndar.
W(std) : es el peso del estdndar.

W{m) : es el peso de 1a muestra.

Pureza del é&standar en decimales (100% = 1.0).
fd(m) : es el factor de dilucién de la muestra.
fd{std) : es el factor de ditucién del esténdar,

factor de dilucidn = aforos/alfcuotas.
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1X. RESULTADOS.

1. Ensayos Preliminares.

Tabla 1. Resultados de ensayos preliminares para la evaluacién de re~
cobro de Clorhidrate de Clenbuterol entre el Método I y el -
Método II.

EVALUACION CON TABLETAS DEL CLORHIDRATO DE

CLENBUTEROL
mg adicionados Método Método I1 -

img/g) {mg recuperados)
125 - 238.99 124.142
125 239.36 125,056
125 238.63 124.291

125 238.53 125,000
125 240.405 124.045

‘Myestra de excipiente con interferencia®
POVIDONE 125 mg/g para dar lectura de Abs = 0.216

equivalente a 81.94% de recobre de Clorhidrate de Clenbuterol.
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2. Linealidad del Sistema.

Tabla 2. Linealidad determinada para el sistema con el método II, utl

lizando el estdndar de Ciorhidrato de Cienbuterol.

{mcg adicionados) {mcg recuperados) (% de recobro)
2 2.01 : 100.5
4 4,03 100.75°
6 6.02 . ©100.33°
8 ' ' 100.62 -

L0200

Pendiente (m) =

Ort.!enada al by =
origen

-0.004

Regresién (r) = 0.9999



Absorbancia {om}).

1:00
0.80

" 0.60

4

2 4 g 8 10

Conc. meg/ml .

Curva de calibraci6n con esténdar por el Método II.

(m=0.1181, b=-0.004y r = 0.9999).

FIGURA 9.
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2. Sensibilidad.

Tab'l.a 3. Sensibilidad evaluada a partir de una curva de calibracién -

{Linealidad del Sistema).

Concentracién mcg/ml Absorbancia
5.000 0.580
2.500 ’ 0.300

1.250 , 0.135
0.625 ' - 0.080




Absorbancia (nm}.

0.580

0.300

0.135
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Sensibilidad para el MStoda II en 1a cuantificacibn del~

Clorhidrato de Clenbuterol.

FIGURA 10.



b. Precisién (repetibilidad)} y Exactitud.

Tabla 4. Datos de recobro para la evaluacifn del Clorhidrato de Clen-

buterol por el Método II.

(mg adicionados) (mg recuperados) (% de recobro)
20.5 20,403 99.52
20.5 20,500 - - 100.00
20.5 ' 20.403 99.52
20.5 20.594 100.45
20.5 20.403 99.52
20.5 20.500 100.00

' 20.5 20.403 99.52
20.5 20.594 100.45
23.0 22.984 99.93
23.0 22.991 99.96
23.0 23.000 100.00
23.0 23.010 100.04
23.0 23.000 100.00
23.0 . 22.984 99.93
23.0 22,991 99.95
23.0 23.000 100.00
24.0 24.096 100.40
24.0 24.096 100.40
24.0 24.168 100.70

24.0 24.000 100.00



{CONTINUACION DE LA TABLA 4)

{mg recuperados)

{% de recobro}

(mg adicionados)

24.0
2#.6
-24.0
20.4
25.5
25.5
25.5
25.5
25.5
25.5
25.5
25.8
28.0
28.0
28.0
28.0
28.0
28.0
23.07
28.0

24.288
24.048
24.000
23.952
25.500
25.510
25.487
25.492
25.542
25.500
25.601
25.510
27.952
28.044
28.044
'28.142
27.952
28.044
28.142
28.044

101.20
100.20
100.00
99.80
100.00
100.04
99.94
99.96
100.16
100.00
100.40
100.04
99,82
100.15
100.15
100.50
99.82
100.15
100.50
100.15
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"pa'Ar‘Sm_etfqél tedricos y experimentales.

;i.-:;v‘;';':gt‘a_'-‘r:_ﬂ»rnenl:Va]e}s_w i Tedrico

Ky o= w0082 Para confiabilidad
S.o= 0301 de ¢ = 53.203

‘ T, = 0.3260 de 0.975 con g.1 = n-1
t = - 1.570 de X2 = 57.382
X% = 1.062 ’ de 0.99 con g.1 = n-1
C.V.= - 0.33% de t = 2.0301

o= bo.os' de 0.975 con g.1 = n-1
: ' o de t = 2.438

de 0.99 con g.1 = n-1"

Precisidn (Repetibilidad).

Prueba de hipbtesis.

Hy =¥g21 sike e @
cal tedrica.

H = ¢g> 2% es aceptada Ho
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Si es aceptada Ho. El método es considerado como preciso, pués si es .

menor del 2%.

Exactitud.

Prueba de hipbtesis.

Ho to= 100%

Hy s 1002

si

tca] culada

L
= Yiedrica

es aceptada H0

Si es aceptada Hye E1 método es considerado exacto. pués si es aproxi. =

madamente igual al 100%.

Tabla 6. Intervales de Confianza para Precisién-y Exactituq, para. el - =

Método II.
gonfiabilidad Precisitn - Exactitud
0.975 (0.28 - 0.85) {97.22 - 102.77)
. (97.00 - 102.99)

0.990

40,27 - 0.43)




C. Linealidad.

Tabla 7. Linealidad en la determinacién del Clorhidrato de Clenbute--

rol en tabletas por el Método 1I.

(mg adicionados) (mg recuperados) (% de recobro)
20.5 20.475 99.878
23.0 22.995 99,978
24.0° 24.081 100,337
25.5 . 25.517 100.068

28.0 28.045 100.162




Tabla 8, Resultados del andlisis de regresién para el M&todo 1.

Pardmetro

Pendiente de 1a recta (m) 1.008890575
Ordenada al origen (b} S -0.192301910

Coeficiente de correlacién (r} *0,99957909

40



mg- recuperados

115
105
100

95

85

85 95 100 105 115
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Linealidad del MStodo II. En el que se realiza la

formacidn de una sal diazonio.

FIGURA 11.
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Linealidad para el Método IT.

Tabla 9. Confrontacién de pardmetros te6ricos y experimentales, enla - =

linealidad para el Método II.

Experimentales Tedricos

P’arra {b) ordgna‘da al origen.
Cte - l.6640 T 7.0 Para confiabilidad.
' det= 2.02 .
de 0.975 con g.1 n-2
de t = 2.42
de 0.99 con g.1 n-2
_ Para (m) pendiente.

t = 1.8716 Para confiabilidad.
de t = 2.02
de 0.975 con g.1 n-2

d = 0,05 de t = 2.42
de 0.99 con g.1 n-2




‘a3

Linealidad para el Método II.

Prueba de hipStesis: (b) ordenada al origen, (Criterios)

CHgd bo = 0 5 toatculada £ Ytefrica

"1 H bo # 0 es aceptada H0

51 se acepta Hj, 1a ordenada al origen en la Vinealidad del método es

considerada aproximadamente igual con 0.0.

Prueba de Hipétesis: (m) pendiente, (Criterios)
Ho : m = 1 5 tcaTculada < tt:eﬁr'ica
Ho H mo f 1 Ho es aceptada

$1 se acepta H, 1a pendiente en 1a linealidad del método es conside-

rada aproximadamente igual a 1.0.
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Tabla 7. Linealidad para el Método 11, formacién de una sal de Diazo-

nio.

Confiabilidad “Linealidad

0975 (0.9483 - 1.0688) o
0.93 * (0.9484 - 1.0687)
B K (-0.4257 - 0.4257)  bo
(-0.4719 - 0.08734)

RRLE R

RECTA DE VALIDACION

Y = 1.0088 X +(-0.1923) + {0.0876)



X. DISCUSION.

El método I, presentd inicialmente problemas en la cuantificacidn, --
puesto que el % de recobro del Clorhidrato de Clenbuterol fue hasta un 192,
10 cual indica la presencia de posibles interferencias con alguno (s) de -
los excipientes de la formulaci6n. Para verificar lo anterior se realizf -
un ensayo con el excipiente mds factible de ocasionar dicha interferencia
“Poyidone*, preparindose una cantidad equivalente a la del activo Clorhidra
to de Clenbuterol y 1legando a 1a concentraci6n en la que fue evaluado és-
te, en la misma longitud de onda. Se encontré como resultado de este ensa-
yo que dicho excipiente dié lectura de absorbancia similar, si no es que -

la misma, por ello la explicacién del recobro de casi 200%.

En el caso del método II, como puede observarse en los resultados pre
lTiminares resultd ser especifico, en cuanto a la implementacifn no presenL
t5 problemas pués se 11evé a cabo de modo que no tuvo variacidn en su apli
cacién, y por los -;'esultados en la validacién, puede decirse que es un mé-
todo confiable bas&ndose en los pardmetros de 1a validacidn como 1o son:
1a linealidad en l1a cual se observa una buena linealidad, precisifn y exac
titud, asi como la sensibilidad que como ya se maneja actualmente, es eva-
luada a partir de una curva de calibracifn y ésta sirve como base a las --
concentraciones elegidas hasta 1a manejada para la minima que presenta de-
teccidn por el aparato siendo el punto de ia sensibilidad minima, y "espe-
cificidad" que es aquella que solo detecta 1o que queremos que de respues-

ta a el método, que solo fue evaluada para los excipientes.
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XI. CONCLUSIONES.

Se 1levé a cabo 1a implementacién y validacién de un Método para uso
rutinario, el cual cubre de manera satisfactoria las exigencias de una va-

lidacién estadistica para Productos farmacéuticas, S.A. de C.¥. (Chinoin).

De 1os dos Métodos sometidos a estudio, como se observa en los resﬁ'l_
tados, el Métode 1, no resultd especifico respecto a los excipientes por -

lo tanto, fue descartado.

El Método 11, fue implementads, valiidado y aceptado por cubrir los f_e_ -

quisitos de validacién.

Como el primer Método no fue especifico, no se puede hablar de upa -~

comprobacién de Métodos.
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X11. SUGEREMCIAS.

-Serfa conveniente someter el producto a pruebas de estabilidad con el ’
fin de evaluar la especificidad con respecto a productos de deéf:idacidn y
asignar as{ vida de anaquel al proﬂucto. as{ como validar las condiciones

de proceso, pufs existe una homogeneidad irregular.
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L MPENDICEA

La va'idacidn del. mftedo ppédeﬁy‘vdefi‘nli s}eycj md‘e‘.'proceso por 2l cual

queda ‘establecido, por estudio’s’"_’de"i‘abpi"fato:‘io,_‘c’jﬁ‘é 18 Capacidad del méto-

do satisface los requisites para las aplﬂi'c.a iones, analiticas deseadas.
La capacidad se expresa en este caso en términos de pardmetros analf-

ticos.

E1 proceso de validacién de un método en particular estd basada en --

principios cientificos adecuados y ha sido optimizado para propdsitos pric

ticos de medicidn.

DEF INICIONES

LINEALIDAD: La linealidad de un sistema o método analitico es su habi
lidad para asegurar que los resultados analiticos, los cuales pueden

ser obtenidos directamente o por medio de una transformacién matemdti
ca bien definida, son proporcionales a 1a concentracién de la sustan-

cia dentro de un range determinado.

RANGO: E1 rango de un método analitico es el intervalo entre los nive
les superior e inferior de la sustancia (incluyendo estos niveles) el
cual se ha demostrado que es preciso, exacto y lineal utilizando el -

método descrito.
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E)ﬁA-ETITUDk: La exactitud de un método analitico es la.concordancia en-
tre un valor obtenido experimentalmente y el valor de referencia. Se

expresa como el por ciento de recobro obtenido del anilisis de mues--
tras a las que se les ha adicionado cantidades conocidas de la sustan

cia.

PRECISION: La precisidn de un método analitico es el grado de concor-
dancia entre resultados analiticos individuales cuando el procedimien
to se aplica repetidamente a diferentes muestreos de una muestra homo
génea del producto. Usualmente se expresa en términos de Desviacidn -
Estdndar o del Coeficiente de Variacidn.

La precisié es una medida del grado de reproducibilidad y/o repetibi-

1idad del método anaiitico bajo las condiciones normales de operacifn.

a} REPETIBILIDAD: Es la precisidn de un método analitico expresado --
como la concordancia obtenida entre determinacicnes independientes
realizadas por un solo analista, usando los mismos aparatos y téc-

nicas.

b) REPRODUCIBILIDAD: Es la precisidn de un método analftico expresada

como la concordancia entre determinaciones independientes realiza-

das por diferentes anaiistas, en diferentes dfas, en el mismo y/o
en diferentes laboratorios utilizande el mismo y/o diferentes equi

pos.
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 LIMITE D DETECCION s Ja minima concentracién de una sustancia en -
una muestra Ta cual puede ser detectada, pero no necesariamente cuan-

'tifitada, bajo.las condiciones de operacién establecidas.

“LIMITE DE CUANTIFICACION: Es la menor concentracién de la sustancia -

en una muestra que puede ser determinada con precisién y exactitud --

aceptables bajo las condiciones de operacidn establecidas.

ESPECIFICIDAD: Es la medida del grado de interferencia (o ausencia de},
en el andlisis de mezclas complejas. Es la habilidad de un método ana
1itico para obtener una respuesta debida dnicamente a 1a sustancia de

interés y no a otros componentes de la muestra.

JOLERANCIA: La tolerancia de un método analitico es el grado de repro
ducibilidad de los resultados analiticos obtenidos por el anflisis de
1a misma muestra bajo modificaciones de las condiciones normale; de -
operacifn, tales como diferentes temperaturas, lotes de reactivos, --
columnas, sistemas de elucién, tipos de empague {soporte, fase esta--

cionacior, etc.), condiciones ambientales, etc.



APENDICE B

712
DESVIACION EsTANDAR (pE) = EX - X1

COEFICIENTE DE VARIACION (CV) = J;(E— X 100

n(€xy) - ExE€Y

COEFICIENTE DE CORRELACION (r) =
SRR (nex®) - (g% n(er’) - @1

1 2
COEFIENTE DE DETERMINACION (r?) = ——mplLEXL = ZXEV) >
n(@X°) - (€X)° ofg1" - (&1)7)

PENDIENTE {m} = n!‘lXY) -[ng
n(2x) - (gx)?

2
INTERCEPTO (b) = BV ZX % - (&X szv)
ngX® - (€X)

ERROR EXPERIMENTAL (Ei) = €(Yi - Y}
RECTA DE REGRESION (Y) = mp X + bo

RECTA DE VALIDACION {Y) =mo X + bo + E(i)
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