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INTRODUCCION 

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

En la actualidad, obtener medicamentos de alta calidad es uno 

de los objetivos primordiales dentro de la industria 

farmacéutica ya que sus productos están dirigidos al 

mejora.miento y/o mantenimiento del estado físico del consumidor 

y de la calidad 6ptima de dichos productos depende que el 

efecto terapéutico para el cual han sido creados, sea el 

adecuado. 

El dictamen sobre la calidad un producto se basa en una serie 

de evaluaciones sobre'e1 aspecto físico, composici6n química 

y estado microbiol6gico, realizadas sobre una muestra 

representativa de cada lote fabricado, que van desde el inicio 

hasta el final de la manufactura. 

Dos de los puntos críticos al evaluar la calidad de un 

medicamento, aon aua características químicas y 

microbiol6gicas. 

La evaluaci6n de estas características, tiene por objetivo 

verificar que las propiedades medidas que resulten del an,lisis 

se encuentren dentro de límites previamente establecidos. 

Antes de evaluar un medicamento empleando métodos analíticos, 

es necesario evaluar dichos métodos, es decir validarlos. 

La validación de un método analítico se define como el proceso 

por el cual queda establecido mediante pruebas experimentales, 



que la capacidad del método satisface los requisitos para las 

aplicaciones analíticas deseadas ( 13) . Dicha capacidad 

analítica es expresada en términos de parámetros estadísticos. 

Especificamente los conceptos d.e validación enfocados a métodos 

analíticos se inician en 1974, al publicarse los primeros 

documentos oficiales que indicaban una guía de los requisitos 

mínimos para la validación de métodos (14) • 

Por otra parte, es importante destacar que la responsabilidad 

de la industria farmacéutica, no termina con la elaboración 

adecuada del medicamento, sino que esta responsabil.idad se 

prolonga a asegurar que cada una de las unidades elaboradas 

mantiene su calidad inicial hasta la fecha en la cual se cumple 

su periodo de vida útil.. En otras palabras, es responsabilidad 

del fabricante asegurar que loa componentes del. medicamento se 

encuentran en las concentraciones iniciales y que no hay 

degradación de las substancias que conforman la formulación; o 

que si la hay, la cantidad que se degrada es mínima y se 

encuentra dentro de límites de seguridad establecidos, hasta 

que se cumpl.e la fecha de caducidad del producto. 

Se asume que éata responsabilidad por parte del fabricante debe 

cumplirse siempre y cuando el. consumidor mantenga el 

medicamento bajo · las condiciones de almacenaje y con las 

precauciones que se indiquen. 

De lo anterior deriva la necesidad de diseñar estudios de 

estabilidad, en los cuales se acelere el proceso de degradación 

de la substancia de interés, para posteriormente aplicar sobre 
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una muestra representativa métodos analíticos de 

características selectivas para la substancia en cuestión y con 

ello determinar el periodo de vida útil del medicamento. 

De la constante problematica presentada en una industria al 

obtenerse resultados analíticos variables en la determinación 

cuantitiva de clorhidrato de fenilefrina en un producto 

oftálmico durante el control en proceso y en estudioa de 

estabilidad retrospectiva, surge la necesidad de implementar 

un método analítico confiable que reuna las características 

adecuadas para ser aplicado tanto en control de proceso, como 

en pruebas de estabilidad, dando origen de esta manera al 

presente trabajo experimental. El método analítico propuesto 

para la determinación de clorhidrato de fenilefrina en dicho 

producto oft,lmico es el de la 4-aminoantipirina. 

El m6todo que se emplea actualmente se basa en una 

determinaci6n eapectrofotométrica en la regi6n ultravioleta a 

una longitud de onda cercana a 272 nm empleando como solvente 

ácido clorhídrico. 

Como método alterno se eU'lplea wia titulación potenciométrica 

para el i6n cloruro para que de manera indirecta se cuantifique 

la substancia de interés. 

1.2 OBJETIVOS. 

Establecer las vias de degradación más factibles a presentarse 

en el clorhidrato de fenilefrina asociada a un antibi6tico en 

una solución oftálmica. 
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Proporcionar un método anali.tico de bajo costo y reducido 

tiempo d. an'liais que permita cuantificar el clorhidrato de 

fenilefrina durante el proceso de manufactura de la •oluci6n 

oftálmica, y que dicho método aea tambiin de car,cter ••lectivo 

y de aplicación al análisis de muestras sometidas a estudios de 

estabilidad. 

Validar y documentar el m'todo •eleccion'ado. 

1 .3 HIPOTESIS. 

Si el mitodo seleccionado propuesto permite cuantificar el 

clorhidrato de fenilefrina de manera eapeci.f ica con reapecto a 

loa demás componen tea de la formulación y a loa productos. de 

degradación de la aubataD.cia d8 inter,a, adem-'a de cumplir con· 

todo• loa par&metroa que iJlplica una validación, el m6todo 

aerA conaid•rado adecu&do para determinar cuantitativamente el 

analito da intar6a. 

- 4 .-



CAJllTllLO 

11 



ANTECEDENTES 

2.1 GENERALIDADES. 

2 .1.1 Caracterís.ticas físicas y químicas del clorhidrato de 

fenilefrina. 

Quimicamente el clorhidrato de fenilefrina es denominado como 

R-N(J, Dihidroxifenil) -N-metilamino cloruro (12), (25), (26). 

• Sin6nimos: m-Sinefrina clorhidrato. 

1- 1- (m-hidroxifenil) -2-metil aminometanol clor-

hidrato. 

Neosinefrina clorhidrato. 

Metaoxedrina Cloruro. 

* Peso molecular: 203.7 

• Formula condensada: Cg u14 Cl N02 

* Estructura químicas 

OH 

©-i-CH1NHCH, 
OH' 

• HC1 

FIGURl\. I. ESTRUCTURA QUIMICA DEL CLORHIDRATO DE FENILEFRINA 



• Descripción: 

Físicamente es un polvo cristalino de color blanco o casi 

blanco, sin olor característico y de sabor amargo (12), (26). 

• Valoración o ensayo: 

Contiene no menos de 98.5% y no más de 101% de clorhidrato de 

fenilefrina cuando se valora por titulación (5), (26). 

• Espectro de absorción de radiación Xnfrarroja: 

Bajo el efecto de radiación Infrarroja, presenta bandas de 

absorción a 696, 780, 900, 1080, 1270, 1590, 2800, 3420 y 3450 

cm- 1 (2), (7) • 

.. 

~ºº·º 

Nicolet Instrument 
Corporat1on 

LONGITUD DE ONDA (nm) 

FIGURA II. ESPECTRO DE ABSORCION INFRARROJA. 
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* Solubilidad: 

Ea soluble en agua a 20ºC en una proporci6n de 1:2, también ea 

soluble 1:4 en etanol y 1:2 en glicerol (7), (25). 

* pH de la solución: 

Una soluci6n acuosa posee un pH neutro (7), (25). 

* Perdida por secado: 

Al ser sometido a una temperatura de 105ºC pierde como ~imo 

el l.0% de su peso (26). 

* Absorci6n de radiaci6n ultravioleta: 

Bajo el efecto de radiación ultravioleta, el clorhidrato de 

fenilefrina pre•entan loa aiguientea máximos de absorción de 

acuerdo con loa medios de disolución que se indican (2), (7): 

TABLA r. MAXrMOS DB ABSORCION DEL CLORHIDRATO DB FBNILBFRINA. 

MBDIO DB LONGITUD DB ONDA DB COBFICIBNTB DE 

DISOLUCXON MAXXHA ABSORCION BXTINCXON 

Hidróxido de a odio 230 mn 429 
O.lN 

Acido sulfúrico 273 mn 96 
lN 

Hidróxido de •odio 293 mn 147 
O.lN 

* Rotación especifica: 

Una aoluci6n al 2.0% posee una rotación específica de -42º a 

-47.5° (2), (7), (26). 
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* Punto de fusión: 

Su punto de fusión debe encontrarse entre 140 ºC y 145 ºC 

cuando su calidad ea U.S.P. (26). 

* Residuo de Xgnici6n: 

Miximo el o. 2% (SJ, (26). 

* Contenido de cloruros: 

Entre 17.0\ y 17.7\ calculado sobre la substancia seca (5). 

* xncompatibilidad química: 

El clorhidrato de fenilefrina es incompatible con agentes 

oxidantes y con metales, ya que en presencia de ellos la 

molécula tiende a degradarse. Se ha·reportado que especialmente 

cuando •e encuentra en cQmbinaci6n con cobre en concentraciones 

de 10 ppm, ae acelera la degradación (12). 

2.1.2 M'todoa anal!ticos para la determinación del clorhidrato 

de fenilefrina. 

1) Ni todos de análisis que se basan en la técnica de 

e•pectrofotometr!a. 

a) Método de reacción con ácido nitroso. 

cuando las soluciones de clorhidrato de fenilefrina en 

presencia de sales de mercurio son calentadas, ae forma un 

complejo con leido nitroso produciéndo•e una coloración roja. 

La longitud de onda a la cual se pre~e~ta la m&xima abaorbancia 

ea cercana a 495 nm (7) • 

- 8 -



b) Reacci6n con 2,6 dicloroquinona. 

En soluci6n y a · pH neutro, el clorhidrato de fenilefrina 

reacciona con 2, 6 dicloroquinona. El complejo resultante se 

determina a 625 nm (7) . 

c) Método de reacción con p-nitroanilina. 

El clorhidrato de fenilefrina forma un complejo diazotizado con 

p-nitroanilina en medio ácido. El compuesto resultante se 

clllnbia a un medio básico, y se determina la absorbancia a una 

longitud da onda de 495 nm (l) , (7), 

d) Método de reacci6n con sulfolftaleina. 

En presencia de aulfolftaleina, a pH neutro o ligeramente 

b'sico, se forma un complejo que se extrae con un solvente 

orgánico de car,cter polar, y se determina la absorbancia del 

complejo colorido formado (7). 

e) Método directo. 

Bs posible determinar el clorh.idrato de fenilefrina mediante 

una lectura directa en el espectrofotómetro de una soluci6n que 

contenga una concentración adecuada utilizandÓ agua como 

solvente. La baiida de xú.xima absorción se localiza a una 

longitud de onda de 272 nm debida a la estructura fenólica del 

compuesto. Este método tiene severas restricciones, ya que no 

se puede aplicar para fines cuantitativos si cualquier otro 

componente presenta máximos de absorci6n en esta- región 
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(2),(12). En pruebas de estabilidad no tiene aplicación 

analítica pues los espectros de absorción de soluciones de 

clorhidrato de fenilefrina sometidas condiciones de 

degradación, emiten espec tres con máximos de absor;ión 

desplazados, con respecto a los obtenidoa sobre soluciones 

reoientemente preparadas. Ver figura rII. 

aEc~;i,.N 

DU-6~ BPECTROPHCTOMETE~ 

ABSORBANCIA 

··········· ........ : ..... j........ . ... : ... ! ..... . 

',!i i ii Li 1 

. .. 
2.~ 

.o 

0.3700 0.2'i60 

FIGURA III. ESPECTRO DE ABSORCION ULTRAVIOLETA-VISIBLE 
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2) Métodos analíticos que involucran técnicas cromatogr,ficas. 

a) Método por cromatografía de liquides. 

Entre los métodos reportados, ~e encuentra comunm.ente el empleo 

de octadecilsilano como fase estacionaria, con un tamaño de 

partícula usualmente recomendado de 5 a 10 micras de diámetro y 

metanol/agua como fase m6vil. 

En general se emplea detector de absorci6n ultravioleta y se 

refiere 280 nm como longitud de onda adecuada para su 

determinaci6n (7) • 

b) Método por cromatografía de gases. 

Bl clorhidrato de fenilefrina puede ser determinado mediante 

esta técnica de acuerdo a condiciones de operación diversas. 

En general se refiere como temperatura de la columna 135 °c y 

300 ºC con detector de ionización. 

Bl empleo de la cromatografía de gases resuelve problemas de 

separaci6n de mezclas complejas (7), (24) • 

e) Método por cromatografía de intercambio i6nico. 

Bl empleo de esta técnica elimina gran parte de las posibles 

interferencias en.las determinaciones cuantitativas (1). 

Pueden emplearse diveraoa tipos de resinas, Din embargo la mis 

utilizada es la amberlita IR~45 de tipo débil básica. en este 

caso se emplea una fase m6vil de etanol·al 75.0\ y al final del 

proceso se hace la cuantificaci6n por medio de una titulaci6n. 
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3) Métodos por titulación. 

a) Método de titulación en medio no acuoso. 

El clorhidrato de fenilefrina puede ser cuantificado mediante 

una titulación en medio no acuoso# empleando cristal violeta 

como indicador del punto de equivalencia hasta llegar a 

coloración verde esmeralda (7) • 

b) Método de bromación. 

La Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos Sa. Edici6n y la 

u.s.P XXII señalan el m6todo de bromaci6n como método oficial 

(5), (7), (26). Dicho método se lleva a cabo en un matraz de 

yodo, y conai•te en disolver en agua la cantidad especificada 

de clorhidrato de fenilefrina para adicionar una alícuota de 

bromo O.lN y 'cido clorhídrico. La determinación se efectúa 

m•diante una titulación re11idual, titulando el yodo liberado 

con una solución de tiosulfato de sodio O.lN empleando aOlución 

reactivo de almid6n como indicador del punto de equivalencia. 

La sensibilidad del método y su poca especificidad lo hacen 

útil para el an&lisis de materia prima uni~am.ente. 

4) Métodos que emplean la técnica de fluorometr!a. 

a) El clorhidrato do fenilefrina posee 

fluorescentes de una forma natural. El 

- 12 -
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fluorescencia se presenta en soluciones ácidas y tiene una 

sensibilidad de 0.04 mcg/ml a JOS nm (7). 

2.1.3 Método de la 4-aminoantipirina. 

1) Antecedentes. 

En 1943 Edgar Eznerson publicó el método de la 4-aminoantipirina 

para la determinación de fenoles monohídricos. 

Dicho método se basa en la reacción de la 4-aminoantipirina con 

fenoles en presencia de un agente oxidante (4), (15) 1 (16), 

(18), (27), (28), (JO). 

4-Aminoantipirina 

Ozidacion · 

Alcalina 

o 
N ,,,. ...... 

CR3-¡ 1 
CR3-C=C 

=o 

-N=Q= º 

FIGURA IV. REACCION DE LA 4-AMINOANTIPIRINA CON COMPUESTOS 

FENOLICOS. . 
Emerson realizó numerosos y extensos estudios sobre la reacción 

de la 4-aminoantipirina con di versos compuestos fen6licos con 

la finalidad de determinar el alcance y limitaciones de la 

reacción. Como re~ultado de sus estudios public6 lo siguiente: 
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a) Para que la reacci6n se lleve a cabo, es necesario que 

exista un grupo hidroxifen6lico libre en la molécula. 

b) La posición para debe· encontrarse libre, ya que de no ser 

asíl la reacción será negativa; excepto si el radical es un 

halogeno, grupo carboxilo, ácido sulfónico, grupo hidroxilo o 

metoxilo, en cuyo caso puede existir la posibilidad de una 

reacción positiva. 

c) Un grupo nitro en posición orto evita la reacción, y si se 

encuentra en posición meta, la reacción se inhibe aunque no por 

completo. 

Bl método original descrito por Bmeraon, consiste en la adición 

de hidróxido de amonio 6N a una muestra del compue•to fen6lico 

en an,li•i•, ••guido de una solución de 4-aminoantipirina al 

2.0\ y una de ferricianuro de potasio al 8.0\. 

F.W Ochynaki proaigui.6 con estudios del método publicado por 

Bm.er•on, y en 1960 da a conocer los re•ultadoa de su 

investigación, la cual enfocó a la determinación de la cantidad 

de fenal inactivada por acci6n de bacterias emple&ndo el m'todo 

de la 4-aminoantipirina (15). 

Ochynski seftal6 que a un pH inferior de e, la 4-aminoantipirina 

por sí misma se oxida, dando como resultado una coloración 

roja, pero que a un pH superior de 8 el color del complejo 
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cambia a amaril.101 sin embargo el color rojo producido por la 

reacción 4-aminoantipirina-compueeto fen6lico permanece. 

Uno de los problemas del método original era l.a poca 

estabilidad del complejo colorido, ya que una vez que se lleva 

a cabo la reacción comienza a decolorarse rapidamente el 

complejo, por lo cual Ochynski modificó el medio alcalino de la 

reacción a fin de lograr mayor estabilidad. 

Durante su investigación observó además, que si a. una solución 

decolorada ee le adicionaba mis 4-aminoantipirina y 

ferricianuro de potasio, se reestablecia el color original de 

la reacción, lo cual fué explicado de la manera siguiente; 

En la mezcla acuosa 4-aminoantipirina - compuesto fenólico -

ferricianuro de potasio - carbonato de sodio, ee llevan a cabo 

dos reaccionea. 

La primera es entre la 4-aminoantipirina y el compuesto 

fenóliCo y la segunda es una reacción de oxidación de la 4-

aminoantipirina. Bn presencia del cabonato de sodio, el 

compuesto fen6lico de la primera reacción se separa y la 4-

aminoantipirina liberada se oxida¡ cuando se adiciona zná.s 4-

amlnoantipirina y agente oxidante, el fenol libre reacciona 

nuevamente y se reestablece el color. 

Ochynski además r9port6 que la naturaleza del alcalinizante (o 

amortiguador) no afecta la reacción siempre y ~uando el pH se 

mantenga entre 9.0 y 10.s. 

Finalmente, seflal6 que la variación dela temperatura en un 

rango de 19 ºC a 40 ºC y la calidad de la 4-aminoantipirina 
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(grado reactivo 6 purificada) no afectan la reacción. Las 

determinaciones eran realizadas a 500 y 520 mn. 

4-aminoantipirina + Compuesto fen6lico 

Primera reacción 

l 
Formación del complejo: 

4-am.inoantipirina Compuesto fen61ico 

l ·------------------1------------
4-aminoantipirina 

libre 

1 
Auto-oxidación 

l 
Deco1oloraci6n 

Compuesto fen6lico 
libre 

1 ·------------

Se reeetablece 
el color 

Adici6n de 
carbonato de sodio 
y ferricianuro de 

potasio 

Adici6n de 
4-aminoantipirina 
y agente oxidante 

FIGURA V. DECOLORACION Y REESTABLECIMIENTO DE COLOR EN LA 

REACCION DE LA 4-AMINOANTIPIRINA. 
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2) Aplicaci6n del método al análisis del clorhidrato de 

fenilefrina. 

En 1961, Hiskey y Levin retomaron el eetudio del método para 

aplicarlo a la determi.naci6n cuantitativa del clorhidrato de 

fenilefrina ya que esta substancia es una fenolamina. 

Dos años más tarde, en 1963, K. Thomas y H. Mitchner 

publicaron los resultados de su investigaci6n, aplicado también 

al an'lisis de la misma substancia ya que consideraron que 

tenía una gran aplicaci6n en el análisis de mezclas coplejas, 

sin requerirse de una extracci6n o separaci6n previa. 

X. Thomas Xoshi y H. Mitchner introdujeron modificaciones al 

mitodo de Hiskey-Levin, logrando con ello avances importantes. 

El método descrito por Hiskey y Levin empleaba bicarbonato de 

sodio (como agente alcalinizante) y el orden de adición de 

reactiVos era el siguiente: 4-aminoantipirina compue•to 

fen6lico - soluci6n de bicarbonato de sodio - solución de 

ferricianuro de potasio. 

El blanco presentaba una absorbancia inicial elevada (de 0.06 a 

0.07 aba.), por lo cual, era necesario esperar 15 minutos antes 

de poder ajuatar el aparato de medici6n. 

Para determinar la absorbancia de las muestras también era 

necesario esperar loa 15 minutos, con lo que se tenía el 

problema de perdida de la intensidad del color. 

Con las modificaciones de Thomas-Mitchner se logr6 lo 

siguiente: 
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a) Se substituyó la solución de bicarbonato de sodio por una de 

borato de sodio al 2 .oi. obteniendose con ello un complejo 

colorido de gran estabilidad. 

b) Se modificó el orden de adici6n de reactivos a: compuesto 

fenólico- solución de ferricianuro de potasio- soluci6n de 

borato de sodio- 4-aminoantipirina. Con lo anterior, se elimina 

la interferencia reportada por Hiskey-Levin derivada de 

oxidación de la misma 4-aminoantipirina; como resultado de 

ello, el blanco practicamente no presenta absorbancia y no es 

necesario esperar 15 minutos antes de realizar la medición sino 

que por el contrario, se recomienda leer de inmediato a 490 nm.. 

FIGURA vr. OPTIMIZACION DBL MBTODO DB LA 4-AMINOANTIPIRINA 

Autor del 
método y Reactivos empleados y su orden de adición 

fecha 

Emeraon Compuesto H.D.A 4-AA F.D.P Agua 
1943 fen6lico 6N al 2.0\ al ª·º' 

Ochynsky Compuesto T.B.S 4-AA P.S.D.A T.B.S 
fen61ico al 4.0\ al 3.0\ al 2.0\ al 4.0\ 

Hiskey - Compuesto 4-AA e.c.o.s P.D.P B.C.D.S 
Levin fen6lico 
1961 

Thomas - Compuesto F.D.P B.D.S 4-AA B.D.S 
Mitchner fenólico al 4.0\ al 2.0\ al 3.0\ al 2.0\ 

1963 

H.D.A1 Hidr6xido de amonio F.D.P: Perricianuro de potasio 
4-AA: 4-aminoantipirina T.B.D.S: Tetraborato de sodio 
B.D.S: Borato de sodio P.S.D.A1 Peraulfato de amonio 
B.c.o.s: Bica,rbonato de sodio A: Agua 
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~ Farmacología. 

Quimicamente el clorhidrato de fenilefrina es una fenolamina 

con efecto simpaticomimético directo sobre los receptores 

adrenárgicos principalmente. ~u actividad alfa adrenérgica es 

predominante sobre el Sistema Nervioso Central y dicha 

actividad es mas débil que la producida por la noradrenalina 

pero su efecto posee mayor duración (12). 

En aplicaciones locales, el clorhidrato de fenilefrina es 

utilizado como fármaco deacongestionante en problemas de 

rinitis y sinusitis (10), (12). 

En soluciones oft,lmicas, se puede utilizar en concentraciones 

al 10. 0% para producir midriasis, y es especificamente útil 

cuando se requiere de un examen ocular a fondo ya que a esta 

concentración ea capaz de producir la dilatación máxima de la 

pupila en un periodo de 20 minutos, sin producir ciclopejia. 

También a esta concentración se utiliza en el tratamiento de 

problema.a de inf lamaci6n post-operatoria y glaucomas 

secundarios (12) . 

En concentraciones cercanas al 0.125%, como ea este caso 

específico, el clorhidrato de fenilefrina actúa como 

vasoconstrictor en problemas de congestión ocular 1 también es 

empleado en el tratamiento de irritación conjuntival, 

conjuntivitis alérgica y folicular. 

se han observado reacciones sistémicas adversas como 

taquicardia, hipertensión y raramente miocardia cuando se 

instilan dosis muy elevadas en el saco conjuntival (10), (12). 
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2.2 ESIABILIPAP. 

~ Generalidades de Estabilidad. 

El término "Estabilidad" con respecto a productos farmacéuticos 

se refiere a la conservaci6n de las propiedades de un producto. 

En base a la estabilidad del producto se asigna una fecha de 

caducidad al mismo, la cual se define como el periodo que 

transcurre desde el inicio de la manufactura de un medicamento, 

hasta la fecha en ·la cual dicho producto mantiene sus 

características de pureza, inocuidad y efectividad dentro de 

límites previamente establecidos que aseguren condiciones 

6ptimas para el consumo humano (20), (26). 

El disei\o de estudios de estabilidad depende fundamentalmente 

de las características particulares de la substancia de 

interés, ya que dependiendo de la naturaleza de la substancia, 

éata puede aer afectada por diferentes factores como pueden ser 

la temperatura, luz, aire, humedad, pH, composición del envase 

primario o componentes de la formulaci6n. 

Del diaefto adecuado de un estudio de estabilidad pueden 

derivarse una serie de datoa importantes para detectar puntos 

críticos de la formulación, del envase primario o de las 

condiciones de almacenaje mla adecuadas para el producto. 

Antes de diaeftar un estudio, ea necesario realizar una reviai6n 

bibliográfica ya que en base a ello se puede hacer un plan de 

trabajo con un mínimo de pruebas, pero que finalmente aporte la 

mayor cantidad de datos útiles. 
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2,2,2 Tipos de Estabilidad. 

La estabilidad de un medicamento se puede evaluar de diversos 

puntos de vista (20), (26): 

1) Estabilidad química, 

Cada principio activo mantiene la estabilidad química o 

potencia que fue declarada al término del proceso de 

manufactura, o el porcentaje de el o los activos se encuentran 

dentro de límites previamente establecidos fundamentados en una 

referencia bibliogr6fica oficial. 

La cuantificación de los activos debe efectuarse con métodos 

analíticos que tengan un nivel indicativo de estabilidad, es 

decir, que el método elegido tenga capacidad analítica para 

determinar de manera cuantitativa únicamente la substancia de 

interés en au estado inicial, excluyendo la posibilidad de que 

se eume cualquier respuesta debida loa productos de 

degradación del analito de interés o de cualquier produc~o de 

degradación de los dem6s componentes de la formulación. 

La p6rdida de la potencia o la disminuci6n de la cantidad del 

analito de interés en una formulación es consecuencia de un 

cambio o reacci6n química que puede involucrar procesos de 

hidrólisis, oxidaCi6n, reducción o interacción principalmente. 

Es importante destacar el hecho de que tanto la potencia como 

la efectividad terapéutica s6lo pueden ser evaluadas por medio 

de estudios clínicos, paro dada la complejidad y costo para 

realizar este tipo de estudios, se han diseflado pruebas in-
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vitro para simular procesos biol6gicos que pueden dar una idea 

de los parámetros farmacocinéticos. 

2) Estabilidad física. 

Las propiedades físicas como son la apariencia, características 

organolépticas (olor, color) dureza y friabilidad, se 

encuentran o deben encontrarse como fueron observadas en su 

estado inicial. 

En general, un cambio en las características físicas de un 

producto, reflejo de una modificaci6n en las características 

químicas. En el caso de formas s6lidas es importante evaluar 

dureza y humedad para comprobar la eficiencia del empaque 

primario referido a la hermeticidad. 

3) Estabilidad microbiol6gica. 

Las características de esterilidad o resistencia al crecimiento 

microbiano se debe mantener dentro de límites establecidos. 

Las características microbiológicas son importantes en todas 

las formas farmacéuticas, pero sin embargo es primordial 

sefialar que en el caso de productos farmac,uticoa inyectables, 

las característcas de esterilidad y resistencia al crecimiento 

microbiano son criticas. 

Los agentes destinados a mantener las características 

microbiológicas adecuadas deben ser cuantificados y deben 

encontrarse dentro de los límites preestablecidos que aseguren 

efectividad. 
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4) Estabilidad terapéutica. 

El efecto terapéutico del medicamento debe ser iguaimente 

eficaz al término de la manufactura del mismo como al finaliza~ 

el periodo de vida útil. 

S) Estabilidad toxicológica. 

No debe existir algun indicio de toxicidad del producto, 

derivado de la presencia de compuestos de degradación 

provenierites de los principios activos o de los excipientes que 

constituyen la formulación. 

~ Mecanismos de degradación de mayor frecuencia. 

Los mecanismos de degradación que con mayor frecuencia ocurren 

a los productos farmacéuticos se pueden agrupar en tres tipos 

(20): 

1) Xnteracción química. 

La interacción química entr8 loa componentes de una formulación 

es probablemente el mecaniamo que en la mayor parte de loa 

casos produce degradación de las substancias activas o de los 

excipientes. 

Cada caso en particular es por sí. mismo un extenso tema, ya 

que cada formulación combina diferentes tipos y cantidades de 

substancias, por lo cual solo es posible ·mencionar algunos 

puntos importantes de manera general: 
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a) Entre las reacciones más frecuentes se pueden mencionar por 

ejemplo: hidrólisis, oxidación, solv6lisis, descarboxilaci6n y 

reducción. 

b) Las reacciones de hidrólisis y solvólisis son en general 

catalizadas por los ácidos y bases. 

c) Los compuestos fácilmente oxidables deben evitar la 

combinación con compuestos i6nicos. 

d) Las substancias que fácilmente tienden a presentar 

descarboxilaci6n no deben ser combinados con aceptores de 

anhídro carbónico, como por ejemplo las aminas. 

e) Las substancias que son de carácter ácido tienden a 

interaccionar con las de car&cter básico. 

f) Los compuestos con grupos cetónicos interaccionan con 

hidrazinas y sulfitos. 

2) Pot6lisis. 

Las reacciones fotoquímicas son proce•os importantes y también 

frecuentes en la degradaci6n de las substancias activas 

empleadas en la manufactura de medicamentos. 

Casi todos los componentes activos poseen máximos de absorción 

en la región ultravioleta, y en menor can ti dad en la región 
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visible, por esta raz6n es ~lllportante tomar en cuenta este 

punto al seleccionar los materiales de empaque. 

El vidrio transparente para uso farmacéutico, debe ser capaz de 

bloquear la radiaci6n de longi~udes de onda inferior a 300 nm 

y el vidrio de color ámbar debe bloquear prácticamente toda la 

radiaci6n correspondiente a ambas regiones. 

La u.s.P (26) establece que el vidrio de color ámbar de 22 mm 

d~ espesor y capaz de no transmitir más del l.8. 0% de la 

radiaci6n de una longitud de onda de entre 290 nm y 540 nm es 

adecuado para uso farmac6utico. 

Los compuestos con grupos crom6foros (nitro, nitroso, cetonas, 

sulfonas, dobles y triples enlaces conjugados) son sensibles a 

la radiaci6n y tanto mayor sea la cantid~d da crom6foros 

presentes, ser& JIL&yor la posibilidad de interacci6n entre los· 

electrone• m6viles de cada grupo. 

3) Reacciones quúnicas. 

Las reacciones químicas también representan un extenso tema., y 

eatl.n directamente ligadas a los procesos de interacci6n. 

Pueden aer mencionados de manera muy general la hidr6lisis, 

oxidaci6n, reducci6n, isomerizaci6n, pir6lisis, contaminaci6n 

microbiana y racemizaci6n. 

~ Estabilidad del clorhidrato fenilefrina. 

El clorhidrato de f enilefrina es frecuentemente empleado en la 

elaboraci6n de productos oftálmicos, sin embargo, el 

- 25 -



inconveniente de dicha forma farmacéutica es la poca 

estabilidad que la substancia en cuesti6n presenta en soluci6n. 

A pH ácido, las soluciones son estables, pero conforme el pH 

tiende a tornarse neutro o básico, el proceso de degradaci6n se 

acelera. 

Se ha reportado la incompatibilidad del clorhidrato de 

fenilefrina con algunos compuestos, como la butacaína, agentes 

oxidantes, álcalis y metales pesados, sobre todo el cobre, que 

cuando se encuentra en concentraciones de 10 ppm acelera el 

proceso de degradaci6n de la molécula (7), (10), (12). 

En 1951, Schou y Rhodes demostraron que una soluci6n 

inyectable de clorhidrato de fenilefrina al 1.0% es estable por 

un largo periodo siempre y cuando se conserve en una at.m6sfera 

libre de oxígeno y en medio ácido (12). 

Como la preparaci6n de productos oftálmicos requiere de 

soluciones cuyo pH no sea de carlcter fuertemente &cido, se han 

propuesto una serie de agentes estabilizadores, ya que las 

soluciones sin ellos tienden degradarse y tomar una 

coloración que va desde el amarillo tenue hasta el color café. 

Para determinar un conservador id6neo para las soluciones de 

clorhidrato de fenilefrina, West y Whittet (31.) dieefiaron un 

~xperimento en el cual se demue•tra que el etilendiamino 

tetraacetato de sodio (E.D.T.A) actúa con mayor efectividad que 

cualquier otro agente estabilizador. 

El experimento consistía en preparar dos soluciones de 

clorhidrato de fenilefrina, en la primera fase se someti6 una 
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de las soluciones condiciones normales de almacenaje 

adicionando diferentes conservadores introduciendo una 

soluci6n monitor sin conservador. Los resultados señalaron 

cambios físicos en la colo~aci6n de las soluciones con 

metabisulfito de sodio y en la solución monitor, a diferencia 

de la solución con etilendiamino tetraacetato de sodio. 

A pesar de los cambios en ·las caracteri'..pticas fi'..sicas de la 

solución, al finalizar el estudio, se report6 que la actividad 

biológica permanece sin decremento. 

En la segunda fase del expei:-imento, se sometieron muestras de 

soluciones de clorhidrato de fenilefrina al efecto de un agente 

oxidante (peróxido de hidrógeno). En esta segunda parte, el 

etilendiamino tetraacetato de sodio también demostró ser el 

conservador m.la efectivo. 

En la segunda, al igual que en la primera etapa, ninguna de las 

soluciones reflejó un cambio en la actividad biológica a pesar 

del cambio del aspecto físico de las mismas, salvo en un caso 

cuyo decremento fué inferior al 10.0%. 

Los resultado• del experimento de West y Whittet pueden 

observarse en las tablas III y IV .. 

Luduena, Snyder y Land, en 1963, realizaron una serie de 

experimento•, par& tratar de explicar la razón de que una 

solución con cambios notables en las caracter!aticas físicas, 

aparentemente no implica un cambio considerable en la actividad 

biol6gica (11), 

se propuso la adrenalina como producto de degradación del 
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clorhidrato de fenilefrina. 

La adrenalina posee el mismo efecto farmacológico que el 

clorhidrato de fenilefrina, pero con mayor intensidad y 

duración. 

El experimento consiste en someter a radiación ultravioleta una 

solución de clorhidrato de fenilefrina, gener&ndose un proceso 

de oxidación que degrada la molécula, dando origen a un cambio 

en el anillo de la estructura, formándose adrenalina y 

oxedrina. 

El experimento de Luduena-Synder-Land ·da las bases para 

establecer dos puntos importanteai 

a) El primero ea que el clorhidrato de fenilefrina tiende a 

degradarse co~ radiación ultravioleta, lo cual debe tomarse en 

cuenta para el disefio del envase primario de los productos que 

la contengan. 

b) Bl segundo es que los productos de degradación formados 

mediante un proceso de oxidación no solo es la adrenalina, sino 

que también se identificó la oxedrina. 

Bn ba•e a éstos puntos se puede explicar el motivo por el cual 

las soluciones visiblemente degradada• conservan aparentemente 

su actividad biológica. 

Al formarse adrenalina y poseer ésta un efecto farmacológico 

más potente, se compensa la pérdida de clorhidrato de 

fenilefrina y se mantiene así la ·actividad biológica. 
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CLORHIDRATO DE'FENILEFRINA 

OH , 

©-t-C~2NHCH, • HCI 
OH 

l 
OXIDACION 

Adre~alina · Oxedrina 

FIGURA VII. DEGRADACION DE LA PENILEPRINA POR RADIACION 

ULTRAVIOLETA 
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TAliLA 11 

EFECTO DE!. u~o DP. CCtl.GEW/l1.r.o:u.:s EN SOLucrmms DE 

CLORllIDRATO DE FEN!LEFRINA ALMACENADAS A TEMPERATUllA AMBIENTE 

EFECTO DEL USO DF. CONSER\'AOO:tES E:~ SOLUCIO?TJ·:S 

CO~SERVADO!\. ASPECTO DE LA SOLUCION 

ADICIONr\DO TIEMPO DE ALHACEllAJE (EN H F. S E 5 ) 

1 3 4 6 

Ninguno Am11rillo Amarillo con Cafe con deposito Cafe con deposito negro en 

tenue. precipitado. de color ni? gro. las paredes del contenedor. 

Uetabisulfito Rosa Rosa-cafe Rojo-purpura. Cafe con deposito negro en 

de SoJio al intenso .. intenso lns paredes' del i;ontenednr. 

0.1% 

Metólbisulfitn Rosa Rojo con Rojo-purpura con Cafc intenso con deposito 

dC! Sodiu -.. intenso. partículas de deposito de color negro en las paredes del 

al 0.2% color negro. negro. contenedor. 

E.D.T.A Incolora. Incolora. Incolcroz. ~ncolora. 

al n.1r. -



"' ... 

CONSERVADOR 

ADICIONADO 

Ninguno 

Metabisulfito 

de Sodio 

al 0.1% 

Hetabisul!ito 

de Sodio 

al 0.2% 

E.D.T.A 

al 0.1%. 

TAB.LA. III 

FEFCTO DEL USO DE CONSERVADORES EN SOLUCIONES DE 

CLORHIDRATO DE FENILEFRINA CON H
2
o

2 
A TE!IPERATURA A.'iBIENTE 

PERIODO DE ·A L H A C E N A J E E!l D I AS 

0.2 1 3 10 

Rojo Negro con .Negro con abundante Negro 

intenso. abundante ~epo- deposito negro en las con de-

nito. na redes del con~e.11edor. poaito. 

Incolora. Incolora. Rosa. Cafe 

intenso. 

contenedor. 

Incolora. 1'ncolora. Rosa. Cafe 

tenue. 

Incolora · Incolot'a. Incolora .. Incolora 

90 

Negro con abundante 

deposito en las par!_ 

des del contenedor. 

Negro con lepnsito. 

en las paredes del 

Cafe intenso. 

Incoiora. 



E.L Pratt (17) diseñó otro experimento para demostrar que la 

racemizaci6n de la molécula, es una vía de degradación poco 

probable de que se presente en soluciones de clorhidrato de 

fenilefrina cuyo pH se encuentre en el rango de 3. O a 6. O. 

Pratt demostró que la proporción del isómero dextrorrotatorio 

no se incrementa al someter la substancia de interés 

condiciones críticas, por lo cual el· porcentaje de dicho 

isómero depende unicamente de la cantidad inicial. del mismo, 

excluyendose así éste mecanismo de degradaci6n de la molécula. 

Otro mecanismo de degradación estudiado, pero en formas 

sólidas, es la reacción entre el clorhidrato de fenilefrina y 

la aspirina. La interacción de éstas dos substancias activas 

originan tres productos de degradación (29) • 

ÁCUCll2 NU CB3 ·ucl 

~011 
Clorhidrato de 

Penilefrina 

a)N-monoacetil 
Fenilef rina 

. ~)O ,N-diacctil 
l"cnilcf rina 

cu2-¡cu3 
COCH3 

~CO-CH3 
f'Arcu¡ cu:z-~cu3 V COCll3 

OCOCU3 c)~~~~~~;~¡na 
FIGURA VIII. PRODUCTOS DE DEGRADACION DEL CLORHIDRATO DE 

FENILEFRINA EN COMBINACION CON ASPIRINA EN FORMAS.SOLIDAS. 
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2.3 VALIDACION. 

2.3.1 Generalidades de Validación. 

La industria farmacéutica es sin duda una de las ireas 

productivas más seriamente comprometidas a mantener la calidad 

óptima en cada uno de los productos elaborados. Los controles 

existentes para asegurar la calidad adecuada y constante son 

estrictos y requieren de revisiones y actualización continua. 

Los controles existentes abarcan todo el proceso de 

manufactura, desde el anilisi.- de materia prima (tanto de 

activos como de excipientes) , maquinaria para manufactura, 

materiales para acondicionamiento final y áreas de producción. 

En resumen, todo cuanto involucra la manufactura de 

medicamentos está contemplado en los conceptos de validación. 

Bl t6rmino de validación en general se define como el conjunto 

de pruebas que constituyen la evaluación crítica de la 

confiabilidad y reproducibilidad de toda operaci6n o proceso 

relacionado con la manufactura de medicamentos. 

Bn part~cular, . el concepto de validaci6n enfocado a m'todoa 

analíticos se refiere a establecer mediante pruebas 

experiJnentalea realizadas en el laboratorio, que un 

procedimiento analítico cumple satisfactoriamente con los 

requisitos establecidos para poder considerarse adecuado para 

loa fines o aplioacione• analitioa• que se pretenden, ea decir, 

que validar es evaluar la capacidad analítica del mitodo 

expresada dicha capacidad en par&Jnetros·estadísticos que son: 

(8)' (9)' (13)' (14). (19)' (26). 
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a) Especificidad y Selectividad. 

b) Precisi6n. 

e) Exactitud. 

d) Linearidad. 

e) Límite de detección. 

f) Límite de cuantificación. 

g) Tolerancia. 

En la década de los cuarentas en algunas revistas de 

especialidad farmacéutica ya se hacía mención de parimetros 

importantes a considerar para establecer la evaluación de un 

método de análisis. 

En la década de los setentas comienzan ya a delinearse algunos 

conceptos aplicables a la verificación' de ensayos. Dichos 

conceptos se han ido perfeccionando día con día hasta llegar a 

los conceptos que hoy rigen la validación de métodos. 

VALIDACION DE 
PROCESOS NO ESTERILES 

VALIDACION ~E PROCESOS 
ESTER LES 

1 1 1 1 1 1 1 1 
ISi~· 1972 19i4 ISió 1978 1900. 1982 1964 -

FIGURA IX. DESARROLLO DE LOS CONCEPTOS DE VALIDACION. 
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Algunas instituciones por su importancia a nivel internacional, 

han establecido los parámetros b'sicos que actualmente regulan 

los conceptos de validación enfocados a métodos analíticos. 

Como ejemplo de ello se pue~e mencionar The United States 

Pharmacopeia (U.S.P) en la cual se hace referencia a la 

validaci6n de métodos en la sección <1225> de la edición XXIX 

(26). 

En nuestro país, la validación de métodos es un requisito de 

aar,cter oficial ya que en la Ley General de Salud en su Sa. 

edici6n artículo 1127 se mencionar 

Art. 1127. - Loa establecimientos a que se refiere 6ate 

capítulo, deber&n contar en •U caso, con las inatalacionea, 

equipo nece•ario y manual de procedimientos para efectuar loa 

controles analíticos de materias primas, prod~ctos en proceso, 

preparado~ farmac6uticos, productos terminados y material de 

acondicionamiento ~ebiendose conaervar constancia de todas las 

operaciones que •e efectden. 

Bn •l inci•o V d8l miamo art!culo u cita lo nferente a la 

documentación por escrito 6 validación de los puntos 

mencionados en el artículos 

V) Los controles d•beran incluir la comprobación del resultado 

y la validación de cualquier t6cnica empleada. 
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Con la finalidad de unificar el criterio para validar m6todos 

en nuestro país, El Colegio Nacional de Químicos Farmacéuticos 

Biólogos y el Comité de Elaboración de Guías Oficiales de 

Validación de la Direcci6n General de Control de Insumos para 

la Salud, han publicado la guía para validaci6n de métodos 

analíticos (13). 

La validación de métodos, 'reas, sistemas y procesos no solo 

debe ser considerada desde el punto técnico ni regulatorio, en 

realidad, la validaci6n también puede ser considerado desde el 

punto de vista econ6mico. Inicialmente cualquier proyecto de 

validaci6n supone un gasto, pero en realidad debería de 

conaiderar•e como una inverai6n, puea al establecer por escrito 

el procedimiento detallado de c6mo realizar cualquier operaci6n 

(ya aea de manufactura o analítica) que previamente ha sido 

sometida a una evaluaci6n o validaci6n, se reducen al m.lximo 

la• poaibilidade• de error y ae amplía la posibilidad de 

obtener al final de toda operaci6n o proceso un producto o 

reaultado analítico de calidad confiable y constante. 

~ Concepto de loa par'metroa de validación. 

1) Bl primer parámetro a evaluar cuando ae pretende valida'r ~·un 

m'todo analítico, ea la eapecificidad, la cual puede aer 

considerado desde dos puntos de viata. 

En primer término la eapecificidad del método con respecto a 

loa demls componentes de la formulaci6n, y en aegundo lugar con 
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respecto a los productos de degradación de la aub•tancia de 

interés o de loa demia componentes. Al realizarae pruebas para 

definir la capacidad analítica con respecto a productos de 

degradación, se dice que si satisface los requerimientos, el 

mfitodo es útil para analizar muestras sometidas a estudios de 

estabilidad y se cataloga el método como •selectivo• (13), 

(26). 

La especificidad del m6todo puede definirse como la habilidad 

del mismo para emitir una respuesta debida únicamente a la 

substancia de inter,a, y no a loa excipientes o dem.f.s activos 

presentes en la formulaci6n, y ea útil para fines analíticos 

durante el proce!IO de manufactura del producto o para el 

an'lisia final del mismo. 

La selectividad puede definirse como la habilidad del método 

analítico para emitir una respuesta debida únicamente a la 

substancia de interés en au estado basal o inicial y no a 

ningún otro componente de la formulación ya sea excipiente o 

principio activo, ni a loa productos de degradaci6n de loa 

miamos o de la propia substancia de particular interés (13), 

(20), (26). 

2) La preoiai6n del m6todo se define como el grado de 

concordancia entre los resultado• analíticoa individual•• 

cuando el procedimiento se aplica repetidamente sobre una 

muestra hom.og•nea. La precisión puede ser medida por do• víaa. 

La primera denominada repetibilidad, que expre•a la prec.iai6n 
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como la concordancia obtenida entre determinaciones 

independientes realizadas bajo las mismas condiciones de 

operaci6n. 

La segunda ae denomina reprodu~ibilidad y expresa la precisi6n 

como la concordancia entre determinaciones independientes 

realizadas bajo condicionea de operación diferentes (variando 

día, analista, equipo o inatrum•nto, marca de reactivos) (13), 

(14). (26). 

3) La exactitud se define como el grado de concordancia entre 

el valor experimental y el valor de referencia (13), (14), 

(26). 

4) La linearidad del m6todo •• define como la capacidad del 

mitodo para emitir una reapueata directamente proporcional a la 

concentraci6n de la aubatancia de interis, dentro de un rango 

determinado (13), (14), (26). 

5) Bl limite de detección se define como la cantidad m!nima ~· 

puede ••r detectada, pero no nece•ariam.ente cuantificada (8), 

(9). (13). (14). (26). 

6) B1 límite de cuantificación •• define como la ainiaa 

concentración a la cual puede ser determinada el analito de 

interé•, con niveles aceptables de exactitud y precisión (8), 

(9). (13). (14). (26). 
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7) La tolerancia se define como el grado de reproducibilidad de 

los resultados analíticos por el análisis de diferentes 

porciones de una muestra homoginea, con la introducci6n de 

variables a las condiciones normales de operaci6n. Esto se 

realiza para determinar qué tan flexible es el método o 

detectar cualee son los puntos criticas a cuidar durante el 

anl.liaia (26). 

~ Determinaci6n experimental y criterios de aceptaci6n. 

1) Para determinar la especificidad, es necesario preparar un 

lote piloto de concentraci6n conocida y un lote placebo. El 

m6todo analítico· se aplica por ••parado tanto a lote piloto 

como a placebo. La respuesta obtenida del an'liais del lote 

piloto debe ser de 100. 0% del valor te6rico (o muy cercano) , 

mientr&s que el valor resultante del an'liais del placebo debe 

eer de cero. Bn caso de que el anllisis del placebo no sea 

cero, se debe proceder a detectar el componente que emite 

respuesta e implementar un tratamiento previo (ya aea de 

extracción, precipitación, o filtración, por ejemplo) para 

eliminar la interferencia. Bl criterio de aceptaci6n ea que la 

reapueata del an'Iisis sobre placebo debe ser cero. 

En cuanto a la evaluaci6n de la selectividad, el hecho de 

realizar una revisión bibliográfica previa al diaefto 

experimental de éste par'-metro seftalará.los puntos critico• que 

tienden a degradar la molécula de interés. 

- 39 -



Para evaluar éste parámetro es conveniente tener cantidades 

suficientes de loa productos de degradaci6n. 

Se procede a preparar en cantidades suficientes muestras de 

placebo y lote piloto. Se realiza un ensayo inicial por 

triplicado (como mínimo) en cada uno de ellos. 

Posteriormente, a otra porci6n de placebo se le afiada una 

cantidad proporcional de lo• productos de degradaci6n de la 

substancia de inter'• y se aplica el m'todo, ésta oper&ci6n 

también es preferente realizarla por un mínimo de tres veces. 

La reapueata del m.6todo al ser aplicado sobre el placebo y 

aobr• la• muestras da placebo cargado con los productos de 

degradación debe ser igual a cero para considerar que e1 método 

•• ••lectivo. 

Sn. la mayoría de loa caaoa ea poco probable contar con 

cantidad•• adecuada• de cada producto da degradación de la 

aubatancia de inter6a. Bn eatos caaoa, se realiza un an6liai• 

inicial sobre placebo y ao»re lote piloto, se separan porciones 

de cada uno de ellos y ae someten a las condiciones que (previa 

reviai6n bibliogr'-fica) aceleran el proceso de degradaci6n de 

la mol6cula ·de inter'• (pB, humedad, temperatura, agentes 

oxidante•, etc). A intervalos preeatablecidoa ae analizan por 

triplicado muestras por separado de lota piloto y de placebo. 

La u.s.P en .la aecci6n <1225> de la edici6n XXII describe que 

cuando no ae tienen cantidades diaponiblea de loa productos de 

degradación, o que se de•conocen, la aelectividad de1 m'todo 

puede ser demoatrada por la comparaci6n de resultados 
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ana1íticos de 1as muestras en su estado inicial (6 puras) y los 

resultados del an'lisia de las mismas muestras después de ser 

sometida• a condiciones de degradaci6n. 

Bl criterio de aceptaci6n as qua al realizar el anlliaia del 

placebo, la respuesta o sei1al detectada debe ser igual a caro, 

mientras qua el anilisia de muestras debe reflejar un 

decremento en la cantidad de sub•tancia 'de inter6a presente. 

Bn. general los resultados son expresados en porcentaje de 

recobro o en mg/ml (13), (26). 

2) La praciai6n del m6todo se determina experimentalmente 

preparando en cantidad suficiente lote piloto al 100 .01'5 del. 

valor te6rico y aplicando al procedimiento para determinar la 

reproducibilidad o repetibilidad. 

Para expreaar la preciai6n como reproducibilidad, se toma una 

aeri• de alícuotas del 1ote piloto y ae le aplica a cada una de 

ella• el m6todo, esto debe reali:&arae el miamo día, por e1 

mi.mo analista y bajo 1aa mi .... condiciones de operaci6n. Se 

recomienda un mínimo de aei• determinaoione•. 

Para evaluar 1a praciai6n expreaada como rapetibilidad, se 

realizan una ••ria de determinaciones por diferentes analistas, 

en distinto• diaa. 

Bl criterio de aceptaci6n o d• rechazo ae encuentra en funai6n 

de la t6onica empleada en el m6todo aagdn lo indicado en 1a 

tabla v •. (13), (26). 
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TABLA IV. CRITERIO DE ACEPTACION PARA LA EVALUACION DE LA 

PRECISION. 

TECNICA BNPLBADA EH BL COBPICIBNTB DB VARIACION O 
HBTODO DBSVIACION BSTANDAR 

Bapectrofotomitrioa Igual o menor a 3.0\ 

Cromatográf ica Igual o menor a 2.0111 

Microbiol6gica Igual o menor a S.0'11 

Titulación Igual o menor a 3.0\ 

3) La exactitud experimentalmente puede determinarse preparando 

mueatraa que contengan el analíto de inter6s a cinco difer~ntes 

concentraciones incluyendo el 100.0' del contenido teórico. 

Se sugiere por ejemplo la preparación de lotes piloto al 80.0\, 

90.0\, 100.0\, 110.0\ y 120.0\. 

Los porcentajes máximo y mínimo de los lotes piloto preparados, 

•• puede establecer en base a los límites de valoración 

permitidos en publicacionee oficiales (Farmacopea de loa 

Batado• Unidoa Mexicano por ejemplo). 

Se toman una serie de alícuotas de cada una da 1011 lotea 

preparados, se analizan con el m'todo propuesto y se compara 

la cantidad detectada contra la adicionada. 

Loa reaultado• aon generalmente expresados en porcentajes de 

recobro. 

Bl criterio de aceptaci6n varía de acuerdo con la t6cnica 

empleada en el •'todo de acuerdo a lo indicado en la tahl~ V%. 
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TABLA V. CRITERIO DE ACEPTACION PARA LA EVALUACION DE LA 

EXACTITUD 

TBCNICA BMPLBADA PROMl!DIO DB PORCENTAJES COEFICIBNTE 

EN EL Ml!TODO DE RECOBRO DE VARIACION 

Cromatografía 98. O - 102. O 'Is < 2. O 'Is 

Titu1aci6n 98.0 - 102.0 'Is < 2.0 'Is 

Químicos y 97. O - 103. O 'Is < 3. O \ 

B•pectrof otom,tricoa 

Microbio16gicos 95. O - 105. O "' < 5. O "' 

4) La linearidad del m6todo experimentalmente ae determina 

mediante el tratamiento matemltico de loa resultados obtenidos 

del an&liai• de mueatraa qua contengan el analíto de interés en 

concentraciones dentro de un rango determinado. 

El tratamiento matem&tico de loa datos consiste en el c'lculo 

de la regreai6n lineal, la pendiente y el intercepto. La 

determinaci6n analitica para cada una de las concentraciones 

debe ser como mínimo trea. Los criterio• de aceptaci6n son loa 

•iguientes (8), (9), (13), (19), (26): 

Pendiente (m) aproximadamente • 1 

Intercepto (b) aproximadamente • O 

Corr9laci6n (r2 ) > 0.98 

- 43 -



5) La determ.inaci6n del límite de detecci6n var!a dependiendo 

de si el m6todo emplea o no una técnica instrumental. 

cuando ea empleada una técnica instrumental, algunos 

investigadores recomiendan multiplicar por dos o tres el nivel 

de ruido del instrumento y establecen como límite de detecci6n 

la concentraci6n del anal!to a la cual ae obtenga 6ata seftal. 

Otros investigadores recomiendan determinar la respuesta 

emitida por una eerie de mue•tras •blanco•, calcular su 

desviaci6n estandar y multiplicar por un factor que usualmente 

es 2 6 3 y e•tablecer la concentraci6n a la cual la respuesta 

e• mayor a ••te valor. 

Para m6todo• que emplean t6cnicaa no instrumentales, ae 

preparan mu.eatraa con concentracionea bajas del anal!to de 

interéa y ae analizan para determinar la concentraoi6n mínima a 

la cual hay reapuHta (8), (9), (14), (26). 

6) La determinaci6n del limite de cuantificaci6n var!a 

dependiendo de ai el m6todo emplea o no una t•cnica 

in•trwaental. cuando •• empleada una técnica inatrumental, ae 

recoaienda analizar una aerie d• aue•tra• de placebo, calcular 

la de•viaai6n ••tandar de la re•pue•ta obtenida, y multiplicar 

por un factor que u•ualmente ea 101 el valor reaultante da 

una aproxiaaci6n de la re•pue•t• o •eflal que •e producir' con 

la cantidad m!nima cuantificable. Po•teriormente •e preparan 

una •erie de m.ueatraa cuyas concentraciones diaminuyan ha•ta 

determinar cual de ellas emite una aedal igual o mayor al valor 
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calculado al analizar la serie de placebos y con ello ae 

establece la cantidad mínima que puede ser cuantificada con 

niveles adeecuados de precisi6n y exactitud. 

Para métodos que emplean técnicas instrumentales, se 

preparan muestras con concentraciones bajas del analíto de 

interés y se analizan para determinar la concentraci6n mínima a 

la cual hay una re•puesta. 

El ~riterio de aceptaci6n para éate paréetro en ambos casos, 

es que la seflal emitida a la concentraci6n mínima establecida, 

debe tener niveles de precisi6n y exactitud de acuerdo con lo 

establecido anteriormente en las tablas V y vx. (8), (9), (13), 

(l.4). (26). 

7) La evaluaci6n de la tolerancia de un método se realiza con 

la finalidad de ••tahlecer qué tan flexible es y detectar los 

punto• Crítico• del mismo. 

Bxperimentalmente se realiza analizando alícuotas de una 

muestra homog,nea, variando por ejemplo marcas de reactivos, 

in•trumento de medici6n, orden de adici6n de re&ctivoa, 

temperatura y tiempo (8), (9), (14). 

2.4 ESPECTROFOTOMEIR!A. 

~ Fundamento• de B•pectrofotometr!a. 

Bl método propuesto para la determinaci6n cuantitativa del 

clorhidrato de fenilefrina en una soluci6n of t,lmica se ba•• en 

la formaci6n de un complejo colorido y utiliza la técnica 
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espectrofotométrica. La técnica espectrofotométrica tiene su 

fundamento en la inte- racción de la materia con la radiación 

electromagnética (6), (22), (26). La radiación electromagnética 

es considerada como un campo de fuerza eléctrica asociado a un 

campo perpendicular de fuerza magnética, el campo eléctrico de 

la radiación ea el que actúa recíprocamente con los electrones 

de la materia. Cuando la radiación electromagnética pasa por 

Wla· secci6n de la materia, el vector eléctrico de la radiación 

interactua rec!pr9camente con los átomos y moléculas·del medio 

que se encuentra a su paso, presentándose así los fen6menos de 

absorci6n, reflexi6n, emisión o dispersión de la radiación. 

Gráficamente se puede representar el campo eléctrico y 

magnético como se muestra en la figura X. 

(E) representa el vector eléctrico. 

(H) representa el vector magnético. 

( ;\ ) r8praaenta la longitud da onda. 

(a) representa la amplitud. 

FrGURA x. REPRESENTACrON GRAFrCA DEL CAMPO ELECTROMAGNETrco 
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~ Aplioaci6n analítica de la radiaci6n electromagn6tica. 

Tanto la radiaci6n ultravioleta, visible e infrarroja tienen 

aplioaci6n al an'lisia cualitativo y cuantitativo. 

Las radiaciones ultravioleta y visible poseen suficiente 

energía para causar transiciones en loa electronee de c•pas 

exteriore• o de enlace a un nivel de mayor energía (6), (22). 

Pa7a que loe fen6menoa de ahaorci6n y reflexi6n de energía 

t~gan aplicaci6n analítica cuantitativa, es necesario que el 

m.6todo, al. ••r aplicado, proporcione una reapue•ta que ae 

apegue a la ley de Lambert-Beer, la cual. establece que la 

r•ducci6n da l.a energía radiante de un haz monocroútico ea 

proporcional. a la cantidad de eubstancia absorbente aituado en 

au trayeotoria. 

Sn 6•t• caao eapecífico, •l. m6todo de la 4-aminoantipirina se 

l.leva a cabo mediante la abaorci6n de la radiaci6n en la regi6n 

viaibl• del eapectro a una longitud de onda de 490 nm. 
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PARTE EXPERIMENTAL 

3.1 DIAGRAMAS DE FLUJO. 

~.Diagrama de flujo del método de la 4-aminoantipirina. 
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~ Oiagr~a de flujo para la validación del método. 
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~ Diagrama de f1ujo para determinar la selectividad. 

[---------------------] LOTB PILOTO AL 100,0, 

--------------------- [-----------------] P L A C B B O 

-----------------
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3.2 MATERIAL.REACTIVOS V EQUIPO • 

.LA.,j. Material. 

Matraz volumétrico de 

Pipeta volumétrica de 

Pipeta volumétrica de 

Pipeta volumétrica de 

Pipeta volumétrica de 

Probeta de vidrio de 

~ Reactivos. 

Borato de sodio 

Farricianuro de potasio 

4-aminoantipirina 

Clorhidrato de fenilefrina 

Per6xido de bidr6geno 

Bidr6xido de sodio O. lN 

Acido sulfúrico O.lN 

.L.a.J Bquipo. 

Balanza analítica 

Espectrofot6metro 

Estufa 

Term6metro 

so.o ml (Pyrex clase AA) 

s.o ml (Pyrex clase AA) 

4.0 ml (Pyrex clase AA) 

2.0 ml (Pyrex clase AA) 

l.O ml (Pyrex clase AA) 

so.o ml (Pyrex) 

Na2 8407 • 10 ª2º (J,T.Baker) 

lt3 Pe (CN)6 (J.T.Baker) 

Cll B13 N3 O (J.T.Baker) 

C9 B14 

ª2 º2 

Na OH 

B2 S04 

- Sl -

Cl N02 (Bstandar COSUPAR) 

(J,T Baker) 

(J,T Baker) 

(J.T Baker) 

OHAUS Galaxy TM 160 

Beckman o.o. 6S 

Blecsa 

Brad 



~ Preparaci6n de reactivos. 

l) Soluci6n primaria de clorhidrato de fenilefrina: 

Pesar con exactitud 125.0 mg de clorhidrato de fenilefrina 

estandar de referencia en un matraz volum,trico de SO. O ml. 

Disolver y llevar a volumen con agua destilada. Esta soluci6n 

es estable por dos meses si ae conserva en refrigeraci6n y 

protegida de la luz. 

2) Soluci6n eatandar de clorhidrato de fenilefrinas 

De la aoluci6n primaria de clorhidrato de fenilefrina, tomar 

una alícuota de S.O ml y depoaitar en un matraz volumétrico de 

so.o ml. Llevar a volumen con agua destilada. 

3) Soluci6n de forricianuro de potaaio al 4.0 %: 

Depositar en un matraz de SO.O ml 2.0 g de ferricianuro de 

potasio, adicionar 2S.O ml de agua destilada y agitar ba&ta 

disolver completamente. Llevar a volumen con agua destilada. 

4) Soluci6n de borato de sodio al 2.0 \. 

Pesar 4.0 g de borato de aodio y diaolver en 200 ml de agua 

deatilada. 

S) Soluci6n da 4-aminoantipirina al 3.0 ~. 

En un matraz de so.o ml depositar 1.5 g de 4-aminoantipirina, 

adicionar 25.0 ml de agua destilada y agitar hasta disolver. 

Aforar con agua y cubrir el matraz con papel aluminio. 
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3.3 METOPO ANALITICO DE LA 4-AMINOANTIPIRINA. 

El complejo colorido que se forma al reaccionar el clorhidrato 

de fenilefrina con la soluci6n de 4-aminoantipirina, se ve 

afectado con el transcurso del tiempo con gran rapidez, por lo 

cual se recomienda preparar las muestras una por una, 

comenzando por el blanco y prosiguiendo indiatintamente con 

estandar o muestras. Bl tiempo m&ximo que se estima por 

a11:&iiaia para cada muestra ea de un minuto. 

1) Preparaci6n del blancoz 

Bn un matraz Volum•trico de 50. O ml depositar 2. O m1 de agua 

destilada, adicionar r•pidam.ente l. O ml de ferricianuro de 

pot••io al 4.0 ,, teniendo cuidado de no dejar residuos de '•te 

reactivo en la• paredea del matraz. Agitar para homogeneizar la 

aoluci6n, adicionar 42 m.l de borato de sodio al 2.0, y mezclar. 

Ad.iciozÍar 1.0 m1 d• 4-aminoanti.pirina al 3.0't5 y llevar a 

volumen con borato de aodio al 2.0~. 

Calibrar el e•pectrofot6metro a una longitud de onda de 490 nm.. 

2) Preparaci6n de la muestrai 

Depositar una alícuota de 4.0 m1 del producto oft,lmico en un 

matraz volwnétricO de 50. O ml. Llevar a volumen con agua 

d••tilada. 

Bn otro matraz volumétrico de SO. O ml depositar S. O ml de la 

aoluci6n anterior, adicionar 1.0 ml de ·ferricianuro de potasio 

al 4.0%, procurando no dejar residuos del reactivo en la boCa y 
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paredes del matraz. Agitar y adicionar 40. O ml de borato de 

aodio al 2.0\. Agitar y adicionar 1.0 ml de 4-aminoantipirina 

al 3. O\, nuevamente ·agitar, y llevar a volumen con borato de 

sodio al 2.0\. Determinar la absorbancia a 490 nm. 

3) Preparaci6n del estandar: 

En un matraz volumétrico de 50. O ml depositar 2. O ml de la 

aoluci6n eatandar de trabajo, tomando las mismas precauciones 

que en la preparaci6n de la muestra. Adicionar 1. O ml de 

ferricianuro de potasio al 4. º'' agregar 42 ml de borato de 

aodio al 2.0\ y agitar para homogeneizar. Adicionar 1.0 ml de 

4-aminoantipirina al 3. 0% y llevar a volumez;i con borato de 

•odio al 2.0%. Determinar la ab•orbancia de 490 nm.. 

~ CAlculoa. 

mg de clorhidrato de fenilefrina/100 ml • 

(Amo X mgStd X SO X SO X S X 2) 100 

(Atltd X 4 X S X SO X SO X SO X 100) 

Simplificando lo• c'lculo• •• obtienes 

119 de clorhidrato de fenilefrina/100 ml • 

A 11<> x mg Std X ,P.Std X 0.01 

A Std 
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Dondet 

A No • Ab•orhanaia de la muestra a 490 nm. 

A Std • Abaorbanai& d8l eatandar a 490 nm.. 

\P Std • Porcentaje de pureza del eatandar. 

mg Std • Peao en mg del eatandar. 

3.4 METQDOLOG!A PARA LA VAL!DACION. 

~ Bl primer par&metro a evaluar ••• la especificidad con 

reapecto a placebo, y poaterioraente conreapecto a producto• de 

de¡¡radaoi6D (•alectividad), 

Para determinar experimentalmente la eapecif'icided, preparar 

una cantidad •Uficient• de placebo y tomar una aerie de 8 

al!cuotaa. A trea de e1laa, adicionar la cantidad equivalente 

el 100' del valor ta6rico (125,0 mg/100 m.l) de clorhidrato de 

fanil•frina, 

Aplicar el a6todo •obre cada una de laa S alícuota• de placebo 

y aohre la• tr•• de placebo cargado al 100,. 

~ Para determinar la ••lectividad del m6tod~, •• nepeaario 

realizar un.a revi.i6n bibliogr•f ica y en baae a ello d•te:aai.Dar 

la• condicione• aabientalea bajo la• cuales •• acelera lÁ 

degradaci6n del anal!to de interee, que en ••t• caao particular 

•• el clorhidrato de fenilefrina. 

La• condicione• de degradacion aon eiguienteat 
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a) Someter las mu••tras a pB alcalino a 60 °c. 

b) Someter mue•tra• al efecto de UD agente oxidante (peróxido 

de hidr6geno) a temperatura ambiente. 

c) Adicionalmente a esta• condiciones, aometer muestras a 37ºC, 

•s ºC, 60 ºC y a 60 ºC pB Acido. 

Para evaluar la selectividad del a6todo, preparar placebo y 

lote piloto ( al 100.0~ ) en cantidad auficiente para mantener 

alícuota• de ambo• a las condicione• antes indicada• por UD 

periodo de 30 di••· 

De acuerdo con lo que •• indica ·en el capítulo de validación de 

la u.s.P ni:i: ••cci6n <1225>, •i no •• cuanta con cantidad•• 

aislada• de loa producto• de degradaci6n, la ••lectividad pueda 

aer d1maatrada al realisar un an'liaia basal, an'li•i• a 

intervalos y UD an&li•i• final a cada una de la• aueatraa, de 

la• cu&lea las que corraaponden a lote piloto deben reflejar un 

dacreaento en al contenido de clorhidrato da fanilafrina con 

raapaoto a la cantidad basal. 

Sn ba•• a loa aatu4io• raalisado• por Luduana-Snydar-Land, loa 

producto• de dagradaci6n dal clorhidrato de fenilefrina por 

oxidaci6n aon la adrenalina y la oxedrina. 

Tanto la adrenalina coao la oxedrina poaaen UD radical etilo y 

aminoaetano en po•ici6n para, lo cual, en baae a lo eatablecido 

por Bdgar ... r•on impo•ibilita que •e afactue la reacci6n entre 

la 4-..U.aoantipiriaa y dicha• mol6cula• (4), (7), (29). 

Las aatr;_cturaa pueden ob•ervarae en la figura aiguientei 
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ciorhidrato d~ PerÍiiefrina, 

/ ~ ·~ r-· CB2. NB Ce3 " HC1 

-~u ~ . on ' 
BOCB ce2 

Q 
_Adrenalina 

OH Oxedrina 

PIGtlRA
0

XI. BSTRUCTt!RAS QUIKICAS DBL CLORHIDRATO DB PBHJ:LBPRINA, 

ADRBNALINA Y OXBDRINA 

Para determinar 1a precisi6n expre•ada como 

repetihilidad, preparar un lote piloto cargado al 100. º' y 

alizarar una •eri8 de 15 al!cuotaa. 

Para evaluar la preciai6n expresada como la reproducibilidad 

analizar seis muestras independientes ( no del lote piloto 

preparado anteriormente) • El an,lisis 'debe realizarse por do• 

analistas (tres determinaciones cada uno). 
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~ Determinar experimentalmente la exactitud en un rango de 

7.5 mg/ml (60.0 ,, a 15. O mg/ml (120. 0'11) del va1or te6rico 

(1.25 mg/ml) .Analizar 6 mue•tras de cada una de las 

conceD.tracionea. 

~ Determinar la linearidad del m6tod~ en un rango de 7. S a 

15 mcg/ml. Preparar una •oluci6n e•tandar y realizar diluciones 

para llegar a la• concentracione• indicadas y analiz&r cinco 

111Ueatraa de cada una. 

~ Determinar el límite de detecci6n por 1•• 'dos v!as 

augerida• anteriormente en el inciao 5 del punto 2. 3. 3, ea 

decir, 1111 ba•e al nivel de ruido del eapectrofotcSm.etro Beckman 

DU-65, y en f'unci6n de la lectura obtenida del anlliai• de 5 

aue•traa placebo • 

.l.s.t..t1 Para determinar el l!mite de cuantificaai6n preparar una 

soluci6n eatandar de clorhidrato de fenilefrina y realisar 

dilucion•• ha•ta obtener diver••• aolucionea en un rango de 

concentracionea de 18 a O. 25 mcg/al. Analizar 4 aueatraa de 

cada concentraci6n. 

L..t..:..I avaluar la tolerancia del za6todo unicaaente en f'unci6n 

del tiempo de anlliaia ya que al realizar una reviai6n biblio­

grafica se determinaron otro• factores cr!ticos. 
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Aplicar el m6todo da la 4-am.inoantipirina a una mu••tra de lote 

piloto (al l.OO.O') y determinar la absorbancia de la mi- a 

intervalo• de 20 •egundo• ha•ta llegar a 10 minutos. Realizar 

esta operación tres vacas, calfular el promedio para cada uno 

da lo• intervalo• y graficar. 
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t:APITULO 

IV 



RESULTADOS Y DISCUSION 

4.1 RESULTADOS. 

Loa resultados experimentales obtenidos para la validaci6n del 

•'todo de la 4-aminoantipirina en el an'lisis de muestras que 

contienen clorhidrato de fenilefrina se presentan a 

co~tinuaci6n en una serie de tablaa·y gr,ficaa. 

TABLA 1. DATOS PARA LA BVALUACXON DB LA BSPBCXPXCXDAD 

NUllBRO DB RBSPUllSTA OBTBNJ:DA 

llUllSTRA (Abeorbancia) 

1 o.ooo 

2 0.001 

3 0.001 

4 0.002 

5 0.002 

*6 0.703 

•7 0.705 

*8 o.705 

PROJlllDXO PLACBBOS 0.0008 

* PROJlllDXO llUllSTRAS AL 100.0'ls 0.704 
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TABLA 2. DATOS PARA LA EVALUACION DE LA SELECTIVIDAD 

CONDICION ASPECTO DE LA SOLUCION CONCENTRACION 

(ALMACENAJE) PLACEBO LOTE PILOTO PLACEBO LOTE 

PILOTO 

Inicial Soluc16n incolora 0.0% 99.4340% 

37°C Soluci6n incolora 0.0% 99.5700% 

por JO dias 

45•c Soluc16n lig•raaente o.ox 99. 75B9% 

por 30 dias_ amarillenta 

60°C Color amarillo Color aaarillo o.ox 95.4589% 

por 30 dlaa . ligero 

60'C Color aurillo Color iaaarillo 0;0% 52.5124% 

pH alcalin~ con pracipitado 

30 di•• color cafe. 

60'C Ligero color Color amarillo o.o% 100. 6481% 

pH leido paja ligero 

30 dias 

Teap. Color amarillo Color cafe cla- Si hubo 74.8644% 

ambiente 30 ro con precipi- r1spue.! 
dias con tado cafe ta. 

Hz º2 
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TABLA 3 • DATOS PARA DBTBRMINAR LA PRBCISION DBI. llBTODO 

BXPRBSADA COMO RJIPBTIBII.IDAD. 

Numero 1119 Porcentaje d• 

de muestra Recuperado a Recobro 

1 124.80 99.8464 

2 123 .51 1 98.8124 

3 124.40 99.5264 

4 125.83 100.6687 

5 124.40 99.5264 

6 123.37 98.7004 

7 124.63 99.7056 

8 124.27 99.4199 

9 125.47 100 .3827 

10 124.27 99.4199 

11 124.98 99.9913 

12 125.43 100.3459 

13 124.72 99. 7781 

14 124.81 99.8484 

15 124.49 99.5973 

Promedio 124.63 99.7046 

Coef. de Variaci6n1 0.5341 Deav·. Bstandar1 0.5325 
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TABLA 4. RBSULTADOS PARA LA BVALOAC:CON DB LA PRBC:CS:CON 

BXPRBSADA COMO RBPRODOC:CB:CL:CDAD. 

A N A L :e s T A 

l 2 

99.89 99.55 

Dll l 100.29 99.95 

99.79 100. 09 

99.97 100 .27 

Dll 2 99.78 99.97 

99.96 100.07, 

DBSVJ:AC:CON BSTANDAR ( D.B ) . 0.2063 

COBP:CC:CBNTB DB VARJ:AC:CON ( c.v) . 0.2064 "' 
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TABLA 5. DATOS PARA LA BVALUACXON DE LA BXACTXTUD 

CONCENTRACXON 
DEL PLACEBO 

CARGADO 

120.0 ' 
15.0 mg/ml 

100.0' 
12.5 mg/ml 

80.0'll 
10.0 mg/ml 

60.0' 
7.5 mg/ml 

CANTXDAD 
ADXCXONADA 

llN mg 

37.4 
37.2 
37.4 
37.5 
37.5 
37.6 

31.1 
31.2 
31.2 
31.2 
31.2 
31.1 

24.7 
25.1 
25.0 
25.l 
25.0 
25.1 

18.6 
18.6 
18.6 
18.6 
18.6 
18.8 

PORCENTAJE 
RECUPERADO 

( ' ) 

99.3416 
99.8757 
99.4603 

100.3787 
100 .4971 

99.0493 

99.8464 
98.8124 
99.5264 

100.6687 
99 .5264 
98.7004 

99.7135 
99.1795 

100.1059 
98.8278 
99.0466 

100.0588 

99.6753 
99.6753 
98.9684 
99.9110 
99.6753 
99.7806 
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PROMl!DXO 
C.DB VARXACXON 
DBSVXACXON STD 

X • 99.7671'11 

c.v • 0.5860, 

D.E • 0.5846 

X• 99.5134' 

c.v • 0.7244 

D.B • 0.7208 

X • 99.4886' 

c.v - 0.5476 

D.E • 0.5448 

X • 99.6143, 

c.v • 0.3311'11 

D.B • 0.3298 



TABLA 6. DATOS PARA LA BVALl1ACION DE LA LINEARIDAD. 

CANTIDAD ADICIONADA CANTIDAD RBCUPBRADA 

BN (mg) BN (mg) 

--------------------- ----------------------(60'0 
59.52 59.3267 
59.52 59.3267 
59.52 58'.9059 
59.52 59.4668 
59.52 59.3267 
60.16 60 .0:178 

--------------------- ----------------------(80,) 
79.04 78.8134 
80.32 79.6608 
80.00 80. 0844 
80.32 79.3782 
80.00 79.2371 
80.32 80.3604 

--------------------- ----------------------(100,) 
99.52 99.3670 
99.84 98.6540 
99.84 99.3670 
99.84 100.5075 
99.84 99.3670 
99.52 98.2265 

(120,) 
119.68 118.8918 
119.04 118.8918 
119.68 119.0339 
120.00 120.4544 
120.00 120.5964 
120.32 119.1760 

PIDIDIIDITB (m) . 0.9986 

ORDBNADA AL ORIGIDI (b) . 0.2260 

COBPICIBNTB DB RBGRBSION (r) . 0.9999 
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GRAFXCA 1. LXNEARXDAD DEL METODO. 

DLI-<d .. ¿: sr=>1~c::,~1::.:r.11=-1-ICll,C:l1"IS~r~·~. 

Q~l\NT 11 · 

0:0000 2.12M , 4.21100 6.:Sl..00 0.11000 10.t.OQ 

),'IEIO 

).320 

o~.~oo~o~o,...,_·~-.¡2~.~,2~0~0~~--,4~.~2.~,o~o~~....,.~ •• ,.~o~o~~__,er.~ •• ~o~o~·~-.,~o-.'lóiºº 
. e;:~" CB!H~ n A c.~ o'.tr.(iii~g/~i, 
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TABI.A 7 • DATOS PARA LA BVALUACl:ON DBI. t.l:Ml:TB DE 

DETBCCl:ON EN BASE AL Nl:VEI. DE ROl:DO. 

Nivel. de Ruido 
B•p•ctrofot6metro 
B•ckaan DU • 6 5 

Calcul.o del 1imite 

Limite d9 detecci6n 
te6ric~·(calcu1ado) 

Limite.de detecci6n 
expe~imental 

0.0005 Aba. 

Nivel de Ruido x 3 

0.0005 X 3 • 0.002 

Concentración mínima a 
la cual la re•pU••ta ••• 
mayor a 0.002 Aba • 
A 0.25mcg/ml. Aba • 0.021 

TABI.A 8 • DllTBRMl:NACl:ON DBI. t.l:Ml:TI!: DE DETECCl:ON 
llH BASllC A t.A RESPUESTA DEI. Br.ANCO • 

PI.ACEBO ABSORBANCl:A 

----------- ---------------l º·ººº 2 0.001 
3 0.001 
4 o.ooo 
5 0.002 

DBSVl:ACl:ON 8.366 X 10 -4 
SSTAllDJIR 

I.Dll:TB (8.366 X 10 ... , 
CALCULADO " (10) • o.ooe 

t.Dll:TB UPBRDlllllTAL 1 
Concantr•ci6n alnima con 
re•pu••t• aayor de o.ooe 
0.25 mcg/lllll • 0.21 Ab• 
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TABLA 9. DATOS PARA DETERMINAR EL LIMITE DE CUANTIPICACION. 

X A B S O R B A N C I A 

CONCBllTRACION -----------------------------------------------

EN mcg/ml. Y1 Y2 Y3 Y4 

0.25 0.020 0.022 0.020 0.019 

o.so 0.037 0.035 0.038 0.038 

1.00 0.075 0.077 0.074 0.074 

2.00 0.140 0.140 0.141 0.139 

3.00 0.215 0.215 0.216 0.214 

4.00 0.281 0.200 0.281 0.282 

s.oo 0.351 0.351 0.351 0.351 

6.00 0.410 0.411 0.409 0.410 

e.oo 0.561 0.561 0.561 0.561 

10.00 0.700 0.704 0.700 0.699 

12.00 0.838 0.836 0.840 0.838 

14.00 0.999 0.999 0.998 0.999 

16.00 1.119 1.118 1.119 1.120 

10.00 1.256 1.255 1.256 1.257 

VALOR SltPSRIIUllTAL 

P r • 4.3483 
P fa • 0.2462 
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TASI.A 10. DATOS PARA BVALUAR I.A TOLBRANCIA 

BN FllHCION DBL TIBMPO 

ABSORBANCIA TIBMPO 
••gundo• 

0.701 20 
0,697 40 
0.697 60 
0.695 80 
0.693 100 
0;593 120 
0.691 140 
0.689 160 
0.687 180 
0.684 210 
0.682 240 
0.679 300 
0.679 360 
o .675 390 
0.671 420 
0.667 450 
0.667 480 
0,665 510 
0.667 540 
0.666 570 
0.661 --: 600 

- 70 -



< 
H 

0.7 

u 0.611 

z 
< 
IQ 0.68 
o: 
o 

"' 
CQ 0.87 
< 

GRAPJ:CA 3. REPRBSBNTACJ:ON DE LA ABSORBANCJ:A 

EN PllNCJ:ON DBL TJ:EMPO, 

o.ee.J...,-..-..,...-...-..---r--.--.--.-...,--.---r-,.-,--,--,,-,.--.--r-r-..,.... 
20 40 80 80 100120 180 210 300 39C> 450 510 510500 
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CUADRO l. COMPARACION DE VALORES LIMITE Y RESULTADOS OBTENIDOS. 

PARAMETRo VALOR LIMITE 
VALOR 

EXPERIMENTAL 

!SP!ClflCIDAD 
LA S!W\l Dlllllli\ 1'111 U LA SOOL Dlllllii 1'111 !l PUIC!lll 
PLAC!lll OIB[ S!R IOJ\l A Cffill. !S 1111\l A Cllll. 

ftl NMlli'NI U PLAC!lll 5111!1100 A ftl Mllli'NI U Pll!C!lll, LA R!S· 
CIJ()ICl{lj!S DE D!fJWJACl{lj, LA R!S- R!Sll!!S!A fUE DE C!lll. LOS 7. DE 
Pll!STA DIB[ S!R C!lll. ftl Mlllli'NI R!QIRI DE LAS 111!5!11\S REfLE· 

SEHCllUIDAD LAS lllESlRAS SlllE!llli\S A OHJIClll- Jlil IN DISIUU:l{lj DE LA C1M-
11!5 DE D!Qliill!Cl{lj, lDS 7. DE R!Cll- !IDAD DE AIO\ll!D DE llllll!S 11 
1R1 Dlllll SER llEllll!S Al lit 7. DE !SIAOO INICIAL, 1 S! OOJEIORlll 
Aal!lllO A LA DlfMlliclll PllW:llil. DE OIO'.IElllO A LO !SP!RAOO. 

rREPEllBlllDAD 
- LA l'll!CISlll llll'll!SHlll IDIJ ll!PlllBlllDAD: 
RIP{!!Bllllllll 1 lllPlllllllllDAD, SE- lll!f. DE UMIAClll 't.5141 
Qll LA l[<Jlllil l!!ffCllllD1111E1111Al 7. DI R!lllRJ '!l'l.IM& Z 

PIUCISl{lj lll'LOOll DI U llCllllO, U lll!fl· RIPllDx:IBlllDAD: 

L RIPIUU:IBILllllll 

CUlllE DE UMIAClll·DlllE SIR 1111111 (J)[f .11[ UMIAClll 1111\l O NOlll 
O IWAl.Al.t7.. ·nlilAl.ISIAlll A l.t 7.. SE(IJ( IL MIALISIS DI 
Dl!I[ lllfWIR DI U Rlllll!AOO DI LA llHllMl!J\, El llMLISIA ll REPRE-
OMl.lllM:llll. SllllA mero 11 LA IMIOW:llll 

11 U _, llJE SI DllDlllllE, U 1217. IM7. 117. !ti: 
Cll[flCIENIE DE llHllAClll DIBl SIR 

le 2.511 2.511 1.511 2.511 
lllAClll\D 

lllDI A l.17., U 7. DI ll!aPDlllClll 

'"' t.915 l.16l 1.22'1 1.814 
DI '7.1 A fll.ts 7., 1LA1 Qlf.IIJIA-

.V 1.5116 t.124 t.541 t.lll 
lllDIBES!Rllllll!CllllllALA 1 

IRIC !l'l.16 !l'l.51 !l'l.48 !l'l.&I 
DIPIRllllllAL. 

P!lllfOll[ lal lfllJX. O lllllL A 1 PDlllDllE t.l, t.!l'lll 
llll!MIDAD fllltJJ:IPID lbl CllDlll A C!lll INl!RCEPID lbl ' -t.l 

IDllELllClllHul·lllllll D! t.'lll IDIREIJICllll lu l • 1.!l'l!l'l 

11 IMSl ftl llU!l DE 111100 Dll 116- ll ll111Xl illE SI PllllllSID 1 DI 
lfllUIU 1 Al IMUll l'lllU:IOO 1'111 LA HIUlll lillfl'IRlllU PUEDE 

u•m DI DErrcc11Jj n BLAllll, n UNllE DI DEIECClll DEIECIAR <Dml!llllCIOOS DE 
!S LA <DmlllllCllll A LA QIAl SE t.5 J!'l l'lllU:IDIXJ 111 ~llll DE 
l'IUU:E lll IMUll 11111111 A l.ltl Na. 1111.D!t.tll. 

OIUll111ACllll •1•11111 A LA lllAl SE ES l'IJSIBll DETDlllM! rMllDH>-
P1m1:E lllA Rrsru!SlA 1111 llUlLIS DIS lllSD[ f.25 mg/al lllSTA IB 
ACEPIMLES DI lllACllllll 1 llllSIClll otglal IDI llUUES ACIPflilLES. 
llll'lfDIXJ ID! llli llAlll!ES 1111111115 frhJI :4.1481 rrcal = 7.3i 

u•m DE ESTABLICIOOi, 1 lll!MS OOOSllWIKl fla "'I' '1.246 ffo tal• 2.11 

lllWllffCllCllH 1111 lflS Rl!l'IJESTAS lll!Dlllli\S DDlllll SI IIKl.UY[ EXISI[ IN ll!LACllll 
DEL IWl:ll D!IDllllWXJ, 5111 DIRICIA- AlllilDlll SlllllflCAlllM Dlml 
MDllE l'lll'lllCllllALES A LA CHlllDAD CMllDAD llllCllllAlli\ 1 PIU'llMI 
D!l IW\lllD D! IMl!RES. IES DECIR Mffillil Y lll ~y fALTA DI i\Jtl'.m 
llJE SI ifEGA A LA LEY DE BEERl. !SE ifEGA A LA LEY DE BEllll. 
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4.2 PISCUSION. 

De acuerdo con los resultados del cuadro 1, el método an~lítico 

de la 4-aminoantipirina cumple con los criterios establecidos 

para la validaci6n de m6todos. 

En el. caso de la evaluaci6n de la selectividad del método, al 

analizar el placebo en presencia de un agente oxidante se 

obtiene una re•pueata que •• explica de la manera •iguientea 

El •'todo se lleva a cabo en dos etapas, en la ·primera, el 

clorhidrato de fenile~rina reacciona con la 4-aminoantipirina. 

En la •egunda, la 4-am.inoantipirina que no se combina con el 

clorhidrato de fenilefrina, al encontrarse en un medio alcalino 

•• oxida y se produce una coloraoi6n roja. Para la evaluación 

de la aelectividad se empleo peroxido de bidr6geno como agente 

oxidante, pero en la practica ea claro que no exiate la 

poaibilidad de que un placebo por ai miamo de re•pue11ta al 

Mtodo. 

Bn la evaluaci6n de la exactitud, ae obaerva que e1 valor de 

Tcal ea menor a Texp, para para la concentraci6n del 60.0\. 

Bn ••te ca110, el reaultado no ea repreeentativo, ya que al 

realizar el an6liei• de dato• •• ob••rva que al efectuar los 

cllcu1o•, la ••rie de datoa para el 60' preaenta una deaviaci6n 

e.Candar muy baja, y al dividir ant:re ella para obtener la 

Texp, el va1or calcu1ado ea mayor. B• to puede corregir•• 

realizando un mayor numero de determinaciones para incrementar 

la deaviaci6n eatandar, pero dado que cumple con loa requiaitoa 

de coeficiente de variaci6n y porcentaje da recuperaci6n esta-
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blacidoa en la Guía de Validaci6n da Métodos Analíticos 

publicada por al Colegio Naci.onal da Químicos Parmac6uticoa 

Bi6logoa, se considera qua el método es exacto. 
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CONCLUSIONES 

1) Bl mitodo de la 4-aminoantipirina cumple con loa requisitos 

establecidos para poder considerarse adecuado para la 

determinación analítica del clorhidrato de fenilefrina, tanto 

en anilisis durante el proceso de manufactura como en eatudioa 

de. estabilidad. 

2) El m6todo descrito satisface las necesidades de bajo costo, 

aplicación y reducido tiempo de análiaia solicitado por la 

empreaa. 

3) La vía de degradación m&a probable a pre•entarse en el 

clorhidrato de fenilefrina que contiene la f'ormulaci6n del 

producto oftilaico en ••tudio es la oxidaci6n de la mol,cula. 

Lo• producto• de degradación por oxid.aci6n son la Adrenalina y 

la Oxedrina. B•toa compuestos no pueden ser detectadas por el 

m'todo propuesto. 

4) Ea conveniente llevar a cabo un estudio adicional, ya que de 

e•te trabajo •ti concluye que el conservador empleado 

actualmente en la formulaci6n no es el mls adecuado. 
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