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INTRODUCCION

Cuando se desarrollan nuevos métodos analiticos, es necesario realizar una evaluacion
para comprobar que e método es adecuado para el farmaco en estudio, por lo cual es necesario
Revar a cabo una vakidacion. Asl mismo, se hace necesaro contar con otro método de analisis el
cual nos permita tener otra altemativa para la cuantificacidn del Pindolol, el cual es un beta -
bloqueador, que protege al corazdn contra la estimulacidon excesiva por las catecolaminas durante
el estrés fisico y psiquico, asl como también en reposo.

Con éste fin s6 compararon dos métodos analiticos. Espectrofolometria- al ultravioleta U.V.
y cromatografia de lquidos de afta resolucion C.L.AR. | encontrandose que ambos métodos son
precisos, exactos, lineales, reproducibles y especificos; Ademas de ser equiparables en cuanto a
precision, exactitud y knealidad, por io tanto estos métodos pueden ser utilizados indistintamente.



I. FUNDAMENTACION DEL TEMA
A. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Cuando se desamollan nuevos métodos analiticos, es necesario realizar una evaluacion
para comprobar que el método es adecuado para el farmaco en estudio, para ko cual se requiere
flevar a cabo una validacién. ‘

La validacion de métodos analiticos es una respuesta reciente a las necesidades de la
industria fammacéutica considerada de gran importancia, pues ayuda a completar los
requerimientos de la empresa reforzando las tareas de control de calidad en sus ‘aspectos fisicos,
fisicoquirnicos y microbioldgicos. Asf mismo, refuerza el apoyo brindado por-control de calidad hacia
los departamentos de produccién y desarrollo. La validacién de métodos analiticos involucra varios
aspectos, estos son:

1. Aseguramiento de 1a calidad.

a. Con la validacion de métodos anallticos se obtendra una mejor eficiencia y
seguridad, minimizando riesgos que puedan ocasionar resultados emméneos.
b. Cumple los requerimientos establecidos.

¢. Asequra la uniformidad, reproducibilidad y calidad del producto

d. Garantiza la integridad del producto.

2. Legales
Las empresas farmacéuyticas al contar con métodos analiticos validados, aseguran
la obtencién de productos de buena calidad y sin variabilidad entfe lote y lote,
evitando as{ pérdidas de producto y problemas de reproceso, los cuales implican
grandes pérdidas econdmicas, de tiempo y de productividad:
Existe un gran numero de definiciones para e! término validagién.
* La validacion de un método analitico es un proceso por el cual queda establecido
por estudio de laboratorio, que la capacidad del método satistace los requisitos
para las aplicaciones analiticas deseadas “. (15 )

* Es el proceso para determinar que tan adecuada es una metodologia para
proporcionar resultados anallticos dentro de un margen establecido (15)



* Confianza que tiene una compaiiia en sus trabajos de procesoes que se
estan haciendo o que se hardn enésta” (15)

* La validacion de un método analitico consiste en determinar la exactitud
y establecer la variabilidad “. ( 15)

B. OBJETIVOS DE LA VALIDACION

1. Producir os resultados confiables analiticos posibles.

2. Veerificar que una metodologla particular esté basada en principios técnicos
seguros y que han sido oplimizados para propdsitos practicos de medicién.

3. Asegurar que el método, instrumentos, disolventes, reactivos, material utilizado
para el compuesto a analizar y verificar si son adecuados. { 15, 19)

C. FACTORES A TOMAR EN CUENTA PARA EL DISENO DE LA VALIDACION
1. TECNICOS

a. Personal: Asegurarse de que se cuenta con el personal capacitado,
tanto para la_realizacién de las técnicas, manejo del equipo, instrumental,
elc., como para ef andlisis estadistico de los resultados. (3 )
b.Equipo: Que se disponga del equipo necesario y que £ste se encuentre
en éptimas condiciones de trabaijo.
¢. Reaclivos: El laboratorio debe de estar dotado de todos lps:reactivos
necesarios para el analisis que se vaya a realizar. Dichos reactivos deben
contar con fa calidad requernida asl como tenerse en fa cantidad suficiente.

2. ECONOMICO
Ya que con la validacién se obtiene una disminucién de costes en todos los
aspactos es importante tomar en cuenta.
a. tiempo de andlisis: Es importante para la economia de la émpresa al considerar
el tismpo en que se realizarj el proyecto.
b. Costo total del producto: Observar el costo de Jas muestras del producto que se
vayan a utilizar en relacién con el costo total del producto.
c.Costo total del proyecto: Tomar en cuenta todos los reactivos que se vayan a
utilizar, el personal requerido, equipo e instrumentos.



De la misma manera es importante establecer prioridades de los métodos a

validar, tomando en cuenta las necesidades de la empresa.(3)
0. TIPOS DE VALIDACIONES.

El tipo de validacion se efige en funcidn de los objetivos que se pretenden’aicanzar, de los
recursos que se dispone y €l tipo de probiema que se quiera abordar.

1. De acuerdo a los métodos analiticos que se quieran validar.
Categoria 1. Métodos anallticos para cuantificar componentes principales de
sustancias a granel o principios aclivos {incluyendo conservadores) en productos
farmacéuticos terminados.
Categoria ll. Métodos analiticos para determinar impurezas en sustancias a granel o
compuestos de degradacion en productos farmacéuticos terminados.
Categoria lll. Métodos analiticos para determinar caracteristicas fisicas (per ejemplo,
disolucidn, liberacién de principio activo, efc.) (3)
2. De acuerdo al periodo de captacion de la informacion
a. Retrospectivo
1. retrospectivo normal: Estudio cuya inforrmacion se obtuvo anteriormente
a su planeacion con fines ajenos a la validacién que se pretende realizar.
2. Retrospectivo parcial: Estudio que cuenta con una parte de informacion
y el resto esta por obtenerse. (3)

b. Prospectivo
1. Prospectivo normal: Estudio en el que toda informacidn e recogera de
acuerdo a los criterios del investigador y para los fines especificos de la
investigacidn después de la planeacién de éste.
2. Concurrente: Es un tipo de validacién prospectiva que se aplica

exclusivamente en productos y métodos que se realizan esporadicamente

¢.Revalidacién: Es la repeticion parcial o total de un programa de validacion, cuyo

arreglo corresponde al grado de las alteraciones introducidas en el procedimiento



ya validade. El procedimiento es el mismo que para una validacion prospectiva,

pero los controles se realizan en {as dreas donde se hayan efectuado 1os cambios.

E. FUENTES DE ERROR EN LA VALIDACION

Cualquier proceso de medicién esta sujeto a emror. El error de un método analitico debe
evaluarse y controlarse para determinar la exactitud y establecerse precision. El eror de un método
estd formado por el error sistematico (determinado) y el aleatorio (indeterminado)

1. Errores determinados
Los emores de este pueden clasificarse como sigue:
a. Errores instrumentales: Estos se presentan cuando se tiene o siguiente:

I. equipo defectuoso
li. balanzas sin calibrar
lil. impurezas en los reactivos
La cantidad de reactivo empleado y por io tanto la cantidad de impurezas
afiadidas pueden ser proporcional al tamafic de la muestra que se toma
para el analisis.

b. Eror del método: Estos son los errores mas graves de un andlisis. La mayoria
de bs errores anteriores pueden cormegirse o reducirse al minimo, pero los efrores
inherentes al método no pueden cambiarse a menos que se modifiquen las
condiciones de la determinacion.

Algunas fuentes de error metodicos son: La coprecipitacian de impurezas, la ligera
solubilidad del precipitado, las reacciones secundarias, 1as reacciones incompletas
(3)

¢. Errores de operacion: Eslos incluyen los emrores personales y pueden reducirse
porla experiencia y cuidados del analista en las manipulaciones fisicas que
efectie.

Las operaciones en las que se presentan dichos errores incluyen: la transferencia
de soluciones, efervescencia y proyeccidn durante la distribucién, muestras que no
estan bien secas elc.

Existe otra forma de clasificar el error sistemdtico:



d. Error sistematico (constante): Se refiere al error sistematico independiente de la
concentracidn real de la sustancia a ser determinada y esta expresada en unidades
de concentracion.

Las fuentes principales de errores constantes son:

I. Interferencias: Esta fuente de eror es debida a 1a presencia de un
componente, el cual, por sl mismo no produce una lectura pero que inhibe o realiza
la medicion (ésla interferencia también causa una insuficiente selectividad)

Il. Correcciones inadecuadas en el blanco. {3, 15)
€. Emor proporcional (relativo): Es un emor sistemdtico que depende de la
concentracidn del andlisis y estd expresada en unidades relativas, tales como
porcentaje. Los errores proporcionales son causados pos efrores de la calibracion y
mas particularmente por lo siguiente:

I. La suposicién incommecta de linealidad por encima del rango de analisis.

Il. Diferentes pendientes en la linea de calibracion para la muestra

estandar.

Los emores sistemdticos pueden ser estudiados por una variedad de
métodos, algunos de éstos (adicidn al estandar, o recobro experimental, medicion
de linealidad) detectan solo errores proporcionales, en ianto que otros métodos no
pueden ser usados cuando un error proporcional esté presente.Otra fuente de error
la cual no puede ser clasificada faciimente en alguna de éatas categorias es por
ejemplo el andlisis continue automatico, concerniente 2 la contaminacion de la
muestra se Hama emor de reserva, el cual ocurre cuando muestras sucesivas toman
una ruta comin en un sistema automatizado a causa de su dependencia de los
parametros del método, puede ser considerado como un error sistematico. de otra
manera ninguna constante no relativa depenc.2 también de 1a concentracién de ia
muestra previa. En el analisis de una serie larga en una 'secuencia al azar, éste
errof puede ser considerado parte del error al azar. { 3, 15)

2. Error indeterminado (al azar) da lugar a medidas imprecisas y es evaluado por o tanto
por medio de la precisidn (o imprecisidn), en tanto los errores sistematicos causan
resultados inexactos (incorrectos) y estan referidos en términos de exactitud, Usualmente
la precisién se estudia primero, valores sistemalicos pueden determinarse solo cuando ios
errores al azar o indeterminados son suficientemente pequefios.



Los emrores que no son posibles de controtar, son evaluados mediante fa validacion y se
mantienen constantes aquelios Cuyo control si se pueda manejar, pero que influyen
grandemente en la obtencion de resultados. (3 )

F. PARAMETROS DE LA VALIDACION

Los mélodes de validacion empiezan mas bien como una necesidad; €slos métodos deben
ser los mas convenientes y deben ser validados mediante los siguientes pardmetros: (19,20,25 )

1. LINEALIDAD

Indica el grado en que la repuesta del método se aproxima a una Tuncidn lineal del tipo
Y=bX+a (dondeb=1ya=0}Al trabajar a diferentes concentraciones, se manejan de tres a
cinco niveles, de tres a cinco concentraciones diferentes; tres niveles de 80, 90, 100,110, y 120

porciento con respecto a fa concentraciin central. Se hace uso del estadigrafo de contraste t de
student.

2. EXACTITUD

Es la concordancia que existe entre un valor determinado experimentalmente y su valor
real, se utilizan de seis a diez muestras de una misma concentracién, o bien, de quince a veinte
muestras de tres a cinco niveles.
contrasie de hipdtesis:

Hy =p =100%

H,=p = 100%

Utiliza el estadigrafo de contraste t de studentcon « =0.05

3. REPETIBILIDAD:

Es la concordancia con respecto al valor central entre resultados sucesivos obtenidos en un
método bajo condiciones iguales de trabajo. Se manejan de seis a diez muestras a la misma
concentracién. Utiiiza el estadigrafo de contraste x3 liamada ji cuadrada.
confraste de hipétesis:



contraste de hipttesis:
Hn =g < 2%

H, 20 > 2%

4. REPRODUCIBILIDAD
Es la concordancia con respecto a un valor real de un método pero bajo diferentes
condiciones (analista, tiempo, aparatos, laboratorio, dia).

Para evaluar ésle parametro se aplica un estadigrafo de prueba F con dos vananzas,
donde su modelo estadistico lineal del disefio experimental es:

Yau =D +Di+D, + D; + E,

Se hace uso de la tabla de Andlisis de varianza { ANADEVA)

5. ESPECIFICIDAD

En éste tipo de prueba se asegura que la respuesta medible solo se debe a la sustancia
que se desea analizar y no a excipientes o productos de degradacion los cuales se pueden formar
durante el almacenamiento del material.

Para demostrar éste punto se puede llevar a cabo las siguientes pruebas:

a. Analizando el placebo de Ia formulacidn bajo las mismas condiciones que se
trabaja en la formulacion.

b.. Se pueden adicionar los productos de degradacién del principio activo al placebo

dela formulacion, cuando no se conocen tales productos, entonces es necesario

someter al farmaco y a la formulacion bajo condiciones que aceleren el
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proceso degradativo; se emplean para eslo; temperatura, luz solar, tuz
uliravioleta, medio oxidante, pH alcalino, pH icido, etc. {19, 20, 25)

6. SENSIBILIDAD
Para evaluar tal pardmetro se lleva a cabo el andlisis de la muestra donde se vaya
disminuyendo la concentracion hasta un punto donde la respuesta deje de ser configble.
a. Limite de deteccién; Es la minima cantidad de muestra que puede ser detectada,
pero no precisamente cuantificada.
b. Limite de cuaniificacibn: es 1a minima cantidad de muestra que puede ser
cuantificada. (19, 20,25)
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Il FUNDAMENTO DE LA ESPECTROFOTOMETRIA AL ULTRAVIOLETA (U.V)

La espectroscopia de absorcion incluye la visible, ultravicleta, infrarroja, de microondas y de
resonancia magnética nuclear. La eleccion del tipo de espectroscopia a emplear depende de la
estructura y propiedades del espécimen. Las bandas de absorcidn en las regiones visibles y
uliravicleta tienen coeficiente de extincion altos permitiendo la identificacion con cantidades infimas
de material, sino también una forma de especificar y controlar la pureza de {a sustancia.

El intervalo completo de radiaciones se denomina espectro tlectromagnético, que
comprende las siguientes regiones. !

107 —10" Rayos césmicos
107°—107 Rayos gama
10%—-10¢ Rayos X

10°%—-10° Ultravioleta
10°—10* Visible

104—10 Microondas
10—10° Frecuencia de radio.

Los intervalos de longitud de onda para el ultravioleta coresponden de 200 a 400 nm.
Cuando la molécula absorbe radiacion, su energla aumenta en una cantidad iguat a la
cedida por el fotdn que se expresa con la siguiente relacion:
E =hv = hcia v=ch
£n la cual h es la constante de Planck, vic y A son respectivamente la frecuencia y la
longitud de onda de la radiacion.
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La espectrofolometrfa se basa en la ley de Lambert y de Beer que establece que cuando
pasa luz monocromatica por un medio transparente, la disminucién de la intensidad, con el espesor
del medio, es proporcional a la intensidad de la luz, 1o que equivale a decir que la intensidad de ia
fuz transmitida disminuye exponenciaimente al aumentar el espesor del medio absorbente.

Dicha ley se expresa como:

de donde:

A=ech
A = Absorbancia y estd en funcidn de la concentracién en litros por mol —centimetro.
€ = coeficiente de extincion molar.
¢ = Concentracidn en moles por litro.
b = Longitud que atraviesa la radiacion; en cm.

En la especirofotometria ultravioleta y visible la radiacion proporciona energia capaz de
excitar electrones de una molécula desde su estado fundamental hasta un_estado excitado.

La concentracin limite mas baja para el andlisis espectrofotométrico es alrededor de
1X10°M.

AINSTRUMENTACION DE ABSORCION ULTRAVIOLETA (U.V.)

Fuente selector control Porta Medidor
de —+ de - de = Muestra - detegtor = o
huz frecuencia intensidad registrador
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Hl. FUNDAMENTOQ DE CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION
(CLAR)

La cromatografia de liquidos de alta resolucidn estd basada en la distribucién de una
mezcla de sustancias entre dos fases, donde una de ellas es un liquido que pasa a través de una
fase estacionaria que permite separar a los componentes dependiende de sus caracteristicas
fisicoquimicas al saiir del sistema de separacién son detectadas, registradas y cuantificadas.

Es un método altamenie selectivo en el cual se utilizan cantidades de muestra muy
pequefias, es rapido y versatil. La desventaja de éste método es que es muy costoso'(7, 8)

Ventajas y imitaciones de |a cromatografia de liquidos de alta resolucidn ( C.L AR}
VENTAJAS:

- Velocidad de andlisis

- Ala resolucion

- Resultados cuantitativos

- Buena sensibilidad

~ Automatizacién

- Amplio espectro de aplicaciones.

DESVENTAJAS
- Instrumentacion costosa
- Difici anélisis cualitativo
- No existe detector universal sensible
- Experiendia indispensable.

Diagrama de un sistema cromalografico.
Disotvente - Bomba - Inyector = Columna - Detector == Registradory

proéesador de
datos

14



Para seleccionar y desarmoliar el método C.L.A_R. debemos tener en cuenla los siguientes
parametros,

1. Peso molecular de la sustancia que Se desea separar

2 Fase miwil

3. Solubilidad de la muestra

4. Calumna cromatografica

5. Estabilidad de la columna, muestra y fase movil.

6. Interferencias por excipientes 0 posibles productos de degradacion. {21, 26, 27)

A CLASIFICACION DE ACUERDO A LA FASE MOVIL

1. Cromatografia en fase normal:
La fase estacionaria es fuertemente polar (siica gel) y ta fase mdwi es no potar {n -
hexano) las muestras polares son retenidas sobre la columna y se retienei menos 6 no los
materiales no polares.

2. Cromatografia en fase inversa

La fase estacionaria es no polar tales como el agua 6 algin alcohdl, en éste caso el |
material que tene caracteristicas no polares es retenido mayor liempo.

15



V. PROPIEDADES DEL PINDOLOL

SINONIMOS: Prinodolof, 1 - (1hidroxi - indot - 4 - yloxy - 3 - ) (1 - methylethyl) amino - 2-
propanol,4 - { 2 - hidroxi - 3 - { isopropilamine) propoxi ) indole.

Calvisken, Decreten, Pynastin, Visken. (25)

FORMULA DESARROLLADA;
H
OCH,CHCH,NHCH( CH, ),
H
FORMULA CONDENSADA: C,, Hy N, O, (25)
PESO MOLECULAR: 248.32 g/ mol. (25)
PUNTO DE FUSION: 169 - 173°C (25)

DESCRIPCION: Polvo cristaling blanco con ligero olor caracteristico. { 25 )

EMPAQUE Y ALMACENAMIENTO: Conservar en contenedores bien cerrados, protegidos
delaluz  (25)
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METODOS DE IDENTIFICACION: Absorcion inframojo, absorcion ultravioleta, pureza
cromatografica (25)
PERDIDA AL SECADO: Secado a 105 °C por 4 horas: es no mayds de 0.5 % de su peso
RESIDUO DE IGNICION: No més de 0.1 % {25)
METALES PESADOS: 0.002 %. {25)
INDICACIONES TERAPEUTICAS: Hipertension arterial, angina de pecho {prevencion de
los ataques), taquicardia sinusal y auricular, taquicardia paroxinica, faquicardia en
pacientes con aleteo o fibritacion auriculares, extrasistoles supraveniricutares, sindrome de
corazon hipercindiico  (9)

Es un potente antagonista de los receplores adrenérgicos durante mds de 24 horas
después de la administracion oral.
REACCIONES SECUNDARIAS Se suele tolerar bien. Los efectos secundarios son la
fatiga, vértigos, trastomos gastrointestinales, principaimente nduseas, cefaleas, trastornos
ded suefio. En la mayoria de los ¢asos estos efectos secundanios son de natucaleza benigna
¥ pasajera.
SOLUBILIDAD: Practicamente insoluble en agua, lentamente soluble en metanol y muy
lsntamente soluble en cloroformo.
CONSTANTE DE DISOCIACION pk 9.7 (24°C)
COEFICIENTE DE PARTICION - 0.9
CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA Rf0.49
CROMATOGRAFIA DE GASES Ri 2260
USOS. E!pindolol es utiizado para el tratamiento de hipertension arterial esencial, angina
da pecho ¥ arritmias protegiendo al corazon contra la estimuiacion excesiva por fas
catecolaminas durante ef estrés fisico y psiquico asi como también en réposo,
siendo este un beta bloqueador.

MONOGRAFIA DEL PINDOLOL TABLETAS

ASPECTO:Tableta circular, plana, bordes biselados, con una ranura en una cara y Sandoz
en la olra cara, diametro 7 mm..

COLOR: Blanguecino

OLOR: Inodora o débil olor caracterstico
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COLOR: Blanquecino

OLOR: inodora o débil olor caracteristico

HUMEDAD: Maxirmo 5%

DESINTEGRACION: Maximo 15 minutos

RUPTURA: Maxima 4 tabletas

DUREZA : Minimo 3.57 Kg

pH:88a98

PESO: 108 A 116 mg / tableta

FRIABILIDAD: Maximo 2.5 %

IDENTIFICACION: La mancha de !a muestra debe corresponder al R de la sustancia de

referencia.

CONTENIDO DE PINDOLOL: 95%-2- propanol

PERDIDA AL SECADO: no mas que 5%

PRODUCTOS DE DEGRADACION:
.1 -{7 - {2 - hidroxi - 3- isopropit amino propit indol -4- yloxy}-3-isopropilamino-2-
propanol.

.1 - { 1 2 - hidroxi-3-isopropilaminopropiljindol-4- yloxil) -3~ isopropil amino
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V_PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El Pindolol es un bloqueador con efecto broncodilatador e hipertensivo, para el cual se debe
de contar con métodos analiticos confiables para su cuantificacion como materia prima y en
producto terminado.

Se evaluaran dos métodos analiticos: Espectrofotémetria ultravioleta (U.V.)y
cromatografia de liquidos de alta resciucién { C.L.AR.).

As{ mismo para la confiabilidad del sistema es necesario llevar a cabo una validacién con el
fin de garantizar que el método, los instrumenios, los disolventes, los reactivos y todo aquelic
utilizado durante el ensayo son adecuados para el compuesto que se esta analizando.

Esto se leva a cabo para evaluar la precision, exactitud, linealidad, sensibilidad y
especificidad de los métodos en estudio.
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A. Objetivo general:
1. Validar y comparar los métodos espectrofotométrico y cromatografico para
cuantificar el pindolot en tabletas.

B. Objetivas especlficos.

1. Determinar Ia linealidad espectrofotométrica y crofnalogréﬁca del sistema.
2, Determinar la precisidn espectrofotométrica y cromatografica del sistema
3. Determinar la linealidad de los métodos (U V. y CLAR)

4. Determinar la exactitud de los métodos (U. V. y CLAR}

§. Determinar la repetibilidad de los métodos (UV.y C.LAR))

6. Determinar !a reproducibilidad de los métodos (V. V.y CL.AR.)
7.Determinar la especificidad de los métodos (U. V.y CLAR.Y
8.Determinar la sensibilidad de los métodos (U.V.y CLAR.)

9. Comparar ios mélodos espectrofotométrico y cromatografico

20



Vil HIPGTESIS,

Tanto la espectofolometria ultravioleta como la cromatografia de liquidos de alta resolucién
resultan ser métodos equiparables para la cuantificaron de pindolo! en tatwetas.Debido a que por
medio de cualquiera de estos métodos se puede cuantificar el Pindolol y resultar igualmente
confiables. '
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Vil MATERIAL.

A. Equipo:

1. Espectrofotémetro Shimadzu UV - visible, modelo 240 con graficador Graphic
Printer  PR- Shimadzu.

2. Cromatégrafo de liquidos de alta resolucidén Perkin - Eimer serie 2 con bomba
de onda variable y detector LC - 65 T Perkin - Elmer de fongitud de onda variable
3. Automuestreador LC 600 Perkin - Eimer

4. Consola Perkin - Elmer sigma 10 Shcromatography data station

5. Agitador magnético variomag electronicrubiver multipoint MP

6. Balanza analitica Mettier AK - 160

7. Bafio ultrasénico, marca thelco modelo 182

8. Parrilla de calentamiento marca / Lindberg, modelo 53166

9. Lampara ultravioleta para revelar, marca Mineralight, modéto UVS - 11

B. Material de vidrio:
1. Matraz volumétrico 100 mil, pyrex
2. Matraz volumétrico 50 mi, pyrex
3. Matraz volumétrico 25 mi , Pyrex
4. Pipetas volumétricas 15 ml, Pyrex
§. Pipetas volumétricas 5 ml, Pyrex
6. Pipetas volumétricas 4 ml, Pyrex
7. Vasos de precipitados 1000 ml, Pyrex
8. Vasos de precipitados 100 ml, Pyrex
9. Condensadores 24 / 40 .Corning
10, Matraz baldn 250 mi, Corning
11. Embudos de fittracion, Pyrex
12. Matraz Edenmeyer 125 ml, Pyrex
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C. Reactivos:
1. Estdndar secundario de Pindolol iote 810305
2. Metanol grado reaclivo RA, marca JT Baker
3. Metanol grado  HPLC, marca Cromasol
4, Carbonato de Amonio RA, marca JT Baker
§. Diclorometano RA, marca Cromasol
6. Yodo resublimado RA, marca JT Baker
7. Papel fittro Wattman No. 2

8. Placas preparalivas Kieselgel 60 F, 20 x 20 cm;, de 0.25 mm de espesor.

lote DC - 5564
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{X. PROGEDIMIENTQ

A. METODO ESPECTROFOTOMETRICO

Para fa congentracion del 100 % (llegar a una concentracion de 15 pug / ml.)

Pesar el equivalente a 15 mg. del principio activo, adicionar 30 ml. de metanol, agitar 30
minutos y llevar a 100 ml con metanol, filtrar a través de papel filiro Wattman No. 2, desechar los
primeros 10 mi, tomar una alicuota de 5 miy llevar a 5¢ mi con metamol (15 pg / mi). Leer a 265
nm ufilizando como blanco metanol,

ESTANDAR: Trabajar bajo las mismas condiciones que la muestra hasta llegar a-15 ug / mi.

B. METODO CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION

Para la concentracion del 100% (llegar a una concentracion de 15 ug / ml)

Pesar el equivalente a 15 myg. de principio activo, adicionar 3¢ mi de metandl grado HPLC
agitar 30 minutos y llevar a 100 mi con fase miwvil (metanol / carbonato de sedio 9: 1), filtrar a
través de papel filtro Wattman  No. 2, desechar los primeros 10 mi., tomar una alicuotade 5 ml. y
llevar a 50 mi. con metanol grado HPLC (15 ug /ml. ) leer en el cromatégrafo.

Condiciones cromategraficas:

Flujo: 2 mt por minuto

Temperatura: Temperatura ambiente

Columna: 4.6 mm de didmetro y 25 cm de longitud { Steel)

Longitud de onda > 265 nm

Fase mdvil: Diclorometano: Metanol :  acido férmico :( 75 23 : 1.5)
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C. VALIDACION DEL SISTEMA.

LINEALIDAD

Se determind, construyendo una curva de calibracién de una misma solucidn
patrén, utilizando 5 diluciones y haciendc andlisis por duplicado para cada dilucién, 80,
90, 100, 110y 120 %
PRECISION
Se determind por el andlisis sextuplicado de una misma solucidn estandar correspondiente
al 100% establecido en la linealidad del sistema .

D. VALIDACION DEL METODO ANALITICO

EXACTITUD

Se analizd de 6 a 10 placebos cargados { placebo mas el principio activo ) con el 100% de
principio activo de manera independiente por el mismo analista.

PRECISION
Se evalud mediante la repetibilidad vy la reproducibilidad del métedo, utilizando placebos
cargados.

REPETIBILIDAD
Se analizé de 6 a 10 muestras con placebos cargados a una sola conceniracidn ( 100 % )

REPRODUCIBILIDAD
Se efectud con dos analistas en dos dias diferentes por triplicado de. cada muestra de
placebo cargado con una concentracion del 100 %.

LINEALIDAD

Se analizdé con un placebo cargados del principio activo, a cinco concentraciones, 80,
90,100,110,120 % haciendo el andlisis por triplicado.
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SENSIBILIDAD

Se realiz6 desde una concentracion de 5.0 n g f ml hasta una concentracion de 0.25ug/mi,
realizando el andlisis por duplicado.

ESPECIFICIDAD

Se utiizaron los dos productos de degradacion, excipientes, placebos y estandar realizando
el andlisis por triplicado, observando la respuesta que emiten,
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X RESULTADOS.

PRECISION DEL SISTEMA PARA U.V.

5.00 0.52
5.00 0.54
5.00 0.51
5.00 052
5.00 0.56
.00 0.54
TABLA No. 1
PARAMETROS ESTADISTICOS
X=053
a=0.016
S=0018
1¥=633 10.975).5=12.83
CV=33% x7(0.025),5=0.83
INTERVALO DE CONFIANZA
0.011 < 0.016 < 0.044
AREA DE ACEPTACION
li_zduh < L;(o.m]
6.33< 12.83

2 2
Aieaeo > Xi“(o025)

6.33 > 0.83
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LINEALIDAD DEL SISTEMA PARA U.V.

TJABLA No. 2

PARAMETROS ESTADISTICOS

n=10

Ordenada al origen = -0.019

Pendiente = 0.107

Coeficiente de
Correlacidn = 0.993

Coeficiente de
Vatiacin =0.7 %

t { ordenada al otigen = 0.790

1{0975)8=22306

t{ pendiente ) = 0.886

T(0025),8~-2306
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INTERVALO DE CONFIANZA
PARA LA ORDENADA AL ORIGEN

-2.306 < 1.790 < 2.306

INTERVALO DE CONFIANZA
PARA LA PENDIENTE

~2.306 < 0.886 < 2.306
AREA DE ACEPTACION
t cdiculo < t (0.975)

0.790 <2306

t calculo 2t {0.025)
0.886 > -2.306

29



PRECISION DEL SISTEMA PARA CLAR.

it s T

TABLA No. 3
PARAMETROS ESTADISTICOS

X=7205

o =0.008

$=0.010

%2 = 1.081 xZ(0.025), 5=0.83
Cv=0.14% 1H0.975),5=1283

INTERVALO DE CONFIANZA
0.0062< 0.009< 0.024
AREA DE ACEPTACION
¥l x 2 (0.875)
1.81 < 12.83

x 2 cdleulo > x? (0.025)
1.081 > 0.83
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LINEALIDAD DEL SISTEMA PARA C.LAR.

TABLA No. 4

PARAMETROS ESTADISTICOS

n=10

Ordenada ai origen = 0.039

Pendiente = 1.434

Coeficiente de correlacién = 0.999

t { ordenada al origen )} = 1.200

t{0.875),8=2306

t { pendiente ) = 0.020

t1(0.025)8=-2306
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INTERVALO DE CONFIANZA
PARA LA ORDENADA AL ORIGEN

-19.750 < 0.39 < 19.828

INTERVALO DE CONFIANZA
PARA LA PENDIENTE

—10.930< 0.020 < 1.022

AREA DE ACEPTACION

tcilewlo < t(0.975)
0.20 < 2.306

tedleulo > 1(0.025)
1.200 >-2.306
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RESULTADOS DEL METODO £SPECTROFOTOMETRICO

EXACTITUD DEL METODO

50 4.97 99.4

5.0 5.06 101.2

5.0 5.08 1016

5.0 5.09 101.8

5.0 499 998

5.0 5.00 100.0
JABLA No. §

PARAMETROS ESTADISTICOS

n=6
X=1063

=093
$=1.02
T=151 t(0.978)=+ 257
Cv=10 1(0.025)= -2.57
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PRECISION DEL METODO

REPETIBILIDAD DEL METODO

50 5.08 10160
50 5.00 100.00
50 499 99.80
TABLA N¢. 6
PARAMETROS ESTADISTICOS

n=
X =100.56
o=1.02
s=112
¥ =6.02 x5(0.025), 5=083
CV=111% $5(0.975), 5=12.83
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REPRODUCIBILIDAD DEL METODO

TABLA No. 7
TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA
(ANADEVA )
Analista 1 1.54 1.54 1.00 161.4
dia 1 752 7.52 4.88 1614
Analista-dia 1 1.54 1.54 Q.75 532
error 8 16.36 204 - -
experimental
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LINEALIDAD DEL METODO

TABLA No. &
PARAMETROS ESTADISTICOS

[h=15

Ordenada al origen = 0.1086

Pendiente = 0.9860

Coeficiente de correlacién = 0.999

t (ordenada al crigen ) = 1.682

1(0.975)=2.16 04

t {pendiente ) = -1.092

1(0.025) = -2.1604
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INTERVALO DE CONFIANZA
PARA LA ORDENADA AL CRIGEN

-0.0308 < 0.1086 < 0.2474

INTERVALO DE CONFIANZA
PARA LA PENDIENTE

0.959 < 0.9860 < 1.013
AREA DE ACEPTACION
tcalculo < t (0.975)
-1.092 < 2,160

t céiculo > t{0.025)
1.682 > -2.160
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SENSIBILIDAD DEL METODO

Concentracion Absorbancia

ug/mi
5.0 0.528
50 0.526
45 0.474
45 0.471
4.0 0.423
4.0 0.349
a5 0.369
35 0.316
3.0 0.316
30 0.320
25 0.305
25 0.304
20 0.252
2.0 0.251
15 0.212
1.5 020
1.0 0.144
10 0.141
05 0.070
05 0.067
025 0,016
0.25 0.019
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ESPECIFICIDAD DEL. METODO

Productos

Absorbancia

Productos de degradacion |

0.053
0.047
0.041

Productos de degradacién Hl

0.010
0.011
0.011

Excipiente |

0.028
0.028
0.028

Excipiente Il

0.015
0.015
0.015

Excipiente I

0.017
0.016
0012

Excipiente IV

0.035
0.034
0.041

Placebo

0.076
0.077
0.078

Estandar

0.516
0.509
0.511

Blanco { Metanol)

0.007
0.006
0.006
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RESULTADOS PARA EL METODO CROMATOGRAFICO

EXACTITUD DEL METODO

e s e

50 5.06 101.20
50 5.16 102.00
5.0 507 191.40
50 5.10 102.00
50 5.00 100.00
TABLA No. 9
PARAMETROS ESTADISTICOS

1{0.975), 5= 2.57

1(0.025). 6 = -2.57
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PRECISION DEL METODO

REPETIBILIDAD DEL METODO

TABLA No. 10
PARAMETROS ESTADISTICOS

X=99.14

o=058

S=064

x 2= 6.00 27(0.975),5=12.83
CV=2% 12(0.025),5=083
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REPRODUCIBILIDAD DEL METCDO

TABLA No. 11
TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA
{ ANADEVA )
Analista 1 2.4 2.34 -0.98 161.4
Dla 1 -3.71 -3.71 1.5% 161.4
Analista-dia 1 -2.39 -2.39 -1.33 532
Error 8 14.39 1.79 - -
Experimental




LINEALIDAD DEL METODO

LA
4.50 452
450 451
5.00 5.06
5.00 5.07
5.00 5.08
5.50 5.54
5.50 5.583
5.50 5.53
6.00 6.02
6.00 6.01
6.00 6,03
TABLA Np. 12

PARAMETROS ESTADISTICOS

Ordenada al origen = 0.950

Pendiente = 0.988

Coeficiente de correlacidn = 0.999

t ( ordenada al origen ) = 0.86

t(0.975), 13=2.1604

t{ pendiente ) = - 0.53

1(0.025), 13 = -2.1604
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INTERVALO DE CONFIANZA
PARA LA ORDENADA AL ORIGEN

-0.1479 < 0.099 < 0.3459

INTERVALC DE CONFIANZA
PARA LA PENDIENTE

0.939 < 0.988 < 1.037

AREA DE ACEPTACION
t céiculo < t(0.975)
-0.53 < 2.160
t célculo = t(0.025)
0.86 > -2.160

48



SENSIBILIDAD DEL METODO

Concentracion Respuesta
g/ mi, Area bajo la curva
5.0 152.85
5,0 151.29
45 136.18
a5 ' 133.29
4.0 121.60
4.0 123.45
X 107.62
35 104.37
30 87.46
3.0 89.28
2.5 7416
25 77.74
20 62.29
20 59.40
1.5 43.11
1.5 40.33
1.0 27.88
1.0 2561
05 11.03
05 957
0.25 4.42
025 3.14

ESPECIFICIDAD DEL METODO

No se encontrd respuesta ni en los productos de degradacidn ni en los excipientes asi
como tampoco en los placebos.
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COMPARACION DE METODOS

PRECISION
REPETIBILIDAD

5.00 T 99.00 99.80

5.00 10120 ~59.20

500 101.80 98.61

5.00 101.60 98.42

500 100.00 700.00

500 39.80 98,81
TABLA No. 13

PARAMETROS ESTADISTICOS

n=6 N=6

R =100.56 X=199.14

e=102 =058

==1.04 o =0.33

S=112 S=064

ST=125 §7=040

E=0.4572 E=02612 F(0.975}, 1= 14.94
F=306 F=306 1/F{(0.975),1=0.067

50



EXACTITUD ( PARA METODOS EQUIPARABLES EN PRECISION )

ATRSY (e s T G TR

5.00 101.20 101.20

5.00 101.60 102.00

500 101.80 101.40

5.00 99.80 102.00

5.00 100.00 100.00

TABLA No. 14
PARAMETROS ESTADISTICOS

n=6 n=6
X =100.63 ¥ =101.13
s=1.02 §=0.86
s?=1.04 s2=073 1(0.875),1=12706
t =-092 t=-092 1(0025), 1=-12.706




LINEALIDAD

S T e R

4.00 406 4.05
4.00 4.06 4.07
450 250 451
450 251 4%2
4.50 4.52 4.51
5.00 5.08 5.06
5.00 5.07 ' 5.07
5.00 507 5.08
550 5.54 554
5.50 552 553
5.50 5.52 5%63
6.00 6.01 6.02
6.00 6.03 6.01
6.00 6.02 .03
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TABLA 15

PARAMETROS ESTADISTICOS

3,'1[1 llr:'rl' !n!']"? a0

LT

n=15

T

EX =75.00 £ X =75.00
LX?7=38250 T X?=382.50
X =500 X=500
$=0.73 5=073
a=0.108 a=0.099
b =0.986 b=0.988
S, =20.23 Sy = 0.062
Coeficiente de Coeficiente de t(0.025 1,26 =
Correlacion = (.999 correfacion = 0.999 . 2.05655
t = 0.00019 =-0.00018 t{0.975),26=
2.0555
INTERVALO DE CONFIANZA

- 2.0555 <- 0.00019 < 2.0555
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GRAFICA 1
LINEALIDAD DEL SISTEMA U, V.
Y=0.107(X)-0.19
b=0.107

=-0.19
Coeficienle de correlacién = 0.993

respuesta
(Abs) 0.85 1

0.60 -

0.56 4

0.50 1

0.45 1

0.40 1

L " -y L A

4.0 4.5 5.0 55 6.0

mg /ml

concentracion



GRAFICA No. 2

LINEALIDAD DEL SISTEMA C.LAR.

Y =0976(X)+0.122

b=0976

a=0.122

Coeficiente de comrelacion = 0.898

8.0 A
respuesta
Area bajo 75
la curva

7.04

6.5 1

6.0 4

5.5

40 45 5.0 55 6.0
mg.f ril

concentracién
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¥ = 0.986 {x) + 0,108

b =0.986
a=0.108

GRAFICA No. 3

LINEALIDAD DEL METODO U.V.

Coeficiente de correlacién = 0.659

mg.
recuperados

6.5

6.0

55

5.0

45+

4.0

4.0

20 55 6.0

mg
adicionados
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GRAFICA No. 4

LINEALIDAD DEL METODO C.L.ARR.

Y=0.998(X)+0.099

b =0.998
a=0.099

Coeficiante de correlacion = 0.999

mg
recuperados

6.5 1
60}
55+
504
451

4.0 r

40 45 50 55 6.0

mg
adicionados
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CROMATOGRAMAS DE ESPECIFICIDAD

1. METANOL

Columna : Acero, con un didmetro de 4.6 mm.
Fase mévil ; Metanol / carbonato de amonio 9 : 1
Fase estacionaria : Silica gel octadecil silanizada
Sistema de inyeccién : 20 ml.

Flujo : 2 ml / min.

Temperatura : Temperatura ambiente

Deteccién : 265 nm

Inyeccion de la muestra : 20 pl.

236

-1 END

METANOL
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1. Metano!
2. Pindolol

Columna: Acero, con un didmetro de 4.6 mm.
Fase mévil : Metanol / carbonato de amonic 8 : 1
Fase estacionaria : Silica gel octadecil silanizada
Sistema de inyeccion: 20 ml.

Flujo : 2 ml. / min.

Temperatura de la columna: temperatura ambiente
Deteccion 265 nm

inyeccion de la muestra : 20 pl.

J.21

i
™~
~N

/Eup

METANOL PINDOLOL
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1. Metanol
2. Pindolol
3. producto de degradacién |

Columna : Acero, con un didmetro de 4.6 mm.
Fase movil : Metanol / carbonato de amonio 9 : 4
Fase eslacionaria : Sikca gel octadeci silanizada
Sistema de inyeccion : 20 ml.

Flujo: 2 ml / min.

Temperatura de [a columna ; temperatura ambiente
Deteccién 265 nm.

Inyeccitn de la muestia : 20 .

.2
2.%6

=1 Bup

METANOL

END
‘L 354
D
- TEND

PINDOLOL PRODUCTO DE DEGRADACION
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1. Metanol

2. Pindolol

3. productos de degradacion 1
4. producto de degradacion 2

Columna : Acerg, con un diametro de 4.6 mm.

Fase movil : metanol / carbonato de amonio 8 1
Fase estacionaria : Sikica gel octadecil silanizada
Sisterna de inyeccion : 20 mil.

Flujo : 2 ml / min,

Temperatura de la columna; Temperatura ambiente
Deteccién : 265 nm.

.Inyeccibn de la muestra: 20 pl.

3.2

D
-
~
(o
&
: |
‘ : 1 '
METANOL PINDOLOL
T 0
n e
m o o
1
________/\:- _f_j/L
i ¢ Pl
PRODUCTO DE PRODUCTO DE
DEGRADACION 1 DEGRADACION 2
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X1. ANALISIS DE RESULTADOS

PRECISION DEL SISTEMA ESPECTROFOTOMETRICO Y CROMATOGRAFICO

Para evaluar la precisidn de los sistemas espectrofotlométrico y cromatogréfico, se utilizaron
los datos de porciento de recobro, utifizandose un estadigrafo de contraste “ x° “ , tabla No. 1y
tabla No. 3, respectivamente.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se aprecia que se encuentran-dentro del criterio
de aceptacion, por 1o cual se considera que ambos sistemas son precisos.

LINEALIDAD DEL SISTEMA ESPECTROFOTOMETRICO Y CROMATOGRAFICO.

Los resuitados oblenidos se presentan en las graficas No. 1 y 2 y en las tablas 2 y 4,
respectivamente, observandose que la pendiente para el mélodo espectrofotométrico es igual a
0.107, la ordenada al origen de -0.019 y un coeficiente de correlacion igual a 0.993 ; y para el
meétodo cromatografico se tiene una pendiente igual a 1.434, una ordenada al origen de 0.039 y un
coeficiente de correlacion igual a 0.999 . Al analizar estadisticamente los Tesultados mediante un
estadigrafo de contraste de prueba " t " de Student , se observa que no existe significancia
esladistica en ambos sistemas, por lo que se demuestra que los dos sistenmas son lineales.

EXACTITUD DEL METODO U.V.

Para la evaluacion estadistica de la exactitud del método se utilizaron los datos de
porciento de recobro y se analizé mediante el parametro “ t * de Student, tabla No. 5. De acuerdo a
los resultados obtenidos, se observa que se encuentran dentre del criteric de aceptacion,
demostrandose asi que el método U.V, es exacto.
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REPETIBILIDAD DEL METODO L.V,

Para evaluar la repetibilidad del método se utilizaren los resultados de la tabla No. 6 y se
hizc una evaluacion estadistica mediante el estadigrafo de contraste * x? * , encontrandose que el
método U.V. es repetible.

REPRODUCIBILIDAD DEL METODO U.V.

Para conocer la variabilidad de los datos se hizo un analisis por triplicado de la muestra al
100 % , por dos analistas diferentes en diferentes dias y se llevo a cabo un analisis de varianza.
Los resultados obtenidos se presentan en la tabla No. 7, encontrandose que el valor de * F *
calculada para todos los pardametros { analista, dia, analista - dia ) , fue menor que el valorde * F ©

tetrica, por lo cual comprobamos que el método U V. es reproducible.

LINEALIDAD DEL METODO U.V.
Los resultados se presentan en ia tabla No. 8 y en Iz grafica No. 3 observandose que la
pendiente es igual a 0.9860, la ordenada al origen de 0.1086 y el coeficiente dé correlacion igual a

0.999 , utilizandose la prueba * t* de Student se observa que el método U.V. es lineal,

SENSIBILIDAD DEL METODO U.V..

Los resultados obtenidos muestran que el método es sensible ya que se obtiene
respuesta hasla en una concentracion de 0.25 pg/iml.

ESPECIFICIDAD DEL METODO U.V.

Los resuliados obtenidos en los productos de degradacién, excipientas y placebos
presentan una respuesta muy pequefia comparado con el estandar por lo cual se considera al
método especifico
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EXACTITUD DEL METODO C.L.A.R.

Los resultados se presenian en la tabla No. 9 y se hace uso de un estadigrafo de contraste
de prueba " t " de Student, observandose que los resultados obtenidos se encuentran dentro del
criterio de aceptacién, demostrandose que el método C.L.AR. es exacto.

REPETIBILIDAD DEL METODO CLA.R.

Para evaluar la repefibilidad del método se utilizd el parametro  x? * y los resultados
obtenidos en la tabla No. 10 indican que el método C.L.A.R. es repetible

REPRODUCIBILIDAD DEL METODO C.LAR.

Se realizé un andlisis de varianza utilizandose dos analistas diferentes en diferentes dias,
los resultados obtenidos se presentan en la tabla No. 11, encontrandose que el valor del parametro
* F " caleulada para todos los pardmetros ( analista, dia, analista - dia ) fueron menos que el valor
de “ F “ tedrica, por lo cual se comprueba que el método C.L.AR. es reproducible.

LINEALIDAD DEL METODO C.LAR.

Los resultados obtenidos en la grafica No. 4 y el andlisis de los datos en la tabla No. 12,
observando que la pendiente es igual a 0.988, la ordenada af origen de 0.990 9-el coeficiente de
correlacion igual a 0.999 , realizandose un andlisis a través de la prueba " t " de Student |, se
observa que el método C.L.AR. es lineal.

SENSIBILIDAD DEL METODO C.LAR.

Los resultados obtenidos muestran que se tienen respuestas en concentchiones pequehas
en este caso se ufilizd una concentracion minima de 0.025 pgimi por lo cual el método se
considera sensible.
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ESPECIFICIDAD DEL METODO C.LAR.

Los resultados obtenidos muestran que Unicamente se tiene respuesta en el estandar
mientras que en los productos de degradacion no hay ninguna respuesta al igual que en los
excipientes y en placebos por lo cual se considera al método espécifico.

COMPARACION DE METQDOS ANALITICOS.
La comparacién de métodos analiticos se realizé para precision, exactitud y linealidad.
COMPARACION EN CUANTO A PRECISION.

Se realizé mediante la repetibilidad de los métodos.
Los resultados se observan en la tabla No. 13 y realizando el analisis mediante el
estadigrafo de contraste de prueba * F * , se encontré que no existen diferencias significativas en

ambos métodos, por lo cual consikleramos que los mélodos son equiparable en cuanto a
precision.

COMPARACION EN CUANTO A EXACTITUD.

Se realizé la comparacién de exactiud de los métodos sabiendo due éstos fueron
equiparables en cuanto a precision.

Los resultados se presentan en la tabla No. 14 y se hizo uso de un estadigrafo de contraste
de prueba " t * de Student, encontréndose que la “ t * calculada para ambos métodos fue menor que
1a“ t“ tedrica, por lo cual consideramos que los métodos poseen exactitud equiparable.

COMPARACION EN CUANTO A LINEALIDAD.

Los resultados se presentan en la tabla No. 15 y se realizd el analisis mediante el uso de un
estadigrafo de confraste " t “ de Student, encontrandose que no existen diferencias significativas en
ambos métodos, por lo cual consideramos que los métodos poseen pendientes équiparables
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XIl. CONCLUSIONES,

De los resultados obtenidos se demuestra que tanto el metodo espectrofotometrico como el
cromatografico resultaron ser métodos exactos, precisos, reproducibles y lineales.

Dadas éstas caracleristicas y al hacer la comparacién analitica de ambos métodes, para
precision, exactitud y linealidad, se encontrd que dichos métodos no .presentan diferencias
significativas , por lo cual, se considera que ambos métodos son equiparables en cuanto a
precision, exactitud y finealidad.
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