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VALIDACION DEL METODO ANALITICO DE DISOLUCION PARA UN
PRODUCTO CEFALOSPORINICO EN FORMA FARMACEUTICA DE CAPSULAS

INTRODUCCION

OBJETIVO

El presente trabajo pretende probar y determinar la efectividad del método
analitico de disolucién en un producto cefalosporinico contenido en la forma
farmacéutica de cépsulas, a través del proceso de validacion, el cual incluye una
evaluacion de los parametros analiticos de precision, linearidad, exactitud y
especificidad entre otros. También pretende mostrar que los sistemas utilizados
son adecuados al efectuar la verificacion de los equipos necesarios durante el
desarrollo de la prueba y asegurar de esta forma la confiabilidad del método y la
calidad del producto farmacéutico.

s

JUSTIFICACION

La validacion ha sido un requerimiento de tipo regulatorio para la Industria
Farmacéutica en los Estados Unidos desde la implementacion de las Buenas
Practicas de Manufactura (cGMPs) en 1978, pero es hasta Marzo de 1983
cuando la Food and Drugs Administration (FDA) emite la primera Guia de
Principios Generales para la Validacion de Procesos, la cual va sufriendo
modificaciones hasta que, en Mayo de 1987 se emite la tltima versidn, en la cual
se describen los principios generales que se consideran como parte importante de
la validacion de procesos para la preparacion de productos farmaceuticos.

Requisitos similares existen en muchos otros paises, sin embargo, en

México la exigencia de realizar validaciones a los métodos analiticos y la primera
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e e-n hééerse publica, surge hasta el 18 de Enero de 1988, fecha en que se emitid en
el Diario Oficial de la Federacién, en su primera seccién.

Como parte integral de! Aseguramiento de Calidad se encuentra por tanto el
broceso de validacion, que ayuda a asegurar consistentemente la alta calidad de
los productos. En los ultimos afos se ha incrementado el interés en el tema de la
validacién por el énfasis sobre la calidad y el mejoramiento de la productividad en
la industria para asi obtener eficiencia en los costos y reducir la incidencia de fallas
en los procesos.

El concepto de validacion de un proceso engloba elementos importantes que
estan presentes durante la elaboracion de un producto farmacéutico como son:
los equipos, areas de fabricacion, control de calidad en proceso y producto
terminado, métodos andliticos, entre otros. Como se puede observar el desarrollo
de la validacion de métodos andliticos es un factor que debe llevarse a cabo
necesariamente.

Entre los métodos analiticos que existen podemos encontrar la prueba de
disolucién que se basa en la “"determinacién cuantitativa del principio activo que se
encuentre en solucion, después de un determinado tiempo de agitacion de la forma
farmacéutica en un medio adecuado™, esto implica que se encuentra intimamente
relacionado con la biodisponibilidad de la droga, dicho término indica el “grado en
el cual un producto aicanza su sitio de accion o el fluido biolégico que ie permita
llegar al mismo"?,

El requerimento de la prueba de disolucién fue afadido en las monografias
de tabletas y cdpsulas en 1970, como reconaocimiento al proveer resultados que
permiten evaluar objetivamente la calidad de un producto, siendo asi una
herramienta mas para Control de Calidad, sin embargo hasta 1976 fue adoptada
favorablemente debido a que maduraba tecnoldgicamente.

A partir de 1981 aparecen los primeros casos en donde la prueba de
disolucion fue aceptada. Con esto aicanzé un nivel tal que en 1990 se encontraba
en 400 monografias y para 1995 se encontraba incluida en 532 monografias. En

' Comisién Parmanente de la FEUM. Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos. Secretarla de
Salud. Sexta edicién. México, D.F. MGA0291 p. 121.
“ Goodman and Gilman’'s. The Pharmacological Basis of Therapeutics. Pergamon Press, 1990. p. 5.
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la actualidad la FDA sigue aprobando el método analitico de disolucidon en mas
monografias de diversos productos farmacéuticos.

Como consecuencia, para el desarrollo del presente trabajo se eligié la
forma farmacéutica de cipsulas y como principio activo una cefalosporina que
presenta una actividad antibacterial importante.
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CAPITULO .
GENERALIDADES

1.1 Origen de las cefalosporinas

Las cefalosporinas fueron aisladas por Brotzu en 1948 del hongo conocido
como Sardinian fungus, sus cultivos eran capaces de inhibir el crecimiento del
Staphylococcus aureus y curaba la fiebre tifoidea ademas de las infecciones
causadas por estafilococos, “se encontré que contenian tres diferentes antibiéticos,
los cuales fueron nombrados como Cefalosporinas P, N, y C™.

El aislamiento del nucleo activo de la Cefalosporina C vy la adicién de
nuevas cadenas, hizo posible producir compuestos semisintéticos los cuales
poseian una actividad antibacterial mayor que la sustancia de origen.

Este fue el principio para crear una nueva familia de antibidticos
cefalosporinicos, en donde las modificaciones que se realizan en la posicion 7 del
anillo beta-lactamico estdn asociados con la actividad antibacterial y las
substituciones en la posicion 3 del anillo de la dihidrotiazina corresponden a
cambios en el metabolismo y propiedades de la droga.

La estructura quimica que representa a las cefalosporinas es la siguiente:

]
Rrﬁ ~NH L 8. 2
© & -—J ,Jj
4 5 ~4"r '\\
© ¢ R,
coo— °

Figura No. 1. Estructura quimica de las cefalosporinas.

El continuo crecimiento de la familia de las cefalosporinas durante la década
pasada hizo necesario crear un sistema de clasificacion adecuado.

3 Goodman and Gilman's. Ibidem. p. 1085-1092
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1.2 Clasificacion de las Cefalosporinas

Las cefalosporinas se clasifican en base a sus caracteristicas generales de
actividad antimicrobiana por generaciones.

A) Primera Generacién: Presentan una actividad muy efectiva en
infecciones severas por estafilococos y una accién modesta contra
microorganismos gram-negativos.

B) Segunda Generacién: En comparacion con las de primera generacion,
estas aumentan su actividad contra microorganismos gram-negativos.

C) Tercera Generacién. Son altamente resistentes a bacterias beta-

-~

lactamasas y ademas de actuar contra bacterias aerébicas gram-
negativas, presentan una buena actividad contra algunos
microorganismos gram-positivos, pero en especifico contra las
Pseudomonas.

D) Cuarta Generacién: “Ya han surgido algunas cefalosporinas
representativas en los ultimos afos™.

Debido a sus caracteristicas generales presentan una similitud con la
estructura de las penicilinas, de esta forma pacientes alérgicos a esta clase de
agentes pueden utilizarlas, sin embargo, pueden llegar a manifestar alguna
reactividad cruzada cuando se administra un miembro de la otra clase. Algunas de
las respuestas que suelen presentarse son: la anafilaxia, urticaria y
broncoespasmos.
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1.3 Monografia de la Cefalexina Monohidrato

“La Cefalexina es un antibidtico cefalosporinico semisintético de primera
generacién para administracién oral”.

Nombre quimico: [6R-[6a , 7B (R*)]}-7-[(aminofenilacetil)amino]}-3-metil-8-
oxo-5 tia-1-azabiciclo [4.2.0] oct-2-eno-2-acido carboxilico, monohidrato.

Férmula molecular: CigH17N1204S " H20.

Peso molecular: 365.40

Descripcion: Es un soélido cristalino blanco de sabor amargo. Su nucleo es
semejante al de otras cefalosporinas, “tiene un grupo D-fenilglicil en la posicion 7-
amino y un grupo metilo no sustituido en la posicién 3.

PERETN (o)
[ T A T - N

T —
: H
NH.

« HO

T “CH,
COOH
Figura No. 2. Esctructura quimica de la Cefalexina Monohidrato

Solubilidad: A temperatura ambiente la cefalexina es poco soluble; se puede
disolver con facilidad hasta 1 6 2 mg/ml, pero es dificil hacer soluciones de mayor
concentracion. Es insoluble en alcohol, cloroformo y éter.

Posee una caracteristica especial ya que es un zwitterion o ion anfétero, es
decir, una molécula que contiene un grupo basico y un grupo acido. “El punto
isoeléctrico en agua es aproximadamente de 4.5 a 5", lugar en donde las cargas
positivas y negativas se equilibran y motivo por el cual es poco soluble.

Longitud de onda de maxima absorbancia en el ultravioleta: 262 nm.

® E Rosenstein. Diccionario de Especialidades Farmacéuticas. PLM S.A. de C.V. México, 2001 p.
1109.

¢ Marck and Company, Inc. The Index Merck. USA, 1996. p.2019

? Approved Drug Products and Legal Requirements. US Pharmacopeial Di. USP Convention, Inc.,
1994. Vol. il p. 111-90.
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Forma Farmacéutica: La cefalexina se puede encontrar en forma de
suspension , tabletas y capsulas debido a que es absorbida rapidamente por via
oral ademds de ser resistente al 4cido.

Uso: "Se indica en el tratamiento de infecciones del aparato respiratorio
causadas por estreptococos, infecciones de la piel y tejidos blandos, de hueso y
articulaciones, asi como dentales causadas por estafilococos y/o estreptococos.
Inclusive actua sobre algunos gram-negativos como la Escherichia coli en
infecciones del aparato genitourinario, incluso en la prostatitis aguda”.

Reacciones secundarias y adversas: Se pueden presentar problemas de
tipo gastrointestinales como son: colitis, natseas, vomito, diarrea, dispepsia o dolor
abdominal; se observan reacciones alérgicas en forma de erupcién cutanea y
urticaria ademas de algunos mareos, fatiga o cefalea, entre otros.
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CAPITULO 1.
FUNDAMENTOS DE LA TECNICA DE DISOLUCION.

El método analitico de disolucién determina cuantitativamente el principio
activo en una solucién, se auxilia de dos técnicas para generar resultados
satisfactorios como son: la disolucion y la espectrofotometria, esta ultima es
explicada en el Capitulo Il

21 Principios basicos

El mundo es una mezcla de substancias que se encuentran en tres estados
fisicos diferentes (s¢lido, liquido y gaseoso). La materia puede existir en fases.
Una fase es un sistema fisico y quimicamente uniforme; la materia que posee una
sola fase es considerada homogénea, de igual forma si posee dos o mas fases y
substancias distintas se considera heterogénea. Las mezclas homogéneas se
llaman disoluciones.

De esta forma, si una substancia (disolvente) sirve de medio en el que se
dispersan completamente las moléculas de otra substancia (soluto) se forma una
disolucién. Asi “cuando un disolvente liquido dispersa un soluto, la mezcla es
lenta, y solamente se consigue la homogeneidad con una agitacion vigorosa™. De
aqui fa importancia de las propiedades del disolvente y de las caracteristicas del
soluto, como lo es la solubilidad. Igualmente, existen factores como la temperatura
y la presion, que hacen que el soluto se solubilice en un disolvente en mayor o
menor cantidad.

De las mezclas heterogéneas es posible obtener una homogénea, al separar
substancias solubles de las insolubles por disolucion.

Cuando el disolvente es agua, las disoluciones reciben el nombre de
disoluciones diluidas.

¥ HB Gray, GP Haight,Jr. Principios Basicos de Quimica. Revertd, S.A. Barcelona, Espafla 1983. p.
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“En el trabajo quimico cuantitativo es conveniente definir las concentraciones
de las disoluciones de forma que nos permitan medir la cantidad de soluto
conociendo simplemente el volumen de disolucion™’.

En base a estos principios se considera la disolucién como una técnica de
aislamiento e identificacién de substancias importante en los laboratorios en

general.

2.2 Disolucidon de Capsulas por Administracion Oral
“La forma farmacéutica de capsulas es administrada via oral debido a su
facil desintegracion, estas contienen un principio activo ademas de aditivos, los
cuales no deben afectar la estabilidad, la velocidad de disolucién, y la
biodisponibilidad ni presentar incompatibilidades con el resto de la formulacion™’.
La disolucién o solubilizacidn de un principio activo dependen de las
condiciones fisiolégicas y de la permeabilidad del tracto gastrointestinal, al igual
que el estado fisico y su concentracién en el sitio de absorcion. Basado en estas
condiciones generales, la disolucién debe realizarse en la forma farmacéutica de
cépsulas y puede ser usada en los siguientes casos:
1) “Estimar la calidad de un producto lote a lote;
2) Guiar el desarrollo de nuevas formulaciones; y
3) Asegurar continuamente la calidad del producto y su funcionamiento
después de cambios en la formulacion, el proceso de manufactura, el
sitio de manufactura, entre otros™.”

El requerimiento de disolucién se encuentra establecido en la monografias
de las drogas en base a la forma farmacéutica en la cual se administran y se
encuentran descritas en la Farmacopea de los Estados Unidos (United States
Pharmacopeia) aprobadas por la FDA.

% HB Gray, GP Haight,Jr. Ibidem. p. 6-12

't Comisién Permanente de la FEUM. Sexla edicion. Ibidem. p. 858

'? US Deparntment of Health and Human Services, FDA, CDER. Guidance for Industry:Dissolution
Testing of Immediate Release Solid Oral Dosage Forms. Agosto, 1997 p. 1-2.



La disolucién se realiza a través de un aparato que recibe el nombre de
Disolutor, e} cual posee caracteristicas especificas y detalladas para ejecutar sus
funciones, sin embargo, precisa algunas recomendaciones especiales como “evitar
presencia de gases disueltos en el medio de disolucién, no debe existir movimiento,
agitacion o vibracion significativa ajena a la que se produce durante la disolucion”.”

2.3 Descripcién del Aparato

Los métodos mas comunmente empleados para realizar disolucidn son (1)
el método de canastilla y (2) el método de paleta. Ambos métodos son sencillos,
vigorosos, bien estandarizados y usados mundiaimente. Estos métodos son
flexibles, lo suficiente para permitir la disolucién de una gran variedad de productos.
Por esta razon, la USP describe estos métodos de disolucién como oficiales,
conocidos como Aparato 1 y Aparato 2, debiendo ser usados a menos que
muestren ser insatisfactorios durante la realizacion de las pruebas. Existen otros
métodos de disolucion como el de canastilla con movimiento vertical ascendente-
descendente (Aparato 3) y el de flujo a través de celdas (Aparato 4), descritos
tambien en la USP y que pueden llegar a ser considerados dentro de algunas
monografias. Estos aparatos pueden ser usados en conjunto con un muestreo
manual o automatico.

A) APARATO 1.

Consta de un vaso de vidrio u otro material inerte con fondo esférico,
debiendo ser un material transparente con una capacidad para 1000 ml con tapa,
un motor, un eje metalico y una canastilla cilindrica.

El vaso se sumerje parcialmente en un bafo de agua de tamaiio
conveniente que permita sostener una temperatura de 37°C = 0.5°, con un ligero

movimiento constante, Ia tapa debe estar ajustada para retardar la evaporacion y

' Comision Permanente de la FEUM. Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos. Secretarla de
Salud. Seéptima edicion. México, D.F. MGA0291 p. 245.
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debe tener un orificio el cual permita la insercién de un termometro, asl como la
toma de muestras.

El aparato debe permitir la observacién de la muestra durante el desarrolio
de la disolucién.

El eje transmisor debe ser de acero inoxidable tipo 316 y girar suavemente
sin bamboleo. Se posiciona en el centro del vaso, de tal manera que no quede a
mas de 2 mm de cualquier punto del eje vertical del vaso. El regulador de la
velocidad de rotacion, debe mantener la velocidad constante de acuerdo a lo
indicado para cada producto y con una variacién de +4 por ciento.

La canastilla es de acero inoxidable tipo 316 y consta de dos partes: la
parte superior que se encuentra unida al eje transmisor y se ajusta a la parte
inferior para permitir se coloque la muestra en el interior. “A menos que se
especifique otra cosa en !a monografia, generalmente la canastilla es de Malla No.
40",

La canastilla puede ser usada con un recubrimiento de oro de 0.0001
pulgada (2.5 um) de espesor.

La distancia entre el fondo del vaso y la canastilla debe ser de 25 mm + 2
mm durante la prueba. (Ver Figura No. 3 pagina 12)

" United States Pharmacopeia USP 24/NF 19. US Pharmacopeial Convention, Inc.,2000. <711>
Dissolution p. 1942.
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| 6.3 mmaé.s5 mm
Orificio de salida | ’ 9.4 mm a10.1 mm
2.0 mm de diametro._

[
Seguro de retencién L |
3 grapas a 120° del eje [ |

" 13 J
vertical .';EHE:[:LP" _‘—r
i 1
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202mm#=1.0 mm-—

§1mm£05mm

I+ ¢y

w15

Figura No. 3. “Aparato 1 (Canastilla)

(1) Elcorrimiento maximo permisible de *A" es + 1.0 mm cuando esta parte es girada sobre
el eje C con la canastilla montada.

(2) Tamiz con malla 40x40, 0.254 mm de diametro.

B) Aparato 2.

El vaso, el bafio de agua, el regulador de velocidad y el eje transmisor
siguen las mismas especificaciones que el aparato 1, excepto que el didmetro del
eje transmisor debe ser de 9.4 mm a 10.1 mm.

'* Comisién Permanente de la FEUM. Séptima edicién. Ibidem. MGA0291 p. 246.
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‘_’Eiﬂelefnento de agitacion es una paleta, la cual debe rotar libremente y sin
,bambbieo.»

"‘La distancia entre el fondo del vaso y la cuchilla, debe mantenerse
constante a 25 mm + 2 mm durante la prueba"’®. La cuchilla pasa a través del
diametro del mango de modo que la seccién de 42 mm de la misma quede
perpendicular al final del mango, formando una unidad que puede estar recubierta
con un material inerte, como puede ser un polimero de fluorocarbono.

La paleta tiene forma de seccién de un circulo y cuerdas paralelas
subtendidas, quedando la seccién mas pequeia hacia abajo.

Para mantener la muestra en el fondo del vaso y evitar que flote, se puede
utilizar una espiral de material no reactivo, como vidrio o alambre de acero
inoxidable”.

Las especificaciones de tamano podemos observarlas en la figura No. 4
(pagina 14) con mas detalle.
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material inerte

41.5 mm radio
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740 mm a75.0 mm
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Figura No. 4. “Aparato 2. (paieta)
(1) Flecha y paleta de acero inoxidable

9.4 mm a 10.1 mm de diametro
le——— antes de recubrimiento con

(2) Ay B las dimensiones no varian mas de 0.5 mm cuando la parte es girada sobre el eje
C.

(3) Las tolerancias son t 1.0 mm a menos que se establezca de otra manera.

7 Comision Permanente de la FEUM. Séptima edicion. Ibidem. MGA0291 p. 247.
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En la actualidad existen equipos con multiples funciones que han sido
manufacturados bajo las normas de control de calidad mas rigurosas y de acuerdo
a las especificaciones establecidas por la USP.

Gracias a la incorporacién de componentes mas modernos, estos sistemas
aseguran un funcionamiento sobresaliente con una gran sensibilidad y magnifica
calidad.

El equipo de disoluciéon permite utilizar en una u otra forma los aparatos 1y
2 descritos por la USP, ademas de contar con luz en el interior del baro que integra
el equipo, de esta forma se puede observar el comportamiento de las disoluciones.
Inclusive cuentan con programas de control electronico en el térmometro que
controla la temperatura del bafio, en el reloj al contar con alarma de paro audible y
en el tacometro con el cual se controlan las rpm con las que deben girar las
canastillas y las paletas. Debido a estos componentes “cuenta con un dispositivo
de seguridad que impide el funcionamiento del equipo cuando no tiene el nivel
adecuado de agua“’.

24 Medio de disolucion

Las caracteristicas del medio de disolucién dependen de las propiedades
fisicoquimicas del principio activo y se encuentra especificado dentro de la
monografia individual de cada producto.

“El volumen del medio de disolucion es generalmente de 500, 800 o 1000 m!
y debe encontrarse a una temperatura de 37 + 0.5° C"".

Si el medio de disolucién es una solucion reguladora, el pH debe ajustarse a
0.05 unidades, los rangos de pH cominmente utilizados van de 1.2 a 6.8.

Los medios de disolucion que tienen un pH de 6.8 simulan la disolucidn en el
fluido intestinal, asi como cuando es de 1.2 representa el del fluido gastrico.

'% aplicaciones Cientificas. Manual de Operaciones: Disolutor ELECSA.
'° US Department of Health and Human Services, FDA, CDER. Ibidem. p. A-1,2
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“El uso de agua como medio de disolucién ha sido discutido debido a que las
condiciones de la disolucién pueden verse modificadas por las condiciones de pH
y tensién superficial ya que pueden variar dependiendo de la fuente que la genere y
asi cambiar los resultados durante la disolucién, debido a la influencia de
ingredientes activos e inactivos”® . Sin embargo, el agua sigue siendo el medio de
disolucién mas utilizado en las monografias aprobadas por la USP, debiendo
utilizarse en su forma mas pura.

Algunos medios de disolucion pueden llegar a presentar gases disueltos, por
lo que el medio debe ser sometido a un proceso de eliminacion.

2.5 Agitacion y Tiempo

En general, las condiciones de agitacién deben ser mantenidas durante todo
el proceso de disolucién y asi lograr una homogenizacién adecuada del producto
en el medio de disolucion.

Las condiciones de agitacion mas comunes son: en el método de
canastilla, una velocidad de 50 a 100 rpm; con el método de paleta, una velocidad
de 50 a 75 rpm. Estos parametros se encuentran determinados de igual forma ya
para cada producto en su monografia y tienen una especial relacion con el tiempo
en el cual se efectua la disolucion.

Para productos que son altamente solubles y se disuelven rapidamente, el
tiempo de disolucion es menor a 45 minutos y requieren menor fuerza de agitacion
por lo que se realizan con el método de paleta. En el caso de que sean poco
solubles en agua y se solubilicen lentamente, el tiempo de disolucion va hasta los
60 minutos y requieren de una mayor fuerza de agitacion, la cual es proporcionada
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CAPITULO L.
FUNDAMENTOS DE LA TECNICA DE ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE

3.1 Principios basicos

La espectroscopia UV — Visible estudia la respuesta a la luz de una muestra,
cuando un rayo de luz atraviesa una substancia o solucién, de esta forma, parte de
la luz puede ser absorbida y el resto transmitida a través de ia muestra. “El radio de
la intensidad de la luz que entra a la muestra (/o ), la que sale de la muestra (/t ) a
una longitud de onda en particular se define como la transmitancia (7)"'. Con
frecuencia se expresa en porcentaje de transmitancia (Ecuacion 1):

;- lo |

%T = IT\’ X 100

La absorbancia (A) de una muestra es el logaritmo negativo de la
transmitancia, anteriormente conocida como densidad optica (Ecuacion 2):

A = -log T

El rango del UV-visible se extiende desde la longitud de onda del ultravioleta
lejano (175 nm) a mas alla del final del rojo visible (300 nm). En el analisis se usa
comunmente el agua (soluciones acuosas) ya que es casi completamente
transparente en esta region.

El principio mas importante es la Ley de Lambert-Beer, la cual establece que
para una solucién ideal existe una relacion lineal entre la concentracion y la
absorbancia, teniendo constante el coeficiente de absorptividad molar (¢) (lamado
antes coeficiente de extincion) caracteristico para cada molécula en cada longitud
de onda (Ecuacion 3):

A= £cl

“' RA Meyers. Encyclopedia of Analytical Methods. Board. USA,2000. Vol. 2 p. 1701
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Donde € esla absorﬁtividad de la substancia, ¢ es la concentraciéon y /
el espesor finito de la muestra; teniendo como constantes ia absorptividad y el
espesor (ver Ecuacion 3, pagina 17).

De esta manera, la técnica de espectroscopia es particularmente usada para
la cuantificacion, ofreciendo una gran flexibilidad y velocidad en instrumentacion.

3.2 Espectros en la region det UV-Visible

3.2.1 Origen del espectro.

Cuando se hace pasar un haz de radiacién electromagnética por una
sustancia, esta puede ser absorbida o transmitida, dependiendo de la frecuencia y
de la estructura de la(s) molécula(s) que atraviesa generando una transicion
molecular.

Una molécula que absorbe radiacién, gana energia y ia cantidad depende de
la frecuencia de la radiacion, de esta forma a mayor frecuencia mayor ganancia de
energla.

La frecuencia no depende del medio a traves del cual se propaga la luz,
como en €l caso de ia longitud de onda que si depende del medio, por lo que se
genera la siguiente ecuacion (Ecuaciodn 4):

A v = ¢

Donde c es la velocidad de la luz al vacio que equivale a3 x10® m/s, ves
la frecuenciay A la longitud de onda.

La energia absorbida por la molécula esta dada por la relacion de Planck
(Ecuacion 5):

E=hv = hcl A

Asi la h representa la constante de Planck con un valor de 6.626196
x 103 Js y la E es laenergia absorbida expresada en joules (J).




:Los procesos que generan radiacion en la diversas partes del espectro se
resumen en la siguiente tabla:

Tabla 1. .“Procesos de Transicién por Tipo de Radiacién™?

Radiacién Proceso Origen
Transicion de electrones Detalles en la estructura
Rayos X R "
internos en un atomo. electrénica.
Transiciones de fos electrones Detalles en la  estructura
UV vy Visible externos (valencia) en el &tomo electrénica y de la energia de
o molécula. enlace en la molécula.
Cambios en el estado . . .
Infrarrojo vibracional-rotacional de la S:::{:;:f:s de fuérgzrnucleares,
molécula. :
Infrarrojo  lejano Cambios solo en el estado .. o
microondas rotacional. Distancias internucleares.

Radiofrecuencia

Cambios en la orientacién del
espin del nucleo en un campo
magnético.

Ambiente magnético del nicleo
en rotacion a partir del cual se
infiere la estructura.

E! espectro de un compuesto es entonces un grafico que indica cuanta
radiacién electromagnética se absorbe en cada frecuencia, y es altamente
caracteristico de su estructura.

La luz de la regién UV-Visible es de una frecuencia elevada (mayor energia),
ya que cuando es absorbida produce cambios en estados electronicos que
requieren de mayor energia.

La absorcidn ultravioleta genera pocas bandas anchas descritas en funcion
de la posicion del maximo de la banda (Amax) ¥ de la intensidad de la absorcion
(emax = coeficiente de extincion).

El proceso de transicion de los electrones externos de un orbital a otro de
mayor energia es lo que se conoce como cambio de estado electronico. Existen

electrones o, = O n; donde el electrén o esta firmemente sujeto, por lo que

*? GW Castellan. Fisicoquimica. Addison-Wesley Iberoamericana S.A. USA, 1987. p. 617.
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requiere de una gran cantidad de energia para excitarlo; energia correspondiente al
ultravioleta lejano.

Las excitaciones que aparecen en el ultravioleta cercano y el visible,
corresponden a los electrones n  y 1, que estan mas sueltos y que manifiestan
saltos a los estados excitados mas bajos, los mas estables.

“Las transiciones electrénicas mas comunes son:

a) n a 7w enlaqueunelectron de un par no compartido pasa a un orbital =
(antienlazante e inestable).

N . N
C=0! — C=— 0:
/ /
b) = a x* enelque unelectrén pasa del orbital = estable (enlazante) aun n
inestable"?.
~ v N
C=—=—0: —» CcC— 0O:

La conjugacién de dobles enlaces reduce la energia requerida de transicién
por lo que la absorciéon se desplaza a longitudes de onda mayores. Si contiene
suficientes dobles enlaces se desplaza hacia la regién visible, pasando a ser un
compuesto coloreado.

3.2.2 Longitud de Onda del Espectro UV-Visible.

Existen diversos tipos de espectros moleculares con diferentes valores de
longitud de onda, en donde encontramos localizada la region UV-Visible, también
conocida como espectros electronicos y en ocasiones espectros Opticos. En la

2 Morrison y Boyd. Quimica Organica. Addison-Wesley Iberoamericana S.A. USA, 1989. p. 687 y

| TESIS CON .
FALLA DE ORIGEN




sigulehtéi'ﬁéura. podremos observar que longitud de onda corresponde a la regién
UV- Visible,
A{nm)
T 176

) 165 1 Wviejano

Ultravioleta ,‘;‘; UV cercano

400 % Extremo violeta
t del espectro visible

Visible
J Extremo ro‘jo del
750 espectro visible
Infrarrojo 900 [ Infrarrojo cercano
)
t
1

Figura No, 8. Longitud de Onda del Espectro UV-Visible.

Estos rangos son utilizados en los instrumentos de absorcion llamados
espectrofotémetros. La escala puede variar dependiendo de la calidad y del tipo de
componentes que se utilicen en la fabricacion de estos instrumentos.

3.3 Instrumentos de absorcién UV —Visible

Los instrumentos de absorcion UV Visible se presentan en dos
modalidades: dispersivo y fotodiodo. EIl disefio en forma dispersiva utiliza un
monocromador que se encuentra ubicado antes de la muestra, lo que permite
convertir el rayo de luz que atraviesa la muestra en una luz con una longitud de
onda sencilla y pura. El monocromador puede ser para longitud de onda fija o
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variable (por ejemplo un prisma o una rejilla de difraccién), este ultimo muy poco
usado en nuestros dias.

Los instrumentos con mas altas especificaciones presentan dos o mas
monocromadores que se presentan en serie y que permiten un alto grado de
ejecucion.

3.3.1 Espectrofotémetros UV —Visible.

Podemos encontrar cuatro configuraciones épticas en espectrofotdmetros
UV - Visible de tipo dispersivo, como son:

A) Espectrofotometro de rayo simple,

B) Espectrofotémetro de doble rayo (detector sencillo) y,

C) Espectrofotémetro de rayo dual (detector dual).

D) Espectrofotdmetro de fotodicdo

A) Espectrofotometro de rayo simple.

Este disefio contempla la configuracién éptica mas simple, que consiste en
una fuente de luz, un monocromador, el compartimento de la muestra y el detector.
Debido a esto, es necesario establecer un valor cero en el instrumento para
establecer posteriormente la lectura de la muestra.

Este tipo de instrumento posee las especificaciones mas pobres que el resto
de los disefios, ademas de presentar un costo bajo por su sencillez. De esta forma,
al ser el modelo mas barato ofrece una resolucién de espectros muy baja.

S I ey B

Figura No. 6. Diagrama conceptual del Espectrofotdmetro de Rayo Simple.
F =Fuente de luz, C =Monocromador, E =Hendidura de entrada, M =Muestra y D =Detector.
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B) Espectrofotémetro de doble rayo.

Posee un detector sencillo, usuaimente un fotomuitiplicador. El rayo de luz
es desviado alternativamente através de la muestra y de la muestra de referencia
usando una hendidura de entrada rotatoria en forma circular. El detector se
encuentra sincronizado con los rayos y de esta forma distingue la medicién que
esta realizando entre el rayo de la muestra o el de referencia al mismo tiempo.

El detector recibe sefiales de completa obscuridad, la cual se conoce como
corriente obscura, dando como resultado que temporalmente los rayos de luz sean
bloqueados creando una sefal residual que es medida y eliminada de la medicion
de la muestra y la referencia.

(FP—w ¢

.

gy

Figura No. 7. Diagrama conceptual del Espectrofotémetro de Doble Rayo.
F =Fuente de luz, C =Monocromador, E =Hendidura de entrada, S =Divisor del rayo,
M =Muestra, R =Referencia y D =Detector.

Este disefio presenta una precision mucho mas aita en comparacion con el
disefio de rayo simple.

C) Espectrofotémetro de rayo dual.

El disefo del espectrofotémetro de rayo dual es una alternativa del disefio
de doble rayo, ya que cada rayo posee su propio detector. De esta forma da
resultados equivalentes comparados con los del disefio de doble rayo.
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Los detectores usados se presentan en estado solido, por lo que no hay
necesidad de utilizar una fuente de poder de alta tension para proveer el alto voltaje

(airededor de 1000 V) que requieren los fotomuitiplicadores.
Su Unica debilidad es que posee una alta absorbancia (AU), pero esto puede

cambiar si se utiliza una ceida mas corta de largo.

S M vy IR )

Figura No. 8. Diagrama conceptual del Espectrofotémetro de Rayo Dual.
F =Fuente de luz, C =Monocromador, E =Hendidura de entrada, S =Divisor del rayo,

M =Muestra, R =Referencia y D =Detector (fotodiodo).

La hendidura de entrada que se representa en las Figuras 7y 8 poseen el
ensamble que tiene la porcién en negro que genera la corriente obscura, como se

muestra en la siguiente figura:

--",'5""-7‘_'--—- Rayo de luz
)

(A ¢

Figura No. 9. Ensamble de la Hendidura de Entrada con la porcién en negro.
A = Abierto y V = Espejo.
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D) Espectrofotometro de fotodiodo.

Este tipo de disefio se encuentra disponible desde 1980 y es basicamente
un instrumento de rayo simple pero la muestra es irradiada directamente con luz
blanca, la cual después de pasar la muestra es dispersada por un monocromador
de dispersion (también conocido como policromador) hacia un detector especial en
estado sélido que posee segmentos individuales, una para cada longitud de onda.

Sin embargo presenta algunas desventajas como son: sigue siendo un
instrumento  de rayo simple, estd propenso a errores en muestras de
fluorescencia, ya que la radiacion de la muestra es en todas las longitudes de onda
y cualquier fluoréforo presente seria exitado, de igual manera, cualquier superficie
no paralela en la muestra afectaria la dispersion del rayo en los elementos
individuales.

@-—OI—M_—I-——q E

Figura No. 10. Dlagrama conceptual det Especlrofotémetro de Fotodiodo.
F =Fuente de luz, M =Muestra, E =Hendidura de entrada, P =Policromador y D =Detector.

Todos los disefios de espectrofotometros deben estar situados en un lugar
libre de vibracion, de vapores y polvo del medio ambiente; asi mismo, con un bajo
indice de himedad y a una temperatura con la minima variacién para prolongar su
vida.
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3.3.2 Componentes de los espectrofotémetros

A) Fuente de luz.

Para un instrumento UV-Visible, la fuente de luz debe cubrir adecuadamente
el rango del espectro con una instensidad suficiente y un rendimiento estable.
Frecuentemente se utilizan las lamparas de deuterio y los filamentos de tungsteno,
“empleados en las regiones con longitud de onda mas baja (180-350 nm) y la mas
alta (330-900 nm), respectivamente””,

Para longitudes de onda en regiones mas altas, es posibie utilizar ldmparas
de cuarzo con hal6geno, compuestas de un filamento de tungsteno en una
atmosfera de halégeno dentro de la lampara de cuarzo. De esta forma, es posible
operar a temperaturas altas, “ya que la atmosfera de haldgeno prolonga la vida de
la lampara debido a que reacciona con los vapores de tungsteno evitando asl el
ennegrecimiento de la cubierta",

Los arcos de xendn de alta intensidad también pueden ser empleados
cubriendo completamente la regién, desde 175 a 1000 nm, sin embargo generan
demasiado calor debido a su rendimiento de salida que es de 100 W. Otra
alternativa, es el uso de laser el cual emite una radiacion intensa pero produce una
cantidad reducida de calor, ademas de que pueden ser eliminados los
monacromadores.

B) Monocromadores.

Los monocromadores mas sencillos- consisten en un prisma o una rejilla de
difraccidn rotatoria junto con varios espejos que guian el rayo de luz desde su
entrada hasta la hendidura de salida.

24 JC Lindon, GE Tranter, JL Holmes. Enciclopedia de Espectroscopia y espectrometrla. Academic
Press. USA,2000. Vol. 3 p. 2385.
 idem.
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"“El tamafio de la hendidura através del cual la luz es concentrada, unido a la
dispersién del monocromador, se determina el “espectro de banda ancha” (SBW)
que produce la luz"®.

Los monocromadores sencillos pueden alcanzar un SBWs de 5 a 10 nm,
mientras que la espectroscopia exacta del SBWs es del orden de 1 nm o menos,
estos pueden ser apropiados, sin embargo los monocromadores en serie pueden
reducir el SBW y mejorar su funcionamiento, con una inminente baja en la
intensidad de la luz. También puede mejorar el SBW aumentando las
dimensiones del monocromador, de esta forma la dispersion de la luz llega a ser
mas larga.

Las rejillas de difraccion pueden ser ajustadas para dar un SBW
independiente de la longitud de onda, en cambio, la dispersion de un prisma es
altamente dependiente de la longitud de onda, requiriendo asl un mecanismo de
rotacion.

C) Compartimiento de la muestra.

La mayoria de los fabricantes otorgan un espacio ancho para el manejo de
la muestra, algunos con sujetadores, agitadores y autocambiadores de celdas.

Independiente de la construccion de las celdas, se deben dar resultados
confiables, por lo que su posicién en el compartimiento tiene que ser fija y con una
orientacion adecuada de la supeificie con respecto al rayo de iuz y al detector para
generar una buena y difusa reflectancia.

El tipo de material de la celda o cubeta y el solvente que se utiliza en la
solucidon de la muestra son importantes para obtener también buenos resultados.

26 JC Lindon, GE Tranter, JL Holmes. Ibidem. Vol. 3p 2385
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a. Cubetas.

Se pueden encontrar en el mercado cubetas de vidrio Optico y de cuarzo.
Las de vidrio optico transmiten la luz arriba de los 320 nm, mientras que las de
cuarzo lo hacen por debajo de los 190 nm.

Existen también otras aiternativas, fabricadas de diversos plasticos como el
poliestireno y el acrilico, sin embargo presentan una desventaja importante ya que
presentan un rango de longitud de onda restringida y un funcionamiento éptico muy
bajo.

Las cubetas comunmente presentan un tamarfio de 1 cm de distancia de
largo, sin embargo es posible encontrar de forma cilindrica, microceldas, entre
otras; ademas de presentar diferentes largos que pueden ir de 0.001 a 10 cm ,
donde el principal problema es una absorcién excesiva o demasiado pequeina, lo
que presenta complicaciones en la cuantificacién.

En la figura No. 11 se muestran algunas caracteristicas de transmision de la

luz para algunos materiales.

100

Acrilico
Cuarzo

% T

190 300 400 600
Longitud de onda (nm)

Figura No. 11. Transmisién de la luz de varios materiales de cubetas.
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b) Solventes.

E! mejor solvente es el que es capaz de solubilizar por completo el soluto, es

eléctronica para no modificar la absorcidén de la muestra.

inerte y no interactua con el soluto causando alguna perturbacién en su estructura

“Algunas veces se puede utilizar un solvente con alto poder para solubilizar,

absorbiendo en su misma longitud de onda"?’.

como el agua, etanol, etc. Estos deben tener un alto grado de pureza porque la
prescencia de impurezas puede afectar el espectro, reaccionando con el soluto o

De todos los solventes, el agua absorbe en la regién méas baja, puede

presentar algunas variaciones dependiendo de su fuente.

En la siguiente tabla se puede observar la longitud de onda maxima para

algunos solventes.

Tabla 2. Amax para Diferentes Solventes

Solvente Longitud de onda méx. (nm)
Agua 165
Acetonitrilo (grado espectroscopia) 190
Hexano 199
Heptano 200
Isoctano 202
Dietil éter 205
Etanol 207
2 - Propanol 209
Metanol 210
Ciclohexano 212
Acetonitrilo (grado quimico) 213
Dioxano 216
Diclorometano 233
Tetrahidrofurano 238
Triclorometano 247
Cloroformo 250
Tetraclorometano 257
Dimetilsulféxido 270
Dimetilformamida 271
Benceno 280
Piridina 306
Acetona 330
Propanona 331

?7 JC Lindon, GE Tranter, JL Holmes. Ibidem. Vol. 1 p. 217
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D) Detector.

Los detectores mas comunes en los espectrofotémetros UV-Visible son: el
tubo fotomultiplicador (PMT) o el diodo de silicon.

El PMTs tiene una gran sensibilidad y es el mas utilizado en instrumentos
que se utilizan en las areas de investigacién. Sin embargo, el diodo de silicén es
mas pequeno y mas barato, ademas de no requerir altos volitajes como los PMTs.

3.4 Desviaciones a la Ley de Beer-Lambert.

La relacién entre la concentracién de la muestra y la absorbancia es lineal,
como lo menciona la Ley de Beer-Lambert, por lo que cualquier causa que genere
una no-linearidad es una desviacion a la Ley y por tanto produce variaciones en las
lecturas.

Una de las principales razones de desviacion es el fendmeno de luz
extraviada. “Hay cinco fuentes potenciales de luz extraviada: a) muestras con
fluorescencia/fosforescencia/luminiscencia, b) ambiente de Iuz dentro del
instrumento, ¢) transmisién de luz desde la muestra (refiectancia), d)
imperfecciones en los monocromadores y fuente de luz, y e)imperfecciones en el
detector 6ptico™®.

En el primer caso, la emisién de la muestra es causada por fenémenos
moleculares especificos que producen una mayor cantidad de luz, lo que da como
resultado una longitud de onda mas alta que la normal.

En el segundo y tercer caso, son generadas por un pobre disefio del
instrumento, ya que el compartimiento debe asegurar que solo ia luz que incide en
la muestra se extienda al detector.

En los Glitimos dos casos, con el cuidado y mantenimiento adecuados del
instrumento, este tipo de imperfecciones es minimizado, sin embargo, es inevitable

8 JC Lindon, GE Tranler, JL Holmes. Ibidem. Vol. 3 p. 2386
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que suceda tarde o temprano, ademdas de ser importante la calidad de los
componentes.

Otras causas de no-linearidad son los fendmenos quimicos especificos de
las muestras, como son: el pH, la variacion de temperatura, la fuerza idnica, la
polaridad del solvente, y la turbidez, entre otras.

E! pH es muy importante en las soluciones acuosas, ya que puede ocasionar
cambios en el espectro UV-Visible, como el tautomerismo que se produce en el
equilibrio enoi-ceto, inclusive puede ocasionar que algun grupo funcional que
absorbe luz en la molécula modifique su longitud de onda.

La variacién de temperatura puede conducir a cambios en la absorbancia de
la muestra, debido a cambios en la energia de activacién de la molécula.

La fuerza idnica de una solucidn es importante, sobre todo cuando contienen
iones y alguna otra molécula, la cual puede llegar a interactuar y modificar la
absorcion de la luz incidente.

El uso de solventes de baja polaridad es frecuente debido a que no
interfieren en la formacion y descomposiciéon de diferentes esp:ecies. Sin embargo,
hay ocasiones en que solventes de alta polaridad son utilizados ya que
incrementan la solubilidad de algunos solutos o afectan también la energla de
activacion, por esta razén el escoger el solvente mas adecuado es muy importante.

Por ultimo, la turbidez de una sustancia disminuye la cantidad de luz que
llega al detector y genera datos faisos de absorbancia. Este fendmeno es
relativamente facil de observar en una solucion y dificilmente aparece si nuestro
procedimiento es el adecuado.

3.5 Técnica cuantitativa con una longitud de onda sencilla.

Este método de cuantificacién es usado en mediciones de absorciébn mas
que en cualquier otra técnica que tiende a requerir mas datos que una sola longitud
de onda, por lo que es comunmente usada en espectros UV-Visible. “La
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absorbancia de una solucién con una concentracién conocida (estandar), su lectura
se compara con la absorbancia de una muestra con una concentracion que
necesita ser determinada. Entonces, si Amta es la absorbancia de la muestra y Astd
es la absorbancia del estdndar y Cstd es la concentracién del estandar y la
concentracion de la muestra, Cmta se obtiene de la siguiente ecuacion" (Ecuacion
8):

Cnta = Amta X Cstd [ Astu

Cuando la concentracion de las muestras varia en un cierto rango, es
necesario generar una curva de calibracién estandar y verificar que el coeficiente
de regresion lineal sea lo mas cercano a 1.

“Las muestras pueden contener otros compuestos que absorban en la
misma longitud de onda e interfieran con la medicién™, entonces la cuantificacion
a través de londitud de onda sencilla es inadecuado y debe recurrirse a otro tipo de

técnicas.

3.6 Verificacion del instrumento.

La verificacion del espectrofotometro se lleva acabo para asegurar el
adecuado funcionamiento del instrumento y obtener datos confiables durante las
mediciones que genera dentro de un analisis en particular.

Una verificacion completa no es necesaria, a menos que el instrumento haya
sido reparado o la lampara haya sido cambiada.

Este tipo de instrumentos debe ser checado regularmente. La escala de
longitud de onda se puede verificar mediante una serie de lineas de emision que
descarga la lampara o a través de filtros estandar certificados (SRM).

# JC Lindon, GE Tranter, JL. Holmes. Ibidem. Vol. 3 p. 1932
* 1dem.
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Generalmente, el método por filtros es el mas comin. Se pueden encontrar filtros
de oxido de holmio y de oxido de didimio , estos tienen picos muy pronunciados en
ciertas longitudes de onda, por esto considerados estandares de absorbancia por
el Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST), ademas de que poseen
una densidad neutral.

Otras alternativas que existen son las soluciones que contienen iones de
lantanidos o el estandar de empleo mas antiguo para la calibracién de la escala
de absorbancia, el dicromato de potasio

Chequeos adicionales tales como, luz extraviada y ruido son ventajosos. En
la actualidad la mayoria de los instrumentos cuantan con programas especiales
para checar el funcionamiento del instrumento como mantenimientos de rutina.
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CAPITULO Iv.

VALIDACION

4.1  Definicion y objetivos.

“L.a validacién es un programa documentado que proporciona un alto grado
de aseguramiento para un proceso especifico, método o sistema determinado que
produce resultados de manera consistente dentro de criterios de aceptacion pre-
determinados."’

De esta forma la validacion es parte integral del aseguramiento de calidad y
fundamental para la eficiente operacion de la produccién.

La validacién es mas que un concepto ya que esta formado por diversos
elementos que es necesario cubrir con diversas actividades y que requieren
esencialmente de una estrategia clara. Por tanto, la validacién es total y debe
llevarse acabo a las materias primas, a los procesos de manufactura, a sistemas
relacionados y en circulo completo hasta el analisis del producto terminado, asi la
validacion es el resultado de un trabajo en equipo.

Los objetivos por los cuales se debe desarrollar una validacién son:
A) Cumplir con reglamentaciones oficiales y normas legales.

B8) Asegurar la funcionalidad del proceso y calidad del producto.

C) Reducir los costos de operacion.

D) Conocer a fondo la operacion del proceso.

Entonces un proceso validado es aquel que ha sido probado y formalmente
aprobado, ademas de cumplir con los estandares de calidad requeridos y que
puede ser utilizado con seguridad al ser evaluado objetivamente.

' ICH Steering Committee. Q7A Good Manufacturing Practice Guide for API. Nov, 2000. p. 44.
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4.2 Categorias de la Validacion

L.a validacién puede ser categorizada de acuerdo a su objetivo o al tiempo

en que es ejecutada.

Las categorias por objetivo son las siguientes:

A) Consistencia del proceso. Es cuando un proceso es operado de

C

—

—

acuerdo a un procedimiento de manufactura, el cual produce un producto
que se encuentra dentro de sus especificaciones de manera consistente.
Los lotes que son presentados durante el proceso de validacion son
referidos como calificacion de lotes. Este tipo de resultados se utilizan en
la obtencién de licencias y se utilizan lotes preferiblemente consecutivos.

Validacion para acreditacion. “Es la demostracion de que un proceso
elimina o inactiva impurezas relacionadas al proceso y/o al producto
dentro de niveles aceptables™?. Impurezas tipicas que comprenden son
virus, retrovirus, entre otras.

Validacidon de rangos de operacion. *“Cualquier proceso operado
dentro de rangos establecidos como parametros de operacion criticos,
generan un producto que se encuentra dentro de sus especificaciones™.
Como parametros de operacion criticos podemos mencionar el pH, la
temperatura, niveles de oxigeno disuelto, entre otros. El ultimo de los
limites favorables se le conoce como el peor de los escenarios.

Las categorias de acuerdo al tiempo en el que se llevé a cabo el estudio de

validacién son manejadas con respecto a la distribucion comercial del! producto,

que a continuacién se enlistan:

%2 G Sofer, DW Zabriskie. Biopharmaceutical Process Validation. Marcel Decker,2000. p. 4.

* 1dem.
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4.3

su importancia es relativa ya que depende del proceso

a)

b

~—

c)

Validacién Prospectiva. Se lleva a cabo en todos los procesos y debe
desarrollarse y terminar antes de la distribucién comercial del producto
terminado.

Validacién Concurrente. Se presenta cuando la produccién no es
frecuente, cuando un numero limitado de lotes ha sido producido, o
cuando se ha producido una modificacién en el proceso. E! producto
utilizado para llevar a cabo este tipo de validacion puede ser distribuido
comercialmente previamente monitoreado y analizado.

Validacién Retrospectiva. Esta se genera de procesos de produccion
bien establecidos que no han presentado cambios significativos. Los
lotes utilizados deben ser representativos para demostrar la consistencia
del proceso. Las muestras de retencion pueden ser utilizadas para
obtener datos en este tipo de validacion.

Elementos de Validacion

“La validacién de un proceso requiere de la calificaciéon de cada elemento,

"*  Elementos de soporte y

manufactura son considerados comunmente como lo podemos observar en la

siguiente figura (Figura No. 12 pagina 37).

¥ FJ Carlenton, JP Agalioco. Validation of Pharmaceutical Process. Marcel Decker, 1999. p. 3.
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Entradas
*Disefio de producto

*Materia prima y
empaque

*Sistemas de soporte
critico /equipo de
produccion.

- Disefto & funcionamiento
- Limpieza
- Calibracion

*Sistemas computari-
zados

Actividades

* Proceso

l

*Métodos de prueba
« Catibracion

}

« Condiciones de
Embarque/Almacenaje

Salidas

* Productos

« Clientes

?

R

- Datos del funcionamiento del producto

. PersonLl(Emrenamiento. calificacion)

« Control de Cambios
« Revalidacion

Figura No. 12. Modelo del proceso de manufactura.

Es una realidad que todos los elementos deben ser validados sin importar

de las disciplinas que esten involucradas en el estudio.

cual fue primero o el Uitimo, esto depende del proceso pero también del equipo de
validacioén que realiza el estudio. Este debe coordinar y planear adecuadamente las
actividades a realizar y debe estar conformado por personal calificado de cada una

Debido a la cantidad de elementos que son estudiados, la documentacién

que se genera es considerable y por tanto requiere de organizacion.

TESIS CON
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4.4 Organizacion de la Validacion

Se pueden encontrar diferentes modelos de organizacién, sin embargo los
productos que se generan son siempre los mismos, claro que presentan algunas
diferencias en la descripciéon. En la siguiente figura se muestra un ejemplo de

como organizar la documentacion en una validacion:

Concepto

Lugar

Plan Maestro de
Validacién

Documentos
especificos

fa

Documentos
anicos

-2, Reporte de
validacion

Protocolo de
validacion

Figura No. 13. Modelo de Organizacién de la Documentacion en las Validaciones,

PV = Validacion del proceso, CV = Validacidn de limpleza, AMV = Validacion de Métodos
Anallticos, 1Q = Calificacién de la Instalacién, OQ = Calificacion de la Operacién, PQ =
Calificacién del Funcionamiento, C = Calibracién, Co.V = Validacién de computadoras.

De esta forma, cada elemento del proceso ha sido validado y por
consecuencia ha sido probado y aprobado, ademas de generar un paquete de
validacion con una estructura definida.

38
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4.4.1 Manual de Validacion

£l Manual de Validacién describe el Procedimiento Estandar de Operacién
(SOP) para realizar validaciones, para asegurar la comparabilidad de los estudios.
En su contenido debe aparacer la Politica de Validaciéon cubriendo los puntos de
organizacion, responsabilidades y definiciones, asi mismo los principios para
realizar las validaciones prospectiva, concurrente y retrospectiva.

4.4.2 Plan Maestro de Validacién

El Plan Maestro de Validacion es la aplicacién de la politica general de
validacién en documentos que se encuentran en un lugar especifico. Estos
documentos son una herramienta para las validaciones con procedimientos y
responsabilidades determinadas.

4.4.21 Validacién y Calificacion de SOPs.

Los detalles para todas las actividades de validacion y calificacion se
describen en un Procedimiento Estadar de Operacion, el cual se encuentra dividido
en procedimientos para equipos y para actividades relacionadas con el proceso,
esto se puede observar en la Figura No. 13 pdagina 38. Asi los SOPs son
considerados una gula para la realizacién de una validacién.

Los puntos que se generan con relacion a los equipos son los siguientes:

A) Caiificacion de la Instalacion. Este es un proceso documentado en el
cual los componentes fisicos de un equipo cumplen con los atributos de
calidad y especificaciones de acuerdo al disefto y que ha sido instalado
adecuadamente. Generalmente hay participacion del proveedor junto con
el departamento que va a operar el equipo, ademas de personal de

39
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Ingenieria y Mantenimiento que proveen las condiciones adecuadas para
situar el equipo y generar su plan de mantenimiento preventivo.

B) Calificacién de la Operacién. Es una parte complementaria a la

~—

calificacion de la instalacién y durante el desarrollo de esta fase se
evalua la operacidn del sistema en base a las especificaciones de su
disefio, los datos generados son analizados y documentados.

C) Calificacién del Funcionamiento. Es cuando el equipo se encuentra

~—

participando dentro de un proceso, por lo que se debe calificar su
funcionamiento como elemento del proceso, un ejemplo de ello cuando
se encuentra dentro del Laboratorio de Control de Calidad y es incluido
en el programa de calificacién de equipos como parte de una validaciéon
de métodos analiticos. )

D) Calibracién. Toda aquella actividad que es critica para asegurar la
calidad de un producto y en la que participe un equipo o instrumento,
estos deben ser calibrados usando estandares certificados o traceables,
estos datos deben mantenerse y verificarse para detectar algtn tipo de
desviacion y asi checar su impacto y generar acciones inmediatas.

E

~

Validacién de Computadoras. Todo sistema computarizado que se
utilice debe tener un adecuado hardware y software para tener un
funcionamiento 6ptimo. Asi deben existir manuales de operacién para su
uso y mantenimiento., ya que la calidad de los datos que genere es
importante.

Los procedimientos estandar de operacion para las actividades relacionadas
con el proceso, son las siguientes:
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a)

b)

c)

Validacién del Proceso. Es la validacion de aquellas actividades que
tienen relacion con la manufactura de un producto y puede tener varios
escenarios dependiendo de la complejidad del proceso. El documento
que genera es una herramienta Gtil para indentificar desviaciones y
localizar puntos criticos.

Validacion de Limpieza. Como su nombre lo indica se relaciona con
todas las actividades de limpieza en areas o equipos, debido a que es
un factor muy importante durante !a fabricaciéon de productos ya que se
debe evitar toda situacion o proceso de contaminacion que pueda afectar
la calidad del producto.

Validacion de Métodos Analiticos. Se utiliza para demostrar que los
procedimientos analiticos proveen resultados que permiten evaiuar
objetivamente la calidad de un producto. Estos deben probar su
precision, linearidad, exactitud y especificidad, ademas que todo aquel
equipo o instrumento que participe durante la prueba debe ser calibrado
para asegurar la confiabilidad de los resultados.

4.4.2.2 Protocolo y Reporte de Validacion.

Son documentos tinicos que se basan en el SOP, los protocolos incluyen el

objetivo del estudio de validacion, una descripcion detallada del procedimiento, los
criterios de aceptacion y las responsabilidades. Estos requieren de aprobacion.

Cuando el estudio de validacién se ha terminado, “se elabora un reporte de

validacién en donde se resume y discuten los resultados obtenidos a la luz de los
criterios de aceptacion predefinidos"*,

3% G Sofer, DW Zabriskie. Ibidem. p.20.
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45 Control de Cambios

El estatus de la validacion debe ser mantenido por un apropiado sistema de
control de cambios, el cual evalua el impacto en la calidad de todos los cambios
que pueden afectar la produccién de un producto durante y posterior a su
fabricacién, de tal forma que es un proceso continuo que debe mantenerse durante
toda la vida de operacién de cualquier proceso.

Es necesario un procedimiento de clasificacion como ayuda para determinar
el nivel de prueba, validacién y documentacion necesaria para justificar el cambio
en un proceso ya validado.

Los cambios pueden ser clasificados en mayor o menor dependiendo de la
naturaleza del cambio y de los efectos que imparte en el proceso, siendo
responsables personal de Aseguramiento de Calidad, Manufactura y Control de
Calidad acompanados si es necesario de gente de Ingenieria y/o Servicios
Técnicos.

Cuando el analisis realizado considera que el cambio no afecta la calidad, se
documenta para se inclulda en la Evaluacion Anual del Producto, sin embargo si
se considera necesario verificar el cambio un proceso de revalidacién se lleva a
cabo.

4.6 Revalidacion

Se define como una “repeticion parcial o completa de un programa de
validacion alrededor de un equipo o proceso™. La operacion de sistemas y
procesos deben ser verificados periddicamente.

Los resultados deben documentarse en un reporte de validacion,
l6gicamente debe existir un protocolo como antecedente de la operacion realizada.

¥ G Sofer, DW Zabriskie. ibidem. p. 21
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Podemos encontrar tres tipos de revalidacion que a continuacién se

describen:

A)

B

-~

C)

Revalidacion Periédica. No se requiere que un proceso completo sea
revalidado si este no ha sufridc cambios. Sin embargo, en base a un
analisis de riesgo algunos pasos del proceso pueden ser criticos en la
operacioén, siendo asi estos deben ser verificados periddicamente. Esto
debe encontrarse definido dentro de! Procedimiento Estandar de

Operacion.

Revalidacion Después de Cambios. Esta se lleva a cabo como parte
del Sistema de Control de Cambios, cuando ha sido determinado que ei
cambio afecta cualquiera de las siguientes caracteristicas del producto:
identidad, calidad, pureza, potencia, seguridad o eficacia.

Revalidacion por Desviaciones de Calidad. Algunas desviaciones
pueden requerir de acciones correctivas y por ende una revalidacion
posterior. Como ejemplos se pueden encontrar :

1) Desviaciones en ios procesos de produccion,

2) Tendencia adversa observada,

3) Desviaciones en las especificaciones analiticas, o
4) Mal funcionamiento de equipos.

En la Figura 14 que se encuentra en la pagina 44, se encuentra un modelo

que describe el concepto de revalidacion, ofreciendo un panorama general para la

toma de decisiones.
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Revalidacion = RV '

{ I 1

RV Peritdica RV después RV por
de Cambios Desviaciones
RV descrita en Control de Falla e
SOP Cambios Investigacion
Protocolo de Impacto en estatus Modificaciones
Validacion de la Validacion necesanas?
Reporte de No Si Si No
Validacion

Importancia en

el Registro
— No I Si I

T

Anexo al Registro
Aprobado

No I si I

_

Protocolo de
¥ Vakdacién

impiementacion
de Cambios

: Reporte de
! Validacion
Figura No. 14. Modelo de Toma de Decisién para Revalidacion.
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CAPITULO V.

VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Como han podido observar en el Capitulo IV, los métodos analiticos forma
parte del proceso de manufactura, convirtiéndose en un elemento importante y
como tal debe ser evaluado a través del proceso de validacién para demostrar que
el procedimiento analitico es adecuado para ser usado con la seguridad de que
cumple con las especificaciones requeridas.

La validacion puede dividirse en tres etapas:

a) ldentificaciéon de los parametros apropiados de validacion.

b) Procedimiento de evaluacion.

c) Anadlisis de los resultados.

La validacion es Unica para cada método y debe ser consistente con el
propdsito del mismo, el principio activo que se va ha determinar y los excipientes
que contiene la formulacién, asi mismo debe generar su protocolo y reporte de
validacién correspondiente.

5.1 Tipos de métodos analiticos

Los métodos pueden clasificarse en cuatro clases dependiendo de su
aplicacion:

A) Identificacion: Destinados a asegurar la identidad de una muestra,
mediante la comparacién con un estandar de referencia.

B) Pruebas de impurezas: Pueden ser de tipo cuantitativo o una prueba
de limite de impurezas, cualquiera de estas establecen las
caracteristicas de pureza de la muestra, sin embargo requieren de
diferentes parametros de validacion.
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C)

D)

Ensayos: Representa una medicién cuantitativa de una substancia,
como puede ser el ingrediente activo o algin otro elemento de la
formulacion.

Pruebas especificas: Utilizadas para el control de ciertas
caracteristicas de una muestra, excipiente o producto, como pueden
ser el método de difraccion de rayos-X, tamaiio de particula y rotacion
oOptica, entre otras.

El objetivo del método analitico debe ser entendible y claro para que se

puedan determinar los parametros de validacién que necesitan ser evaluados.

5.2 Parametros de Validacién

Encontramos como parametros de validacion los siguientes, que se

detallaran mas adelante:

- Exactitud - Limite de cuantificacién
- Precision (repetibilidad y - Linearidad

precision intermedia)

- Especificidad - Tolerancia

- Limite de deteccién - Rango

En base al proposito del método fe corresponden ciertos parametros de
validacion, esta relacién se puede observar con mas detalle en la Tabla 3 de la

pagina 47:
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Tabla 3. “Parametros de Validacién por Tipo de Método Analitico™’ .

Tipo de i Impurezas Ensayo
innemidn | Pruebas
método / Identificacién | — . .
! 3 Disolucioi E: fic
Pérametro | Cantidad | Limite (canterlyigal;;orgncia) speclficas

Exactitud - , + - + 44
Precisién- a
Repetibilidad ) * - *+ +
Precisién- ) ' a
Pre.Intermedia - * - + +
Especificidad +2 + + +* +4
Limite de _ ' a . . .
Deteccién !
Limite de R . R _
Cuantificacion i -
Linearidad - ) + - R
Rango - ! - -
Tolerancia - + 3 44

Notas:

(-) Parametro no evaluado.

(+) Parametro a ser evaluado.

1 En caso de que la reproducibilidad haya sido realizada, la precision intermedia no

es necesaria.

adaw N

de impurezas.

A falta de especificidad en un método analitico, esta puede ser compensada
agregando un segundo método.
Puede ser necesario en algunos casos.

Puede no ser necesario en algunos casos.
A falta de especificidad en un ensayo, esta puede ser compensada por una prueba

La Tabla de Parametros de Validacion por Tipo de Método Analitico
constituye una guia apropiada, para dar al analista un soporte técnico adecuado

durante Ia validacion de cualquier método, cabe sefialar que en la aplicacion de los

criterios de evaluacion prevalecera ante todo el criterio del analista.

37 US Department of Health and Human Services, FDA, CDER. Guidance for Industry: Analytical

Procedures and Methods Validation. Marzo,2001. p. 16y 17
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5.3

1. Exactitud

Definicion y Metodologia de los Parametros de Validacion

Es la concordancia entre un valor obtenido experimentalmente y el valor de

referencia, debe

ser establecido a través de un rango especifico en el

procedimiento. Existen varios métodos para determinar la exactitud:

a) Realizar mezclas sintéticas con cantidades conocidas de los

componentes de un producto para ser analizadas, conocido

como porciento de recobro.

b) En caso de que sea imposible obtener muestras de todos los

componentes de un producto, puede ser aceptable arfadir una

cantidad conocida de la substancia a analizar al mismo producto y

comparar resultados con un segundo andlisis, esto requiere de un

procedimiento independiente.

c) Puede ser inferido una vez que
especificidad han sido establecidos.

la linearidad, precision y

Para obtener resultados optimos es necesario realizar un minimo de 9

determinaciones cubriendo un minimo de 3 diferentes concentraciones.
ejemplo, 3 concentraciones / 3 andlisis).

(por

Estos deben encontrarse en los rangos

establecidos por tipo de método, los cuales se muestran a continuacién:

Tabla 4. Rangos de Porciento de Recobro y Coeficiente de Variacion por Método.

. Mélodo

Cromatogréfcos

Titrimétricos

Quimicos y
espectrofotome(ncos

Microbioldgicos

quc:ento de Recobro

98-102%
- 98-102%
97 - 103 %
| 95-105%

|
|
|

Coeficiente de variacién

2%
<2%

<3%
sw

Nota: Para suspensiones y semisdlidos se acepta una ampliacion del 1% en el rango del por ciento

de recobro yun CV <3 %.
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2, Precision

Es el grado de concordancia entre los resultados de diferentes muestreos de

un producto homogéneo. Esta puede ser considerada en tres niveles: repetibilidad,

precision intermedia y reproducibilidad.

También puede utifizar muestras preparadas sintéticamente o una solucién

de la muestra.

Usualmente se expresa como varianza, desviacion estandar o coeficiente de

variacién de la serie de mediciones efectuadas.

a)

b)

c)

Repetibilidad: Es la precision de un meétodo bajo las mismas
condiciones de operacién en un corto intervalo de tiempo,
mediante determinaciones independientes. Se pueden utilizar dos
procedimientos diferentes:
e realizar un minimo de 9 determinaciones cubriendo un minimo
de 3 diferentes concentraciones, o
e realizar un minimo de 6 determinaciones a una concentracion
del 100%.
Precisidon Intermedia: Es la precisién de un método en base a
determinaciones realizadas con variaciones dentro dei mismo
laboratorio: dias, analistas y/o equipos diferentes. Si Ila
reproducibilidad se llevo a cabo, esta prueba puede ser omitida.
Reproducibilidad: Es la precision de un método en base a
determinaciones realizadas con variaciones entre laboratorios, se
presenta en caso de una estandarizacién de un método analitico.

3. Especificidad

Es la habilidad de un método para obtener una respuesta Unicamente de la

substancia de interés y no del resto de los componentes de la muestra.

La falta de especificidad de un método puede ser compensada mediante el

soporte de otro procedimiento.
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Las implicaciones en los diferentes métodos son:

» ldentificacion: Asegurar la identidad de una substancia.

o Pruebas de pureza: Asegurar con el método el contenido de impurezas
de un producto.

 Ensayos (contenido/ potencia): Proveer un resultado exacto, el cual
permita conocer el contenido o potencia de la substancia de interés
dentro de un producto.

Se puede realizar el analisis de placebos o mediante la identificacién de la
respuesta del principio activo, y si procede, de los excipientes y/o de otras
substancias presentes.

4. Limite de Deteccién

Es la minima concentracion de una substancia en una muestra la cual puede
ser detectada mediante el método, pero no necesariamente cuantificada, bajo las
condiciones de operacion establecidas.

Existen diversos procedimientos aceptados como la evaluacion visual, sin
embargo es necesario presentar la justificacién, mediante cromatogramas, etc.

En el caso de ser evaluado a través de calculos o de extrapolacion, este
requiere ser validado mediante un analisis independiente de un adecuado numero
de muestras preparadas que se encuentren cerca del limite de deteccion estimado.

5. Limite de Cuantificacion

Es la mas baja concentrancidén de una substancia en una muestra que
puede ser determinada con adecuada precision y exactitud.

El limite de cuantificacion es un parametro para ensayos cuantitativos de
niveles bajos de composicidn, es usado particulamente para la determinaciéon de
impurezas y/o productos de degradacién.

TESIS CON S0
FALLA DE ORIGEN




Los procedimientos aceptados son los mismos que para el limite de
deteccién y al igual deben ser validados mediante un andlisis independiente.

6. Linearidad

Es la habilidad de un método de obtener resultados dentro de un intervalo
determinado, los mismos que son directamente proporcionales a la concentracion
de la substancia analizada.

La linearidad debe ser evaluada mediante una relacion lineal obtenida de un
apropiado método estadistico. De esta forma todos los estimados matematicos
ayudan a la evaluacion de este pardametro como son el coeficiente de corelacion, el
coeficiente de determinacién, el coeficiente de variacion, la pendiente y la ordenada
al origen, entre otros.

Se detemmina construyendo una curva de calibracion utilizando cuando
menos 5 diluciones preparadas a partir de una misma solucién patrén, el andlisis
puede realizarse con diferente enfoque pero requiere estar justificado.

7. Rango
Se deriva normalmente del estudio de la linearidad. Se realiza para
confirmar que el método provee un grado aceptable de linearidad, exactitud y
precisiéon cuando es aplicado a muestras que contienen cantidades de la
substancia a analizar dentro o en los extremos del rango especificado utilizando
placebos aradidos.
Los rangos minimos que deben ser considerados son:
e« En ensayos para substancias o para productos terminados:
normalmente 80 a 120% de la concentracion.
« Para uniformidad de contenido, cubrir un minimo del 70 a 130% de Ia
concentracion, a menos que requiera uno diferente basado en la
naturaleza de la forma de dosificacion.

« Para prueba de disolucién: + /- 20% del rango especificado.
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8. Tolerancia

Es la confiabilidad de un método al producir resuitados analiticos obtenidos
de la misma muestra con variaciones deliberadas en los parametros establecidos.
Una consecuencia de la evaluacién de la tolerancia es que los parametros de
adecuabilidad del sistema estan establecidos en el procedimiento y aseguran que
la validacion del método se mantiene.

Ejemplo de variaciones tipicas:

- estabilidad de soluciones analiticas
- tiempo de extraccion

- temperatura

- variacién de longitudes de onda.

Este parametro requiere de la comparacion de los resultados analiticos
normales y de los que sufrieron alguna modificacion.

5.4 Adecuabilidad de Sistemas Relacionados con Metodologias Fisicas

La adecuabilidad del sistema es una parte integral de los métodos analiticos,
basado en el concepto de que los equipos, instrumentos, operaciones analiticas y
muestras constituyen un solo sistema y que puede ser evaluado como tal. Los
parametros de validacion correspondientes, dependen de! tipo de metodologia
fisica que sera validado. Como ejemplo podemos mencionar que los
procedimientos analiticos espectrofotométricos se encuentran con frecuencia
relacionados a metodologias fisicas (ejemplo: disolucidn), por lo que deben tener
una apropiada adecuabilidad que puede ser evaluada a través de la verificacion del
instrumento. De esta forma el criterio de validacion para determinar los parametros
a utilizar deberd incluir la especificidad, demostrando la no interferencia del
placebo, linearidad, repetibilidad, precision intermedia y tolerancia.
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5.5 Valoracion Estadistica

El proceso de validacion de un método en particular estad basado en

pﬁncipios cientificos adecuados que han sido optimizados para

propositos

practicos de medicién. De esta forma, los modelos estadisticos son utilizados para

describir la variacidn normal y las tendencias de las caracteristicas de calidad de un

producto en un proceso.

Algunos de los calculos estadisticos que se utilizan para efectuar una

validacion de métodos analiticos se describen en la siguiente tabla:

Tabla 5. Formulas para Uso en Validacion de Métodos

Nombre Foérmula Definicién Empleo
Valor muestral que . :
. - representa el centro de Estima la tendencia
Media y=2Zy central de una
aritmética n gravedad de los valores. variable de un
! Considera toda la roceso
informacion muestral. P '
Valor muestral que
representa el grado de |Permite obtener
Desviacion s= [2y~§)? concordancia respecto a la { limites y medir la
estandar n-1 media aritmética. Considera | capacidad de un
todos los valores | proceso.
muestrales,
Valor muestral que
representa el grado de Esti
2 o2 . stima la
: s*= Z(y-— concordancia respecto a la e peen
Varianza n-1 media aritmética. Considera vfgca:s"(')dad de un
todos los valores | P '
muestrales.
. Estima la
Coeficiente de TN "
variacion o _ Valor muestral que variabilidad relativa
PR Cv= _sx100 P de un proceso y
Desviacion v representa la variabilidad permite  comparar
erﬂ,irt',-?,zr relativa. con diferentes tipos
de procesos.
: . Permite obtener
e N Estima el parametro de . N
Intervalo de IC=(¥s-¥o) * % |iendencia central de un grr';'t':::"z:? med;ar:
Confianza sp2(2/3) proceso mediante un | Lestras pde
\/ \ l
intervalo de confianza. tamafio n.
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Una técnica importante en las ciencias, es el modelo lineal y de regresiéon
para ajustar datos experimentales, utilizada también en la validacion de métodos.

Generalmente las mediciones observadas no se encuentran sobre una linea
recta con precision por lo que muestran una discrepancia entre la prediccion y la
realidad, dichas variaciones deben reducirse seleccionando la recta en donde ia
suma de las desviaciones sea lo mas pequeia posible para entonces cancelar las
desviaciones positivas con las negativas utilizando la suma de sus cuadrados, a
dicho procedimiento se le conoce como Método de Minimos Cuadrados, el cual es
faciimente obtenido mediante el uso de calculadoras cientificas o programas
especiales que disminuyen el tiempo de andlisis de datos.

Tenemos que la ecuacion lineal que representa a la recta se muestra a
continuacion (Ecuacién 7).

y=mx + b

Donde, “x"y “y” son los valores de los datos experimentales en sus ejes
respectivos, m es la pendiente de lacurva y b la intercepcion con el eje de
las ordenadas. Mediante diversas operaciones es posibe obtener el coeficiente de
correlacién y el de determinacidén que son puntos de referencia para el analisis de
algunos parametros en la validacion de métodos.

En la siguiente tabla se muestran las formulas correspondientes para la
obtencién de los valores arriba mencionados:

Tabla 6. Formulas para la Obtencién de Valores de la Ecuacién Lineal

Nombre Férumula
. m= n(Exy) - (Ex}Ty)

Pendiente n(53) - (Ex)?
Coeficiente . de r=n(Exy) - (In) (Zy)

correlacién /InEx*~(Z%)?) [nzy’~(Zy)?]
Coeficiente de ?={n (Exy) (=n) _(ENP
determinacion [nEx —(“x)’] [nZy’-(zy)’)

intercepcion con el eje de —y

las ordenadas b=y - mx
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CAPITULO VL.

PARTE EXPERIMENTAL

El desarrollo de este trabajo se divide en dos partes:

a)

:confa

Primera Parte: lncluye Ia cahfcacnén de equipo vy la verificacion de los
lnstrumentos utlllzados en el método analitico que se esta validando, ya

que deben poseer el dlseno y la capacidad propios para llevar a cabo el

proceso al cual esta ‘;.destlnados y comprobar que su operacion se ajusta

ormas aceptadas de seguridad, asimismo se determina su

Igda medxante pruebas de desemperio adecuadas.

SAegt‘Jy'irLIdévP_ane: Muestra el desarrollo de la validacion del método de
disolucion para un producto cefalosparinico (Cefalexina Monohidrato)

- que se presenta en la forma farmacéutica de capsulas, en base a la

seleccion adecuada de parametros de validacion para probar su
efectividad y demostrar que posee un funcionamiento analitico aceptable
al cumplir con todos los criterios de aceptacion establecidos.

Primera Parte

6.1

Disolutor

Es el equipo principal para realizar la prueba de disolucién, por lo que debe

ser calibrado como parte de la calificacion del equipo, utilizando los adecuados

estandares de referencia USP.
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6.1.1 Calibracién del Disolutor

Objetivo Establecer el procedimiento a seguir para la calibracién
del Disolutor ELECSA modelo DIE 25-250, para
garantizar la calidad y confiabilidad con la que se realiza
la Validacion del Método Analitico de Disolucién.

Método de Realizar la calibracion del disolutor utilizando dos tipos
Calibracién de tabletas:
a. Desintegrantes de prednisona (50 mg)

b. No desintegrantes de acido salicllico (300 mg).

a. Tabletas tipo desintegrante de Prednisona 50 mg.

Medio de Disolucion 900 ml de agua purificada libre de gases disueltos.

Pesar 6.0 mg de estandar de referencia de prednisona

Estandar de en un matraz volumétrico de 100 mi.

Referencia . .
Disolver con 5 ml de etanol y aforar con agua purificada.

Tomar una alicuota de 10 ml y aforar en un matraz
volumeétrico de 50 ml con agua purificada.

Agregar una tableta de prednisona (C;;Hz260s) en cada
Procedimiento vaso del disolutor.

Tiempo de disolucion: 30 minutos

A una temperatura de 37°C + 5°C operando los

aparatos a cada una de las velocidades indicadas en la

Tabla No. 7 pagina 57.

Al termino de la disolucién, tomar una alicuota de 15 ml

de la parte media de cada vaso del disolutor, , donde los

primeros 2 mi se desechan y el resto se filtra, colocar 10

m! de la alicuota filtrada en un matraz volumétrico de 50

mi y aforar con agua purificada.
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Criterio de
Aceptacion

Leer en el espectrofotémetro a una longitud de onda de
maxima absorcién de 242 nm en comparacién con la
solucién estandar de referencia de prednisona.
Determinar la cantidad de prednisona disuelta en cada
vaso, expresada en porciento.

Obtener la media aritmética con los resultados obtenidos
y comparar con los criterios de aceptacion para cada
caso.

Tabla 7. % disueito de Prednisona para el Lote K.

Aparato Tipo 50 rom 100 rpm
1 7-20 36 -60
2 41 -54 57 - 66

b. Tabletas tipo no desintegrante de Acido Salicilico 300 mg.

Medio de Disolucién

Estandar de
Referencia

Pesar §4.4 g de fosfato monobasico de potasio
(KH2PO4) vy 12.5 g de hidréxido de sodio (NaOH).
Disolver en agua purificada libre de gases a un volumen
de 8 litros.

Ajustar el pH a 7.40 + 0.05 con &cido fosférico at 85%
(H3PO4) o con hidroxido de sodio.

Colocar 900 m! de estd solucion en cada vaso del
disolutor.

Pesar 16.0 mg de estandar de referencia de acido’
salicllico en un matraz volumétrico de 100 ml.

Disolver con 1 mi de etanol y aforar con el medio de
disolucion ya preparado.

Tomar una alicuota de 5 ml y aforar en un matraz
volumétrico de 50 ml con el medio de disolucion.
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Procedimiento - :

Criterio de
Aceptacion

Notas

Agregar una tableta de acido salicllico (C7HgO3) en cada
vaso del disolutor.

Tiempo de disolucion: 30 minutos

A una temperatura de 37°C + 5°C operando los
aparatos a cada una de las velocidades indicadas en la
Tabla No. 8.

Al termino de la disolucion, tomar una alicuota de 10 ml
de la parte media de cada vaso del disolutor, donde los
primeros 2 ml se desechan y el resto se filtra, colocar 5§
mi de la allcuota filtrada en un matraz volumetrico de
100 ml y aforar con el medio de disolucion.

Leer en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de
maxima absorcidon de 296 nm en comparacién con la
solucién estandar de referencia de acido salicilico.
Determinar la cantidad de &cido salicilico disuelta en
cada vaso, expresada en porciento.

Obtener la media aritmética con los resultados obtenidos
y comparar con los criterios de aceptacion para cada
caso.

Tabla 8. % disuelto de Acido Salicilico para el Lote K.

Aparato Tipe 50 rpm 100 rpm
1 14-21 23-29
2 13-22 16 - 27

Los estandares de referencia son calidad USP y se

encontraban vigentes en el momento de su uso.
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Tratamiento para
eliminar gases
disueltos

Resultados

Calentar el agua a 41°C y filtrar al vacio a través de una
membrana porosa de 0.45 um en un matraz con
agitacion constante. Al terminar, cerrar el matraz y
aplicar por otros 5 minutos el vacio mientras se continua
agitando. La temperatura no debe descender de los
37°C antes de Ia iniciacion de la prueba.

A continuacion los resuiltados de la calibracion del
Disolutor ELECSA modelo DIE 25-250 realizada en los
aparatos 1y 2 ( canastillas y paletas, respectivamente).

Tabla 9. Resultados de Ila Calibracion del Disolutor con Tabletas
Desintegrantes de Prednisona (50 mg).

% Disuelto en 30 minutos. Lote K
Aparato 1 (Canastilla) Aparato 2 (Paleta)
50 rpm l 100 rpm 50 rpm 100 rpm
Vaso 1 147 | 57.0 50.9 58.2
Vaso 2 161 | 557 48.9 61.4
Vaso 3 169 | 58.1 48,6 61.3
Vaso 4 135 | 560 51.0 64.3
Vaso 5 16.7 53.3 50.4 62,2
Vaso 6 16.1 48.6 50.5 62.6
Media !
aritmetica 15.7 54.8 50.0 61.7
Criterio de
Aceptacion 7-20 36-60 41 -54 57 - 66
Aceptado : . .
(si /o) Si | Si Si Si

TESIS CON 0
FALLA DE ORIGEN




Tabla 10. Resultados de la Calibracién del Disolutor con Tabletas No

Desintegrantes de Acido Salicilico (300 mg).

% Disuelto en 30 minutos. Lote K
Aparato 1 (Canastilla) Aparato 2 (Paleta)
50 rpm . 100 rpm 50 rpm 100 rpm
Vaso 1 17.6 24.7 19.3 22.0
Vaso 2 18.2 f 232 21.6 24.2
Vaso 3 18.1 243 20.0 20.2
Vaso 4 17.5 245 20.8 21.4
Vaso § 17.5 24.1 211 20.9
Vaso 6 17.4 24.3 17.7 22.1
Media
aritmética 17.7 24.2 201 21.8
Criterio de
Aceptacién 14 -21 23-29 13-22 1627
Aceptado R . . R
(si/ no) Si Si Si Si

Las graficas correspondientes a las Tablas 9 y 10 se muestran de acuerdo

a la siguiente relacion (Tabla 11).

Tabla 11. Relacién de Gréficas de la Calibraciéon del

Disolutor.
Grlggca Descripcion P‘?ﬂf’a
1 Aparato 1.Prednisona a 50 rpm 61
2 Aparato 1.Prednisona a 100 rpm 62
3 Aparato 2.Prednisona a 50 rpm 63
4 Aparato 2.Prednisona a 100 rpm 64
5 Aparato 1.Acido Salicilico a 50 rpm 65 N
6 Apa;;;o ‘1 .Acido Salicilico a 100 rpm 66
7 | Aparato 2.Acido Salicilico a 50 rpm | 67
8 | Aparato 2.Acido Salicilico a 100 rpm | 68
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GRAFICA No. 1. Aparato 1. Prednisona a 50 rpm
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GRAFICA No. 2. Aparato 1. Prednisona a 100 rpm
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GRAFICA No. 3. Aparato 2. Prednisona a 50 rpm
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GRAFICA No. 4. Aparato 2. Prednisona a 100 rpm

---¢ Overlaid Spectra _---
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GRAFICA No. 5. Aparato 1. Acido salicilico a 50 rpm
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GRAFICA No. 6. Aparato 1. Acido salicilico a 100 rpm
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GRAFICA No. 7. Aparato 2. Acido salicilico a §0 rpm

---¢ Overlaid Spectra _---
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GRAFICA No. 8. Aparato 2. Acido salicilico a 100 rpm
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6.1.2 Calificacién del Disolutor

Objetivo Asegurar que el disolutor se encuentra listo para operar
dentro de las especificaciones y requerimientos
establecidos para la prueba de disolucién.

Contenido Se divide en tres secciones, las cuales fueron verificadas:
Seccién A. Calificacion de la Instalacion
Seccion B. Calificacién de la Operacién

Seccién C. Calificacion del Funcionamiento.

SECCION A. CALIFICACION DE LA INSTALACION.

Descripcién del Disolutor Estandar Digital ELECSA con seis unidades
equipo Modelo DIE 25-250 Tipo N.

Caracteristicas El equipo posee las siguientes caracteristicas:

generales del equipo - Elementos de Seguridad

- Controladores y Sensores
- Bafio Maria
- Material de Gabinete

Uso del equipo El equipo se utiliza para realizar |la prueba de disolucion en
tabletas y capsulas, con la facilidad de poder usar tanto el
Aparato 1 y 2 dependiendo del procedimiento indicado
para cada producto en su monografia.
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Elementos de
Seguridad

Controladores y
sensores

Bano Maria

Material de Gabinete

El equipo posee un dispositivc de seguridad a un
determinado nivel de agua, lo cual permite iniciar su
funcionamiento.

Posee una alarma audible que previene el incremento en
el tiempo de disolucion.

El equipo cuenta con los siguientes sensores y
controladores:
- Interruptor General de 20 amperes, 2 polos 2 tiros,
con una corriente maxima permitida de 120 volts.
- Contro! de tiempo digital electronico de O a 24 horas
- Alarma electrénica
- Control de Temperatura con foco indicador
- Sensor de Temperatura digital de 80 cms, con
sensibilidad de + 0.5°C.
- Control e indicador de velocidad variable que va de
0 a 250 rpm

Este posee un dispositivo de agitacion, por medio de dos
propelas que giran agitando el agua. Las propelas se
encuentran sostenidas por flechas de acero inoxidable
Tipo 316. Utiliza agua destilada para evitar incrustacion de
sales en las paredes. Cuenta con dos lamparas de luz,

El equipo consta del siguiente material:

Seis flechas

- Seis embragues independientes

- Seis bujes con prisionero para ajustar la altura
indicada a cada vaso

- Cuatro pernos laterales para la tapa del Bafio Maria

- Seis tapas con tres orificios, uno al centro y dos
orificios a los costados cada uno.

- Seis canastiltas y seis paletas.
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Refacciones

Material de
Construccion

Las refacciones que se encontraban disponibles en el

momento de la calificacién son:

Tabla 12. Refacciones Disponibles para el Disolutor

Refaccion Cantidad
Canastillas 6
Paletas ) 6
Tapas de Vasos 6
Tapa del Disolutor 1
Rectificador de altura 1

El material de construcciéon de las principales partes del

equipo se encontraban de acuerdo con los criterios de

aceptacion:

Tabla 13. Matariales de Construccién de Partes del Disolutor

Parte del equipo fg:;g%gi 3 Material
Canastilla Acef[t_:i;go;}céable Acegpigo:;(:céable
Flechas o ejes AcerT?pigo:;(;céable Acefﬁ‘:go;:céable
Soportes Ace_rrc? ggo:;(:céable Ace;f?pigoax:%able
Vasos M:;?g;?;:ﬁ y Acrilico cristal
Tapas de Vasos Mg;er:i:g ;?:32 y Acrilico cristal
Tapa del Disolutor M:_t:r:isﬂ z:?:rﬁz y | Acrilico cristal

W_Polimero c;e—_n )

Recubrimiento de
Paletas (opcional)

fluorocarbono o

material inerte

Teflén
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Mantenimiento
preventivo

Esta incluido dentro del Programa de Mantenimiento
Preventivo el cual se realiza anualmente.

El equipo no cuenta con ningun mantenimiento preventivo
previo a esta calificacion ya que no contaba con un afo a
la fecha de la calificacion.

SECCION B. CALIFICACION DE LA OPERACION.

Especificaciones de
las partes

Procedimiento

Las partes deben cumplir con los criterios de aceptacion
correspondientes que se mencionan a lo largo de esta
seccion.

Durante la verificacion de las dimensiones y funciones del
Disolutor se deben usar instrumentos calibrados.

Las canastillas, vasos, tapas y paletas se deben encontrar
debidamente identificados del 1 al 6 para su facil manejo.

CANASTILLAS

Verificar con un vernier calibrado las dimensiones de las
canastillas de acuerdo a los criterios de aceptacién
establecidos, los resultados se observan en la Tabla 14 de
la pagina 73.

Datos del vernier calibrado:
Frecuencia de Calibracion: Anuai
Calibrado por CALIPEN

Vigente al dia de la calificacion.




Tabla 14. Resultados de las Dimensiones de las Canastillas.

. . . . Didmetro
Diagmetro Didmetro | Longitud | Longitud
Canastilla interno externo interna externa extz’rrr’)ﬁzdel ma;l a
(D.I.7) ___,___(D'E' ) (L.1.*) (L.E‘._‘)— (D.M.Y)
1 20.2 25.5 26.9 37.0 22.2 40
2 20.2 25.3 26.9 36.7 222 40
R
3 20.3 25.2 27.0 36.8 221 40
4 20.3 25.3 271 36.8 222 40
5 20.2 25.2 27.0 36.7 22.2 40
6 20.2 25.4 27.2 37.0 22.1 40
Criteriode { 20.2+1.0 . 254 +3.0 | 27.0£1.0 ) 36.8 +3.0 | 22.2+1.0 40
Aceptacion mm mm mm mm mm
Aceptado . . N . R .
(SitNo) Si Si Si Si Si Si

* Ver sureferencia en la Figura No. 15

el

36.8 mm
*30mm

L
:27.0 mm % 1.0 mm

de tamiz [

D.I.
202 mm*10 mm - —

Figura No. 15. Dimensiones de las canastillas.
D.l. = Didmetro Interno, D.E. = Didmetro Externo, D.M. = Diametro externo del tamiz,
L.I. = Longitud interna, L.E. = Longitud Externa.

D.M.

- Malla No.

40

D.E.
— =~ 254 mm*3.0 mm
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Especificaciones de
las Partes

Procedimiento

EJE TRANSMISOR Y SOPORTE

Verificar utilizando el

mismo vernier calibrado las

dimensiones de los ejes transmisores y soportes del

equipo.

Los resultados se observan en la Tabla 15.

Tabla 15. Resultados de las Dimensiones de los Ejes Transmisores y de los

Soportes.
Ejey Diémetro del Eje Esgzlsor Dismetro del | Rota suave
Soporte (D.F.%) Soporte orificio de y sin
No. Vaso Paleta (ES.") ventaneo (O.V.*) bamboleo
1 6.3 10.0 5.2 2.0 Si
2 6.3 10.0 5.1 2.0 Si
3 6.3 10.0 5.1 2.0 Si
4 6.4 10.0 5.1 2.0 Si
5 6.3 9.9 5.1 2.0 Si
6 6.3 10.0 5.1 2.0 Si
L Si rota
Criteriode | 6.3-6.5 | 9.4-10.1 | 5.1+0.56 .
N - 2.0 mm suave y sin
Aceptacién.} mm mm mm bamboleo
Aprobado . . . .
L (Si/No) Si Si Si Si

* Ver su referencia en la Figura No. 16.

Orificio de salida

2.0 mm de diametro.

o.V.

P:;

S
F Es.

Diametro del eje transmisor

6.3 mm a6.5 mm

ind 94 mm a 10.1 mm

D.F.

Figura No. 16. Dimensiones del Eje Transmisor y Soporte.
D.F.=Diametro del eje, E.S.=Espesor del soporte y O.V.=Didmetro del orificio de ventaneo.

S1mm20.5mm
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Especificaciones de
las Partes

Procedimiento

VASOS

Verificar la forma de los vasos visualmente y con el

mismo vernier calibrado las dimensiones de los vasos.

Los resultados se observan en la Tabla. 16

Tabla 16. Resultados de las Dimensiones de los Vasas.

Alto del Diamétro
VasoNo. | o | asiérico | Y259 | intemo delvaso
1 si si 16.1 105
2 si si 16.1 10.5
3 si si 16.1 10.5
.4 Si si 16.1 10.5
5 si Si 16.1 10.4
6 Si si 16.2 10.4
Criterioge | Stesun | Sitiene | 46 47 5
Aceptacién _vaso fonc!o cm 9.8-10.6cm
cilindrico | esférico
’}g;‘;b,jg)" si si si Si

* Ver su referencia en la Figura No. 17 pagina 76.

Todos los vasos tienen una capacidad nominal de 1000 mi

y se encuentran marcados a los 900 y 1000 ml.




Forma cilindrica con
fondo esférico

Figura No. 17. Dimensiones de los Vasos.

Diametro interno
el vaso

Alto del vaso
162175 cm

Al.

N

Al. = Altura del vaso y D.V. = Diametro interno del vaso.

Especificaciones de
las Partes

TAPAS DE LOS VASOS

Procedimiento

encuentren dentro de

establecidos.

Verificar las tapas de los vasos, de tal forma que se

los criterios de aceptacion

Los resultados se observan en la Tabla. 17.

Tabla 17. Resultados de las Tapas de los Vasos.

Tapas de los Vasos

Caracteristicas

Las tapas se ajustan a los vasos. Constan
de tres orificios: uno central para los ejes,
dos a los costado, para insertar un
termémetro y para extraer la muestra y/o
respiradero.

Criterio de
Aceptacion

Tapa bien ajustada y que permita la
insercion de un termdémetro, asi como la
toma de la muestra.

Aprobado
(Si/No)

Si

76

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Especificaciones de
las Partes

Procedimiento

Procedimiento

Tapa del Disolutor

Verificar las caracteristicas generales de la tapa del

disolutor.

Los resultados se observan en la Tabla. 18.

Tabla 18. Resultados de la Tapa del Disolutor.

Tapa del Disolutor

Caracteristicas

Tiene un espesor de 10 mm y es
transparente. Cuenta con 6 orificios para
vasos que mantienen firmes a los mismos
durante la prueba. Posee un orificio central
para colocar un termémetro y medir la
temperatura del bano.

Debe permitir que seis vasos se sumergan

Criterio de - -
N parcialmente en el bafio de agua y que se
Aceptacion encuentren firmes durante la prueba.
Aprobado si
(Si/No)
PALETAS

Verificar con el vernier calibrado las dimensiones de las

paletas de acuerdo a los criterios de aceptacion
establecidos, los resultados se observan en la Tabla 19

de la pagina 78.
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Tabla 19. Resultados de las Dimensiones de las Paletas.

Radio de la Distancia
Espesor Alto Cuerda Cuerda .
Paleta de la de la paralela paralela se?g/énade 9";’9 la b%se
ale paleta paleta | superior inferior cim”LZ ar Y g'rsetig’l' n
(EPY | (AP ]| (CS." (C.1.") 2 ireuia
(RC.") (D.C.")
1 4.1 19.0 74.3 42.1 41.6 35.9
2 4.1 19.0 74.2 42.0 415 35.9
3 4.0 19.0 74.2 42.1 415 35.8
4 4.1 19.1 74.2 42.1 416 35.7
5 4.0 18.9 74.2 42.0 41.4 35.7
6 4.0 18.9 74.2 42.0 41.5 35.8
Criteriode | 4.0:1.0 | 190*| 740a | 420410 | 415510 | 358:1.0
Aceptacion mm m.m 75.0 mm mm mm mm
Aprobado . K . i . .
(SilNo) Si Si Si Si Si Si.

* Ver sureferencia en ia Figura No. 18.

R.C. :
41.5%1.0 mm <
’ r;d:o RS
r 2 i .
A.P ( L
180 mm - N\ s
£05mm. - N

e,

cs. —

~ |

74.0 mm a75.0 mm
Figura No. 18. Dimensiones de las paletas.

A.P.=Allo de Ia paleta, C.S.=Cuerda paralela superior, C.l.=Cuerda paralela inferior, E.P.=
Espesor de la paleta, D.C.=Distancia entre la base y la seccion circular y R.C.=Radio de la

seccion de forma circular.
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Control Digital
Electrénico

Procedimiento

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

RELOJ DEL DISOLUTOR

Realizar la siguiente prueba para asegurar que el reloj
propio del equipo marca la hora real. Utilizar un
crondémetro calibrado.

Tomar la hora inicial de la prueba y posteriormente hacer
lecturas cada 30 minutos durante 3 horas. Llevar acabo
la prueba durante tres dias consecutivos. E! disolutor se
debera mantener encendido durante la prueba.

Los resuitados se observan en la Tabla 20.

Tabla 20. Resultados del Control Digital Electrénico.
Lectura del Leclura del Reloj del Disolutor
lnsZZZlée:tro Primer dia Segundo dia Tercer dia
——— 3:00 pm 11:00 am 10:00 am
30 min 3:30 pm 11:30 am 10:30 am
1hr 4:00 pm 12:00 pm 11:00 am
1 hr 30 min 4:30 pm 12:31 pm 11:30 am
2hr 5:00 pm 1:00 pm 12:00 pm
2 hr 30 min 5:31 pm 1:31 pm 12:31 pm
3hr 6:01 pm 2:00 pm 1:00 pm
Desviacion
promedio por | + 0.33 min + 0.33 min +0.17 min
dia
Criterio de + 1.00 min con respecto a la desviacion
Aceptacién promedio por dia
Aprobado Si
(Si /No)

Datos del cronémetro calibrado:

Tipo: Analogo Marca: Haste Alcance: 60 min
Frecuencia de Calibracion: Anual

Certificado de Calibracién Interna : 1994-1

Vigente al dia de la calificacion.

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA




Control de
Temperatura

Procedimiento

Temperatura del Bafio

Realizar la siguiente prueba para asegurar que la
temperatura del bafio sea homogénea y corresponda a la
indicada por el control de temperatura del aparato.
Utilizar termémetros calibrados.

Colocar tres termdmetros calibrados en las siguientes
posiciones: uno al centro y los otros dos a los costados
utilizando los orificios correspondientes a los vasos del
disolutor.

Establecer la temperatura del baino a 25°C, tomar las
lecturas de los termémetros cada 10 minutos durante
media hora. Repetir el mismo procedimiento para 37°C y
42°C.

Reportar la temperatura promedio de los tres
termémetros a las diferentes temperaturas.

Los resultados se observan en la Tabla 21.

Tabla 21. Resultados del Control de Temperatura.
Lectura Tem;se‘rcatura Tem;;gtura Temfzetrélura
1a (10 min) 25.3 374 43.0
2a (20 min) 25.7 37.8 42.5
3a (30 min) 25.7 .'37.8 43.0
Promedio 256 ©37.7 42.8
Variacién +0.6°C +0.7°C +0.8°C
e
Aprgbado si
(Si/No)
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Control de Velocidad

Procedimiento

Datos de los termometros calibrados utilizados se
encuentran en la Tabla 22.

Tabla 22, Caracteristicas de los Termometros Calibrados.

Termémelro | Marca Cap e:éided ggggaociccjbi
1 AMA -5/110 20/80
2 AMA -5/110 20/80
3 AMA -5/110 20/80

Frecuencia de Calibracion: Anual

Vigentes al dia de la calificacion.

VELOCIDAD

Verificar la velocidad del disolutor conectando un
tacometro calibrado al motor.

Realizar la prueba por triplicado con una diferencia de 5
min. entre cada una y tomando lecturas a 30, 50 y 100
rpm.

Los resultados se observan en la Tabla 23.

Tabla 23. Resultados del Control de Velocidad

Lectura Velocidad
30 rpm 50 rpm 100 rpm
1a 30 51 101
2a 30 51 101
3a 30 50 101
Promedio 30 50.7 101
Porciento de Py o
Desviacien | 9% Tran t1%
Criterio de o
Aceptacien | ]
Aprobado si
v (SN0 -
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Datos del tacometro calibrado:

Tipo: Digital Modelo: DT-2058
Frecuencia de Calibracion: Anual
Certificado de Calibracion: 1-94092-2-1
Calibrado por: TRANSCAT Calibration Services
Vigente al dia de la calificacion.

SECCION C. CALIFICACION DEL FUNCIONAMIENTO.

Calibracién del Verificar el funcionamiento del Disolutor por medio de la
Disolutor Calibracion del Disolutor realizada de acuerdo al
procedimiento correspondiente que se encuentra
descrito en el punto 6.1.1 Calibracién de! Disolutor en la
pagina 56.
En base a los resultados de dicha prueba que se
muestran en las siguientes tablas de referencia:
Tabla 9 Pagina 59
Tabla 10 Pagina 60
Se determina que el funcionamiento del Disolutor
cumple con un funcionamiento adecuado.

Calificacion del Una vez realizada la Calificacién de la Instalacién,

Disolutor Operacion y Funcionamiento del Disolutor ELECSA
Modelo DIE 25-250 Tipo N se considera aprobado
para llevar a cabo la prueba de disolucion.
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6.2 Espectrofotometro UV — Visible

Como parte del método andlitico de disolucidn, el espectrofotdmetro debe
asegurar un adecuado funcionamiento para asi obtener datos confiables durante ta

realizacién de la prueba. Por esta razoén,

acabo como se indica a continuacion.

6.2,1 Verificacion de! Espectrofotémetro UV ~Visible

la verificacién del instrumento se llevd

El instrumento utilizado es un Espectrofotdmetro UV — Visible HP8452, el

cual posee las siguientes caracteristicas generales:

Configuracién éptica:
Tipo de rayo:

Detector:

Rango en el UV -Visible:
Tipo de Lampara:

Sistema optico:
Diagnéstico:

Tipo dispersivo con fotodiodo integrado.

Rayo simple.

Diodo.

Va de 190 a 820 nm.

Lampara de deuterio con filamentos de

tungsteno.

Sin movimiento

Proporciona un diagnéstico de los

componentes electrénicos y de los

componentes opticos.

A) Componentes electrénicos:Prueba el
funcionamiento  adecuado de la
memoria RAM, de la unidad central de
proceso, interruptores, interfaces de
comunicacioén y convertidores.
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B) Componentes 6pticos: Prueba el buen

estado y funcionamiento de la corriente
obscura, checa la intensidad emitida por
: la lampara y su estabilidad
Posicién del El compartimiento de la muestra es fijo,
' compartimiento: posee sujetadores que son ajustables
dependiendo del tamario de la cubeta.
Celda de verificacion: Celda de hoimio de tamaiio estandar.

Procedimiento:

Colocar la celda de holmio en el compartimientc de la muestra
perfectamente limpia y libre de polvo. Determinar la absorbancia a 280 y 361
nm en el rango del ultravioleta y de 453 y 536 nm para la fuz blanca en el
rango del visible.

Se realizan quince lecturas tomadas con una frecuencia semanal y se
obtiene la media aritmética de los valores registrados, de tal forma que ningan valor
debe salirse del + 2% de la media.

Las tolerancias aceptadas correspondientes a las longitudes de onda son
las siguientes:

a)240 a 280 nm + 0.5 nm
b)280 a 320 nm £1.0nm
c) Arriba delos 320 nm +2.0nm

Los resultados de la verificacion realizada al espectrofotémetro UV — Visible
HP8452 se muestran en la Tabla 24 de la pagina 85.
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Tabla 24. Resultados de la Verificacién del Espectrofotémetro UV-Visible HP8452

) . ; Longitudes de Onda
: )
Lectura 280 nm 361 nm 453 nm 536 nm
1. ‘ - 0.36914 0.53641 0.74788 0.30525
2 0.36938 0.53216 0.74596 0.30024
3 0.37009 0.53571 0.74239 0.29662
4 0.37061 0.52957 0.74313 0.30441
] 0.36994 0.52814 0.74528 0.29897
6 0.37054 0.52893 0.74811 0.30119
7 0.36976 0.53088 0.74750 0.30505
8 0.37043 0.53620 0.74396 0.29738
9 0.36927 0.52835 0.74824 0.29857
10 0.37088 0.53682 0.74507 0.30470
11 0.36912 0.53270 0.74691 0.29788
12 0.37014 0.53432 0.74264 0.30246
13 0.36966 0.52899 0.74723 0.30573
14 0.37025 0.53364 0.74412 0.29856
15* 0.37047 0.52945 0.74364 0.29700
Media
anitmeética 0.36998 0.53215 0.74547 0.30093
Criterio de
Aceptacion 0.36a258 0.521 51 0.733056 0.22491
+2% respecto a
1a media. 0.37738 0.54279 0.76038 0.30695
Todos los
valores caen . . " .
dentro del +2% si Si St Si
(Si/No)

* Lecturas de lzs cuales se obtuvieron reportes impresos. Se encuentran relacionadas en la Tabla
25 de la pagina 86.

Nota: E! espectrofotdmetro se encontraba al momento de la verificacion
dentro de un programa de mantenimiento externo proporcionado por el proveedor
con una frecuencia de cada seis meses, de la misma forma el diagnéstico realizado
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Las gréaficas correspondientes a la primera y Gltima lecturas se muestran de
acuerdo a la siguiente relacion (Tabla 25).

Tabla 25. Relacién de Graficas de la Verificacion del
Espectrofotémetro UV-Visible HP8452.

Gréafica . Pagina
No. Descripcién No.
9 Primera lectura. Longitud de Onda de la Celda a7
de Holmio.
10 Primera lectura. Diagnéstico de la Corriente a8
Obscura y la Intensidad de la Lampara.
1 Primera lectura. Diagnéstico Interno y de 89
Estabilidad
12 Ultima lectura. Longitud de Onda de la Celda 90
de Hoimio.
13 Ultima lectura. Diagnéstico de la Corriente 91
Obscura y la Intensidad de la Lampara.
14 Ultima lectura. Diagnéstico Interno y de 92
Estabilidad

El resultado de la verificacion del espectrofotémetro UV - Visible HP8452 es
satisfactoria por lo que el instrumento se encuentra en condiciones adecuadas para
participar dentro de la validaciéon del método analitico de disolucién y de cualquier
tipo de andlisis.
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GRAFICA No. 9. Primera lectura. Longitud de Onda de !a Celda de Holmio.

—-~=¢ WAVELENGTH SCAN REPORT _---

r!le Name : Register: A
Sample Name : CELDA DE HoLMIO Function : Absorbance
Solvent Name : Wavelength Range : 190 to 820 nm
concentration : 1.0000 Integration Time : 1 s
Units : Std Deviation s Off
2.7346+
. ;*?Eén;'
w
(=]
=
=3
@
oL
=
I
=
T T T T —m
300 100 500 00 700 800
UAVELENGTH

rked. Wavelengths
210

Reg A: L 2.5296
Reg A: L 230 = 2.7346
Reg A: L 280 = 0.36914
Reg A: L 288 = 0.32805
Reg A: L 360 = 0.53641
Reg A: L 418 = 0.20462
Reg A: L 446 = 1.7902
Reg A: L 454 =  0.74788
Reg A: L 460 = 0.89473
Reg A: L 536 = 0.30525
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GRAFICA No. 10. Primera lectura. Diagnostico de la Corriente Obscura y la

Intensidad de la Lampara.
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GRAFICA No. 11. Primera lectura.

Diagnéstico Interno y de Estabilidad.
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GRAFICA No. 12, Ultima lectura. Longitud de Onda de la Celda de Holmio.

-~=¢ WAVELENGTH SCAN REPORT _-~--

File Name : Register: A
: Sample Name : CELDA DE HOLMIO Function : Absorbance
i Solvent Name : avelength Range : 190 to 820 nm
i Concentratlon : 1.0000 Integration Time : 1
1 ~Un1ts : s Std Deviation T Off
1
UVERIFICACION ESPECTROFOTOMETRO
HP 8452
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GRAFICA No. 13. Ultima lectura. Diagnéstico de la Corriente Obscura y la

Intensidad de la Lampara.
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GRAFICA No. 14. Ultima lectura. Diagnéstico Interno y de Estabilidad.
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Segunda Parte

6.3 Validacién del Método Analitico de Disolucién

1. Caracteristicas generales:

Principio Activo Cefalexina Monohidrato
Forma Farmacéutica: Capsulas
Contenido: Equivalente a 250 mg de cefalexina base

La razdn para llevar acabo la validacion del método es la modificacion en la
formulacion del excipiente.
Las condiciones establecidas por la USP para la disoluciéon son:

Medio de disolucién: Agua (300 mi)
Aparato: Canastilla (aparato 1)
Velocidad: 100 rpm

Tiempo: 45 minutos
Temperatura: 37°C

Estandar: Cefalexina RS USP

2. Preparacion del estandar:

a. Pesar con exactitud, aproximadamente 58.8 mg de cefalexina RS USP que
presentan ya el ajuste en base a su potencia.

b. Transferir los mg de cefalexina RS USP a un matraz volumétrico de 100 mi,
disolver y diluir con agua destilada conocida como solucion patrén.

c. Tomar con pipeta volumétrica una alicuota de 4 ml.

d. Transferir la alicuota a un matraz volumétrico de 100 mi y diluir con agua
destilada. Esta solucion se encuentra a una concentracién al 100%.

Nota: Elestandar debe prepararse el mismo dia de su utilizacién.
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Referencias del estandar:

Cefalexina RS USP

Lote RS0047

Potencia: 0.943 mcg/mg

Vigente al momento de la validacién

3. Preparacion de la muestra (Placebo cargado):

a.

Pesar la cefalexina monohidrato con exactitud, aproximadamente el
equivalente a los 250 mg de cefalexina base.

Pesar con exactitud una cantidad aproximada en mg de cada una de las
materias primas que forman el excipiente en la formuiacion.

Agregar los mg de principio activo y los mg de cada materia prima que forma
el excipiente en un matraz de capacidad adecuada y disolver con agitacién en
900 m! de agua destilada.

Filtrar la solucidn usando papel filtro de 0.45 .

e. Tomar una alicuota de 4 mi de la solucion filtrada utilizando una pipeta

volumétrica.
Transferir la alicuota a un matraz volumétrico de 50 mi y diluir con agua
destilada. Esta es la solucidén que se usara para realizar la validacion.

Nota: Se puede utilizar una cantidad menor de monohidrato de cefalexina y de

cada una de las materias primas que forman el excipiente siempre que sea a una

escala proporcional con respecto a la formulacién, manteniéndose siempre

constante la dilucién arriba indicada.

4. Preparacion del placebo:

Se realiza siguiendo el mismo procedimiento que en el punto 3.,

exceptuando el inciso “a".
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Nota: Se puede utilizar una cantidad menor de cada una de las materias primas
que forman el excipiente siempre que sea a una escala proporcional con respecto a
la formulacién, manteniéndose siempre constante la dilucién indicada en el punto

3inciso “a".

5. Cuidados generales en la preparacion del estandar, la muestra y el placebo:
a. Utilizar material de laboratorio limpio.
b. Utilizar un marcador para identificar cada una de las soluciones.
c. Cerrar perfectamente el recipiente de cada uno de los materiales utilizados,
proteger de la luz y guardar en un lugar fresco perfectamente bien
identificados.

6. Condiciones de operacion para el Espectrofotdmetro UV-Visible:
. Leer a una longitud de onda maxima de 262 nm.

. Utilizar agua destilada como blanco.

Utilizar una cubeta de cuarzo de tamarno estandar (1 cm).

a0 oo

. Las paredes externas de la cubeta deben encontrarse perfectamente limpias
durante las lecturas.

Nota: No utilizar el espectrofotdémetro inmediatamente después de ser encendido.

7. Recomendaciones:

Es importante cubrir los puntos anteriores para llevar a cabo una validacion
adecuada y sin contratiempos. Se debe generar un plan de trabajo adecuado para
evitar dejar inconciuso algun punto de la validacion que pudiera afectar los
resuitados.

95




"'A continuacion se presentan los pardmetros que se analizaron para llevar a
cabo la validacion:

A) Linearidad del sistema

B) Precision del sistema

C) Linearidad del método

D) Precision del método (Repetibilidad)
E) Precision intermedia

F) Exactitud

G) Especificidad

H) Tolerancia

A) LINEARIDAD DEL SISTEMA

Se determind construyendo una curva de calibracién (concentracion contra
respuesta medida) utilizando 5 diluciones preparadas a partir de la misma
solucién patron.  El rango utilizado va del 60 al 140% de la concentracion de la
muestra en la solucién final a analizar.

El analisis se realizé por duplicado para cada solucién.

En la Tabla 26 se indican los porcentajes analizados, su concentraciéon y su
preparacién en base a la solucién patrén.

Tabla 26. Preparacion de Soluciones para la Linearidad del Sistema.

Dilucion con respecto a Concentracion Concentracion final
la solucién patrén (2g/rmi) en porciento.
6/250 13.3 60 %
8/250 17.8 80 %
4/100 22.2 100 %
12/250 26.6 120 %
14/250 311 140 %

TESIS CON o
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El criterio de aceptacién para la linearidad del sistema es un coeficiente de
determinacién () mayor o igual a 0.99 y un coeficiente de correlacion (r )
mayor o igual al 0.995. Ademas de que el coeficiente de variacion debe ser menor

o igual al 3%.

Las lecturas obtenidas a través del espectrofotometro UV-Visible se

muestran a continuacién:

Tabla 27. Resultados para la Linearidad del Sistema.

Respuesta medida
Concentracion Absorbancia
(1eg/mi) Primera Segunda
serie Serie
13.3 0.28329 0.28421
17.8 0.37877 0.38062
22.2 . 0.47922 0.48154
26.6 0.56743 0.57082
31.1 0.66405 0.66771

El analisis estadistico a través del método de minimos cuadrados de los

resultados muestra:

Ordenada al origen (b)= 0.0011

Pendiente (m) = 0.0215

Coeficiente de correlacion (r) = 0.9998 Criterios: r2> 0.995
Coeficiente de determinacién (r?) = 0.9996 2 > 0.99

Para realizar el calculo del coeficiente de variacion se obtuvo el valor del
factor (F) que se determina mediante la siguiente ecuacion (Ecuacion 8):

F= Propiedad _medida
Concentracion de la dilucién
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Los resultados del factor (F) se muestran a continuacion:

Tabla 28. Resultados de! factor F para la Linearidad del Sistema.
Factor

0.02130
0.02137
0.02128
0.02138
0.02159
0.02169
0.02133
0.02146
0.02135
0.02147

Media aritmética = 0.02142
Desviacion estandar (s ) = 0.00013
Coeficiente de variacién (CV)= 0.61% Criterio: CV s 3%

Las graficas correspondientes a la primera serie y segunda serie de lecturas
para la linearidad del sistema se muestran a continuacién en las Gréficas No.15 y
16 de las paginas 99 y 100 respectivamente.

De igual forma, la linea recta que representa la Linearidad del Sistema se
encuentra en la Grafica No. 17 de la pagina 101.
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GRAFICA No. 15, Linearidad del Sistema. Primera Serie.

---¢ Overlaid Spectra _~--
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GRAFICA No. 16. Linearidad del Sistema. Segunda Serie.

---¢ Overlaid Spectra _---
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Absorbancia
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GRAFICA No. 17. Linearidad del Sistema.
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Ecuacién que representa la Linearidad de! Sistema

y = 0.0215x + 0.0011
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B) PRECISION DEL SISTEMA

Se determind mediante el analisis por sextuplicado de una misma solucién
estandar correspondiente al 100% de la concentracion de la muestra en la solucion
final a analizar.

El criterio de aceptacion para la precisién del sistema es que el coeficiente
de variacién debe ser menor o igual al 3%.

La Tabla 29 presenta las lecturas obtenidas del espectrofotéretro UV-
Visible para este analisis.

Tabla 29. Resultados para la Precisién del Sistema.

Respuesta medida
Absorbancia

0.47945
0.48030
0.48102
0.48239
0.48175
0.47821

El analisis de los resultados para obtener el coeficiente de variacién son los

siguientes:

Media aritmética = 0.48052

Desviacion estandar (s ) = 0.00153

Coeficiente de variacion (CV)= 0.32% Criterio: CV < 3%

La Grafica No.18 de la pagina 103 se muestran los resultados para la precision del

sistema.
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GRAFICA No. 18. Precisién del Sistema.
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C) LINEARIDAD DEL METODO

Se determind utilizando placebos cargados de § diferentes cantidades de la
sustancia de interés, cada uno de manera independiente. El rango utilizado
debera contener los valores que van del 80 al 120% de la concentracion de la
muestra a analizar, ademas de encontrarse dentro del rango de la linearidad del
sistema.

El analisis se realizd por triplicado para cada solucién con el fin de que los
resultados de este parametro justifiquen la exactitud del método junto con la
precisidon del método y la especificidad.

En la Tabla 30 se indican los porcentajes analizados, su concentracion y su
preparacion en base a la solucion de la muestra.

Tabla 30. Preparacién de Soluciones para la Linearidad del Método.

D”ufaios';/‘:fé?éf?:jg{o a Concentracién Concenlracjdn final
muestra (prg/rm) en porciento.
14/250 15.6 70 %
16/250 17.8 80 %
4/50 22.2 100 %
24/250 26.6 120 %
26/250 28.9 130 %

E! criterio de aceptacién para la linearidad del método de la cantidad
adicionada contra la cantidad recuperada es un coeficiente de determinacion (r)
mayor o igual a 0.98 y un coeficiente de correlacion ( r ) mayor o igual al 0.99,
con una pendiente de aproximadamente 1 y una ordenada al origen de
aproxlikadamente 0.

El porciento de recobro debe estar entre el 97 y el 103% y tener un
coeficiente de variacion menor o igual al 3%.
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Los resultados de los analisis se muestran a continuacién:

Tabla 31. Resultados para la Linearidad del Método.

Lectura del estandar: 0.47398

Rango Lecturas A dic%z’gézf?m a) rec ugz;’;g: d(m Q) % Recobro
0.33330 175.00 175.62 100.3
70.0% 0.33618 175.00 177.14 101.2
0.33047 175.00 174.13 99.5
§ 0.37900 200.00 199.70 99.8
' - 80.0% 0.37982 200.00 200.14 100.1
B 0.37654 200.00 198.41 99.2
o . 0.47255 250.00 249.00 89.6
100.0% 0.47444 250.00 249.99 100.0
R 0.47156 250.00 248.47 99.4
R 0.56804 300.00 299.31 99.8
| 1200% | 056770 300.00 209.13 99.7
oo 056787 300.00 299.22 99.7
P 0.61792 325.00 325.60 100.2
" 130.0% 0.61598 325.00 324.57 99.9
SR 0.61459 325.00 323.84 99.6
- Media
Ordenada al origen (b)= 0.8770 aritmética=
99.9%
"7 Pendiente (m) = 0.995 Desviacién
estandar (s) =
0.4746

;A'lcﬁoéﬁfcieme de correlacion (r)=0.9998

_Coeficiente de determinacion ()= 0.9997

Coeficiente de
variacion (CV)

= 0.47%

Ordenada al origen (b) = O % Recobro

Criterios de Pendiente (m) = 1 97 a 103%
Aceptacion Coeficiente de correlacién (r) 2 0.99

CV < 3%

Coeficiente de determinacion () > 0.98
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Las graficas correspondientes a las

lecturas tomadas por

el

espectrofotometro UV-Visible y la grafica que demuestra la linearidad del método

se muestran en base a la siguiente relacion:

Tabla 32. Relacién de Gréficas para la Linearidad del Método

Gﬁg‘.ca Descripcién Pi/gg;a
19 Lectura del Estandar para la Linearidad del Método 107
20 Lecturas para la Linearidad del Método al 70% 108"
21 Lecturas para la Linearidad del Método al 80% 109
22 Lecturas para la Linearidad del Método ai 100% 110
23 Lecturas para la Linearidad del Método al 120% 111
24 Lecturas para la Linearidad del Método al 130% 112
25 Linearidad del Método 113
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GRAFICA No. 19. Lectura del Estéandar para la Linearidad del Método.
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GRAFICA No. 20. Lecturas para la Linearidad de! Método al 70%.

~~-¢ Overlaid Spectra _---
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GRAFICA No. 21. Lecturas para la Linearidad del Método al 80%.

---¢ Overlaid Spectra _---
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GRAFICA No. 22. Lecturas para la Linearidad del Método al 100%.

---¢ Overlaid Spectra _---
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GRAFICA No. 23. Lecturas para la Linearidad del Método al 120%.

---¢ Overlaid Spectra _---
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GRAFICA No. 24. Lecturas para la Linearidad del Método al 130%.

~-~¢ Overlaid Spectra _---
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GRAFICA No. 25. Linearidad del Método.
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Ecuacién que representa la Linearidad del Método

y = 0.995x + 0.877
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D) PRECISION DEL METODO (REPETIBILIDAD)

Se determiné mediante el analisis de manera independiente por sextuplicado
de placebos cargados con el 100% de principio activo y utilizando el procedimiento
para la preparacion de la muestra, haciendo el analisis en las mismas condiciones

de operacion y por el mismo analista.

El criterio de aceptacion para la precision del método (reproducibilidad) es
que el coeficiente de variacién debe ser menor o igual al 3% y un porciento de

recobro entre el 97 y el 103%.

La siguiente tabla presenta los resuitados para este analisis.

Tabla 33. Resultados para la Precision del Método (Repetibilidad).

Lectura del estandar: 0.47272
Cantidad adicionada a cada placebo cargado: 250 mg
Lectura Cantidad recuperada (mg) % Recobro
0.47490 250.90 100.4
0.47023 248.43 99.4
0.47333 250.07 100.0
0.47592 251.44 100.6
0.47595 251.46 100.6
0.47774 252.40 101.0
Media aritmética = 100.3
eggg:'sst;?:o Desviacién estandar (s) = 0.5609
Coeficiente de Variacién (CV) = 0.56%
Criterios de % Recobro 97 al 103%
Aceptacion cV < 3%

La Gréafica No. 26 de la pagina 115 se muestran los resuitados para la precisién del

método.
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GRAFICA No. 26. Precision del Método (Repetibilidad).
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E) PRECISION INTERMEDIA

Se determiné mediante el andlisis de manera independiente por triplicado de

placebos cargados con el 100% de principio activo y utilizando el procedimiento

para la preparacion de la muestra, realizando el analisis en dos dlas diferentes y

por dos analistas.

El criterio de aceptacién para la precision intermedia del método es que el

coeficiente de variacion debe ser menor o igual al 3%.

La siguiente tabla presenta los resultados para este analisis.

Tabla 34. Resultados para la Precision Intermedia.

Analista 1
1er. dia Lectura Cantidad recuperada (mg) % Recobro
Estandar = | 047873 249.77 99.9
0.47870 | 0.47836 248,57 99.8
0.47623 248.46 99.4
2do. dia 0.47688 248.37 99.3
Estandar = | 047511 247.45 99.0
0.47952 0.47997 249.98 100.0
1er. dia Analista 2
Estandar = | _0.47876 248.13 99.2
0.48189 0.48135 249.47 99.8
0.48024 248.89 99.6
2do. dia 0.48004 249.07 99.6
Estandar = | 0.48076 249.44 99.8
048135 |["047777 247.89 99.2
Media aritmética = 99.5
Andlisis estadistico Desviacion estandar (s)= 0.3233
Coeficiente de variacion (CV)= 0.32%

Criterio de Aceptacion

CV < 3%

Las graficas correspondientes a los resultados que se muestran en la Tabla

34 para la precision intermedia se encuentran en las siguientes paginas.
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GRAFICA No. 27. Precision Intermedia. Primer dla. Analista 1.

-~-¢ Overlaid Spectra _---
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GRAFICA No. 28. Precision Intermedia. Segundo dia. Analista 1.

-~-¢ overlaid Spectra _---
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GRAFICA No. 29. Precisién Intermedia. Primer dia. Analista 2.

---¢ Overlaid Spectra _---
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GRAFICA No. 30. Precision Intermedia. Segundo dia. Analista 2.

--~¢ Overlaid Spectra _---
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F) EXACTITUD

Se justifica mediante el porciento de recobro calculado en la linearidad del
método la cual se realizd por triplicado en placebos cargados con diferentes
concentraciones de principio activo y utilizando el procedimiento para la
preparacion de la muestra, de igual forma se sustenta de la prueba de precision y
especificidad.

El procedimiento para llevar a cabo la prueba de exactitud requiere de un
minimo de 9 determinaciones cubriendo un minimo de 3 diferentes concentraciones
determinando cada una por triplicado. (3 concentraciones / 3 analisis ).

El criterio de aceptacion para la exactitud es que el coeficiente de variacion
debe ser menor o igual al 3% y el porciento de recobro debe estar entre el 97 y
103%.

Tabla 35. Resultados para la Exactitud.

Concentracion (%) % Recobro
100.3
70% 101.2
99.5
99.8
80% 100.1
99.2
e 99.6
100% 17 ©100.0
X ,99.4
N 1.99.8

- 120%, 99.7
i 99,7
el 100.2
1 130% 99.9
99.6

: Media aritmética = 99.9%

Analisis estadistico Desviacion estandar (s)= 0.4746
Coeficiente de variacién (CV)= 0.47%
Criterios de % Recobro: 97 a 103%
Aceptacion CV < 3%
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G) ESPECIFICIDAD

Para confirmar que el método es capaz de cuantificar la sustancia de interés
sin que existan interferencias de otras sustancias presentes, se procedié a analizar
el placebo cargado al 100% con su correspondiente tratamiento indicado en la
preparacion de la muestra y el placebo utilizados durante los analisis, ademas de
incluir la solucion estandar y la capsula vacia.

El criterio de aceptacion es confirmar que el método es capaz de cuantificar
la sustancia de interés sin que existan interferencias en la longitud de onda de
maxima absorbancia para la cefalexina alos 262 nm.

Los resuitados obtenidos se muestran en la pagina 123 en la Grafica No. 31,
que a continuacién se describen:

Lectura del Estandar a 262 nm: 0.48807
Lectura de! Placebo Cargado a 262 nm: 0.49217
Lectura del Placebo a 262 nm: 0.00330
Lectura de la Capsula a 262 nm: 0.00650

Podemos observar que las lecturas correspondientes al placebo (incluye
todas las materias primas que forman e! excipiente) y la capsula no interfieren en
lo absoluto en la lectura para el principio activo que se esta cuantificando en este
método.
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GRAFICA No. 31. Especificidad.
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H) TOLERANCIA

Se determiné mediante la comparacién del anadlisis de manera
independiente de placebos cargados con el 100% de principio activo y utilizando el
procedimiento para la preparacion de la muestra en condiciones normales de
operacion y del analisis de las mismas bajo modificaciones de las condiciones
normales de operacion.

Las modificaciones que se realizaron son:
a) Variacién de ia longitud de onda

A continuacidn se muestran los resuitados con mas detalle.

a) Variacién de la longitud de onda.

En condiciones normales de operaciéon la longitud de onda de maxima
absorbancia es a 262 nm, el analisis de tolerancia se realizé en un + 1.5% a6
muestras, por lo que el se utilizaron los valores de 258 y 266 nm como longitudes
de onda en los analisis.

El criterio de aceptacion para la tolerancia es que el coeficiente de variacion
debe ser menor o igual al 3%, mostrando un intervalo de confianza en base a la
diferencia de la media de la muestra con respecto a la media del analisis inicial que
incluya el valor de cero y/o la magnitud del efecto no exceda ei valor establecido
para el coeficiente de variacion.

124



En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos del analisis inicial
y de las variaciones en la longitud de onda.

Tabla 36. Resultados del Analisis con Variacion en la Longitud de Onda.
Condiciones normales
262 nm 258 nm 266 nm
Cantidad Cantidad Cantidad
Lectura recuperada Lectura recuperada Lectura recuperada
(mg) {mg) {mg)
Std. | 0.48816 0.47696 0.46902

1 0.48134 246.26 0.47025 246.24 0.46248 246.27
2 0.48363 247.43 0.47229 247.30 0.46474 247.47
3 0.48311 24717 0.47176 247.03 0.46405 247.10
4 0.48090 246.04 0.46953 245.86 0.46193 245,97
5 0.48106 246.18 0.46977 245.98 0.46196 245.99
6 0.48370 247.47 0.47247 247.40 0.46474 247.47

Se obtuvieron los porcientos de recobro para cada resultado que se
presenta en la Tabla 36 y se realizd un analisis estadistico en el cual se obtuvieron
la media aritmética, Ila desviacién estandar, la varianza y una nueva variable, la
varianza ponderada que nos sirve para obtener los intervalos de confianza que
mas adelante se muestran.

La varianza ponderada se obtiene en base a la siguiente ecuaciéon
(Ecuacién 9):

2 =

sp/ 2s¢2_+ 2s®
2(c+1)
Donde c es el numero de comparaciones, so> y s1° son los valores de la
varianza del andlisis inicial y uno de los analisis que se estdn comparando,

respectivamente.




Tabla 37. Porciento de Recobro para el Analisis con Variacién en la Longitud de Onda.
% Recobro
Condiciones
! normales 262 nm 258 nm 266 nm
1 98.5 98.5 98.5
2 99.0 98.9 99.0 .
3 98.9 98.8 98.8
4 98.4 98.3 .-984
5 98.5 98.4 : 984
N 6 99.0 99.0 ©.99.0
! - Media aritmética 98.7 98.6 © 98.7
Desviacién '
g estandar (s) 0.2787 0.2881 .0.2858
" Varianza (s% 0.0777 0.0830 0.0817
Varianza ponderada (sp?) 0.0536 0.0531

A continuacion se muestran los resultados para el intervalo de Confianza
(IC) calculado utilizando la siguiente ecuacion (Ecuacion 10):

IC=(F1-Fo)-.2.t% < /spA(2/3)

En la que se utiliza el valor de la tde Dunnett (t*) con ¢ comparaciones
y 2(c+1) grados de libertad y una probabilidad acumulada del 0.975.

De esta forma obtenemos que :
258 nm el Intervalo de confianza es -0.6406 a +0.4406
266 nm el Intervalo de confianza es -0.5381 a +0.5381

No hay diferencias significativas ya que el intervalo de confianza incluye el

valor de cero en ambos resultados.
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Para realizar el calculo del Coeficiente de Variacién se utiliza el Factor |
expresado en porcentaje que presenta la siguiente ecuacion (Ecuacién 11):

Factor| = %Recobro (analisis/condicion/tiempo) x 100
% Recobro (analisis en condiciones normales)

Tabla 38. Factor | para el Analisis con Variacion en fa Longitud de Onda.

Factor |
258/262 nm 266/ 262 nm
1 100.0 100.0
2 99.9 100.0
3 99.9 99.9
4 99.9 100.0
-] 99.9 99.9
6 100.0 100.0
Media aritmética 99.9 - 1 ©100.0
Desvnacn‘::)esténdar 0‘051 6' - 0;0516'
Coeficiente de op P :
Variacién (CV) 0.05% .. 0.05%
Criterio de g
Aceptacion CV <.3%

Las graficas correspondientes a las Variaciones en Longitud de Onda se
muestran en las siguientes paginas en las Graficas No. 32, 33y 34.
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GRAFICA No. 32. Resuitados a Condiciones Normales de Operacion.

Longitud de Onda a 262 nm.
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GRAFICA No. 33. Resultados a una Longitud de Onda de 258 nm.
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GRAFICA No. 34. Resultados a una Longitud de Onda de 266 nm.
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos se concluye que el método analitico
de disolucién para la cefalexina monohidrato en forma farmacéutica de capsulas
cumple con los requisitos de precision, exactitud, linearidad y especificidad, los
cuales demostraron encontrarse dentro de los criterios de aceptacion establecidos,
probando que puede ser utilizado como un método de control de calidad confiable
y efectivo, el cual asegura la calidad del producto farmacéutico. '

Asi mismo, el sistema demuestra estar en condiciones adecuadas para
realizar el método de disolucién al cumplir con los requisitos necesarios y
demostrar que es lineal y preciso para cuantificar el principio activo (cefalexina
monohidrato) sobre el cual se realiz6 la validacion.

o Los pasos desarrollados previo y durante la validacion del método analitico
. de disolucion pueden servir como base para llevar a cabo alguna otra validacion
L'en otro producto que puede pertenecer a la misma familia de las cefalosporinas o a
otras que se presenten en forma farmacéutica de capsulas, o inclusive como
tabletas.

De esta forma la validacion de métodos analiticos o procedimientos
analiticos (como también es conocida), es y seguird siendo una herramienta
esencial para el aseguramiento de calidad, que nunca debe ponerse en duda en
ningtin producto farmacéutico en vista de su uso como medicamento; los
parametros a evaluar se encuentran bien establecidos y su estandarizacion se
esta dando con pasos firmes, a pesar de las distintas estructuras y politicas
empresariales, que conllevan a un mismo fin.

El control de cambios y la revalidacidbn son procesos continuos que
vislumbran tomar un papel muy importante dentro de la industria farmacéutica para
mantener la calidad de los productos, pero no menos importante es la capacitacion

y entrenamiento del personal que conduce una validacién.
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

API
AU
CDER
cGMP
CRM
FEUM
FDA
ICH
NIST
PMT
RAM
SBW
SOP
us
uUsp
uv

Active Pharmaceutical Ingredient

Absorbance Unit

Center for Drug Evaluation and Research
Current Good Manufacturing Practice
Certificate of Reference Material

Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
Food and Drug Administration

International Conference on Harmonisation
National Institute of Standards and Technology
Photomuiltiplier

Random Access Memory

Spectrum Band Weight

Standard Operation Procedure

United States

United States Pharmacopeia

Ulitravioleta
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GLOSARIO DE TERMINOS

Aseguramiento de Calidad. Conjunto de actividades planeadas y sistematicas
que lleva a cabo una empresa, con el objeto de brindar la confianza de que un
producto o servicio cumple con los requisitos de calidad especificados.

Calidad. Cumplimiento de la especificaciones establecidas para garantizar la
aptitud de uso.

Compuesto. Dos o mas elementos que se combinan quimicamente en
proporciones constantes y definidas.

Concentracion. Cantidad de! farmaco presente en el medicamento expresado
como peso/peso, peso/volumen o unidad de dosis/volumen.

Control de Calidad. Comprobar que todas las pruebas relevantes y necesarias
sean llevadas a cabo para que los materiales y productos puedan ser liberados y
aprobados.

Criterio de Aceptacion. Limites numéricos, rangos u otras medidas de los

resultados en los procedimientos analiticos.

Electron. Una parte de un atomo con carga —1 y masa despreciable, se encuentra
en niveles de energia alrededor del nlcleo.

Electrones de Valencia. Los electrones mas externos en un atomo.

Farmaco. Substancia natural o sintética que tenga alguna actividad farmacologica

y que se identifique por sus propiedades quimicas, fisicas o acciones bioldgicas,
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.que 'nor se presenten en forma farmacéutica y que reuna condiciones para ser
empleada como medicamento o ingrediente de un medicamento.

Forma Farmacéutica. Es la mezcla de uno o mas farmacos con o sin aditivos, que
presentan caracteristicas para su adecuada dosificacidbn , conservacion vy
administracion.

Materia prima. Substancia de cualquier origen que se use para la elaboracion de

medicamentos.

Medicamento. Toda substancia o mezcla de substancias de origen natural o
sintético que tenga efecto terapeutico, preventivo o rehabilitatorio, que se presenta
en forma farmacéutica y se identifique como tal por su actividad farmacoldgica,
caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas.

Método. Una descripcion comprensiva de todos los procedimientos usados en el

andlisis de una muestra.

Nivel de energia. Una region en el espacio, a alguna distancia general desde el
nucleo, en donde existe gran probabilidad de encontrar un grupo de electrones.

Orbital Una region en el espacio, dentro de un atomo o molécula, en donde no
puede haber mas de dos electrones.

Peso Molecular. Suma de los pesos atomicos en la formula de una substancia.
pH. Logaritmo negativo de la concentracion de iones H*.
Placebo. Contiene todos los componentes (materias primas) que forman parte de

alguna forma farmacéutica (tabletas, capsulas, etc.) a excepciéon del principio

activo.
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Placebo cargado. Es el placebo al que se le adiciona una cantidad conocida de

principio activo.

Principio activo. Ver farmaco.

Procedimiento. Descripcion documentada de las operaciones a ser ejecutadas.

Producto terminado. Medicamento en su presentacion final.

Pureza. Grado en el cual las materias primas, los productos intermedios y a
granel, estan exentos de materiales extranos.

Recobro. La extraccion eficiente de un proceso analitico, reportado en porcentaje
de la cantidad conocida de un placebo cargado a través de los pasos de extraccion

y ejecucion del método.

Unidad de Calidad. Una unidad organizacional independiente de produccion, la
cual cumple con las responsabilidades de Control de Calidad y Aseguramiento de
Calidad. Estos pueden estar en forma separada o en grupo, dependiendo del
tamario y estructura de la organizacion.
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