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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION.

Desde el advenimiento del desarrollo y validacion para procesos de manufactura de
diversas formas farmacéuticas, han surgido diferentes métodos y técnicas de
cuantificacion, como es el caso de la valoracién de principio activo de diferentes
medicamentos.

El presente proyecto se encamina al desarrollo y validacion de un método analitico en
microescala, que permita cuantificar Citrato de Oxolamina por medio de su valoracion,
determinando parametros como: la linealidad, precision, exactitud, repetibilidad y
robustez, tanto del método oficial (Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos Séptima
edicion) como del método desarrollado de acuerdo a lo sefialado en la International
Conference on Harmonization, Validation on Analytical Procedures.

La microquimica preexiste sobre las mismas bases tedricas de la quimica inorganica, el
microanalisis es la parte mas importante de aquella. La quimica en microescala es el
término que se utiliza para designar sus tratados sobre las manipulaciones quimicas
efectuadas con pequefias cantidades de sustancia.

Actualmente Benedetti-Pichlere, define a la quimica en microescala como el conocimiento
sistematico del desarrollo, ejecucion y correlacion de los métodos requeridos para
manipular, observar y determinar propiedades de cantidades de materia sustancialmente
inferiores a las empleadas en la préctica quimica usual, lo que constituye sin duda una
reciente modalidad de la quimica analitica.t

El enfoque de la Quimica en microescala en la actualidad se hace vital en un mundo cada

dia mas contaminado, donde es necesario formar una conciencia del impacto que la

actividad propia de las practicas quimicas generan en el ambiente; ya que los residuos de

productos, han erosionando gravemente la ecologia. Otra finalidad de la implementacién

de la quimica en microescala es buscar el aumento de interés en el alumno y un notable
1
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desarrollo del sentido critico en economizar reactivos en sus practicas fomentando el
concepto de Quimica Verde.

Dentro de las ventajas que se generan en la optimizacién de los recursos en los métodos
analiticos estan, el mejoramiento en la calidad del aire ya que se disminuira la cantidad de
vapores desprendidos por los solventes, al mismo tiempo los riesgos con la salud del
analista al inhalar estos que en su mayoria son toxicos, irritantes, alergénicos, o
cancerigenos.

Sin embargo, es necesario tomar en cuenta que, tanto académicos y alumnos, han puesto
en tela de juicio a la Quimica en microescala, ya que es comun escuchar lo dificil que es
llegar a realizar experimentos con estas técnicas porque se puede presentar un alta
incertidumbre en los resultados.

En el presente trabajo se desarrollé y validé el método analitico farmacopeico para la
cuantificacion de Citrato de Oxolamina, donde a través de la evaluacién estadistica de los
resultados obtenidos en el laboratorio, es posible asegurar que los resultados obtenidos
con el método en microescala son tan validos como los generados en técnicas

convencionales.




RESUMEN

RESUMEN

Desde hace varias décadas existe una tendencia generalizada hacia la realizacion de
experimentos en escala cada vez menor, lo que ademas de representar un ahorro efectivo
en materiales, y por tanto en costos, significa una reduccion en los problemas de
contaminacion ambiental, de higiene y seguridad.

En el presente trabajo se desarrollo y valido el método analitico farmacopéico para la
cuantificacion de Citrato de Oxolamina en la modalidad de microescala , evaluando la
linealidad, precision, exactitud, repetibilidad y robustez, de ambos métodos de acuerdo a lo
seflalado en la International Conference on Harmonization, Validation on analitycal
Procedures. Los datos obtenidos fueron analizados por técnicas estadisticas adecuadas
para comprobar que se cumpliera con los criterios de aceptacion para cada parametro de la
validacion.

La técnica analitica farmacopéica se escalo a 10% logrando trasladar el método
convencional a un método en microescala, ambos métodos validados son lineales, exactos,
reproducibles y repetibles en el rango de 90 a 110% y el ahorro econémico de recursos en
sustancias es del 90%, al igual que la reduccion en la generacion de desechos.

El presente trabajo se realizo en el Laboratorio de Investigacion Farmacéutica de la
Facultad de Estudios superiores Zaragoza de la Universidad Nacional Autdonoma de
México, apoyado con recursos del proyecto PAPIME EN215403, “Implementacion de
técnicas analiticas en microescala en la ensefianza experimental de la quimica en los
laboratorios de docencia de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza.”
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2. FUNDAMENTACION TEORICA.

2.1 Desarrollo de un método analitico en microescala.

2.1.1 Antecedentes.

Actualmente en la Industria Farmacéutica, es primordial el control de la calidad tanto de la materia
prima como del producto terminado, asegurando que los métodos y los procedimientos mediante los

cuales son analizados cumplan con los requerimientos minimos necesarios para su aplicacion.

Dado que la mayoria de los métodos reconocidos consisten en una serie de pasos, y que cada paso
podria producir errores, solo se conseguiran resultados correctos si el analista se apega
cuidadosamente a procedimientos bien establecidos. Los analisis quimicos requieren de una gran
destreza manual, una paciencia extrema y una aplicacion sistematica de los principios de la

cuantificacion.

Conviene insistir sobre el hecho de que una de las caracteristicas peculiares de las técnicas
microquimicas, no presentan dificultades manipulativas extraordinarias, ya que cualquiera que este
dotado de una formacién analitica aceptable, adiestrandose por tiempo en la resolucion de problemas
experimentales, lograra adquirir el criterio necesario para poder traducir en microescala cualquier
macroprocedimiento, sin mas que un poco de ingenio y alguna paciencia para disefiar una técnica
manipulativa y de observacion que permita, manteniendo invariables las concentraciones del método
ordinario, seguir los cambios quimicos en el seno del pequefio problema.

Dentro de las perspectivas actuales, en cuanto al porvenir inmediato de esta ciencia hace concebir las
mejores esperanzas, la brillantez de los resultados obtenidos en el andlisis, empleando métodos que
durante afios han utilizados grandes cantidades de reactivo, se pone de manifiesto el gran vacié que
existe en el tratamiento de temas de Quimica en microescala, ya que los adelantos tecnoldgicos han
dado mas importancia al control de calidad y los fabricantes empezaron a buscar métodos de anélisis
mas rapidos y simples dando como resultado una revolucion instrumental y hoy probablemente, se
hacen mas analisis basados en mediciones fisicas que en reacciones quimicas.
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Dentro de la década de los noventa y hasta nuestros dias la mayoria de los analisis quimicos de rutina
se llevan acabo mediante instrumentos automatizados o semiautomaticos, indudablemente la
mayoria de los instrumentos se basa en la medicion de fenémenos fisicos ejemplo: Emisién de rayos
X o de otras radiaciones electromagnéticas. Sean cuales sean los medios utilizados para obtener
informacion de todos los métodos posibles de analisis para un proyecto dado, la etapa final consiste

siempre en la evaluacion de los procedimientos2.

La microquimica; el andlisis microquimico son ejemplo de ciencia nacida por la agudizacién de las
necesidades de los métodos que la preexisten, encuentra su origen con la publicacion del primer
numero de la revista Microquimica en 1923, recibiendo su respaldo como ciencia, reposando sobre
las mismas bases tedricas puesto que de quimica no afiade nada, residiendo su originalidad en sus
técnicas y, por tanto en su instrumental de trabajo de una finura acomodada a los nuevos
requerimientos.

Es caracteristica peculiar de la ciencia actual la tendencia hacia lo pequefio, desde la escala ordinaria
hasta el ultra microanalisis mas refinado; el descenso de las cantidades de material manejado va
desde los gramos hasta los microgramos, que si en algunos casos esta condicionada por las
dimensiones mismas del objeto que se estudia o de la muestra disponible, han llegado a plantear una
necesidad de la que ha surgido el nacimiento de las microtécnicas, que lejos de ser refinamientos
inoperantes, obedecen a un estimulo. Este estimulo movid, en el terreno de anélisis inorganico a

Federico Emich (1860-1940) quien es el auténtico padre de la Microquimica.

En la Universidad de Graz Austria, puso a prueba su valor brillante en el momento critico de los
trabajos que condujeron a la utilizacion de la energia atémica, cuando hubo que realizar el estudio de
toda la quimica y la tecnologia de un nuevo elemento absolutamente desconocido, el Plutonio; con
una cantidad que no alcanzaba el medio miligramo, es cierto que hubo que resolver mdaltiples
problemas y afinar hasta el maximo las manipulaciones, pero toda la sistematica y las técnicas

necesarias existian ya, constituyendo una auténtica ciencia.!

La microquimica es mas que analisis de pequefias muestras, es nada mas y nada menos que toda la
guimica orgénica e inorgéanica, andlisis y sintesis experimentada en escala substancialmente inferior

a la ordinaria y sirve para desplazar, en forma insospechada, el limite de eficiencia de aquella,
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dotando al profesional de medios que le permiten resolver problemas inabordables con auxilio de
técnicas clasicas; algunos la utilizaron para investigar, pero aun la mayoria la utiliza en los
laboratorios de ensefianza garantizando el éxito de tal innovacion. Las revistas de los ultimos diez
afios contienen numerosos articulos en que se refieren las excelencias pedagdgicas de la ensefianza de
la quimica analitica en microescala economia en reactivos, tiempo y material, dada la menor
fragilidad de los microutensilios y su reducido costo, aumento de interés y notable desarrollo del

sentido critico en el alumno, son las conclusiones mas destacables de estos ensayos®

Las ventajas y las posibilidades de la Quimica en microescala en México han sido presentadas por
muchas personas en diversos foros y publicaciones. En la década actual ha surgido un movimiento en
todo el pais para emplear la Quimica en microescala en los laboratorios de los diferentes niveles
educativos, esto coincide con la generacién de una conciencia ambiental que lleva a cuestionar los
métodos tradicionales de vivir y hacer las cosas a favor de posibilidades mas acordes con una
conciencia ambiental y de racionalidad en la utilizacion de recursos naturales.?

Un paso que es necesario para impulsar mas el empleo de estas técnicas consiste en proporcionar una
cultura de observacion y de medicion en cuanto a las cantidades de desechos generados, a la
reduccion de costos en el uso de reactivos, reduccion de tiempos de reaccion, la ruptura comparativa
de material de vidrio, etc. Por otra parte su utilizacién debe ser paralela a un desarrollo de
habilidades, actitudes y de valores a fin de que la ganancia tanto en la industria como en el modelo
educativo en sus diferentes niveles, sea completa dando respuesta a los problemas.

2.1.2 Ventajas de la quimica en microescala.

Reduccién en el uso de productos quimicos y por tanto reduccién de residuos en su origen.
Reduccién en los costos tanto de compra de productos como de recogida y reciclado.
Aumento considerable de la seguridad e higiene en el laboratorio

¢ S S

Mejora en la calidad del aire del laboratorio.

& Menor exposicién a productos quimicos téxicos.

Menor peligro de fuego y explosiones.

Menor niimero de accidentes por derramamientos de productos quimicos.

Reduccion en la duracion del experimento:

¢ & & P

Aumento en el repertorio de experimentos.
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4 Reduccion del gasto de agua en el refrigerado y reduccién de gas o electricidad en el
calentamiento.

¢ Menor coste en vidrio roto.

& Mayor espacio de almacenamiento.

4 Ahorro de tiempo en la preparacion de reactivos.

& Politica medioambiental que promueve el principio de las 3 rs:

4 Reducir, recuperar y reciclar.

4 Mayor motivacion a los estudiantes ya que estan convencidos de que:

¢ Operan del modo mas racional posible.

& Estan haciendo “quimica verde”.

& Existe poco riesgo de sufrir accidentes serios durante la experimentacion.

4 Mejor preparacion de los estudiantes:

4 Adquisicion de destreza en el manejo de materiales y productos.

4 Les hace ser mas cuidadosos en todas las operaciones.

¢ Desarrollan habilidades que no adquiririan operando a escala normal.

4 Ganan tiempo que dedican al anélisis e interpretacién de resultados.

¢ EIl profesional con este tipo de formacién se halla mentalmente preparado para abordar el
reto del desarrollo de nuevos procesos quimicos, mas limpios y a la medida de las necesidades
del momento, que la sociedad esta demandando.?

2.1.3 Desventajas de la microescala.

La necesidad de adquisicion de material de vidrio especial y de equipos de medicion més precisos, asi
como de reactivos quimicamente puros.

Incremento en el riesgo de contaminacion del producto y obtencién de menores rendimientos,
debido a pérdidas mecénicas por causa de impurezas.

Dificultad en la observacion de ciertos fendmenos como pérdida o ganancia de energia. En estos
casos la microescala se auxilia en técnicas de vanguardia como la Cromatografia de alta resolucion

(en liquidos y gases) o el andlisis térmico diferencial, etc.

La imposibilidad de aplicar 6ptimamente algunas técnicas, como una destilacion fraccionada.*
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2.2 Citrato de Oxolamina.

2.2.1 Historia y categoria terapéutica.

Con objeto de crear farmacos que pudieran deprimir el centro de la tos y aliviar la misma sin
presentar efectos adversos de los alcaloides del opio (principalmente dependencias), se han obtenido
por sintesis una serie de farmacos no adictivos de distinta estructura quimica, no se ha determinado
una estructura comun responsable de la accion antitusigénica algunos de los grupos mas importantes

son:

4 Derivados del morfinano corresponde el Dextrometorfano, derivado de los

& alcaloides del opio como la codeina.

& Difenilpropanoles, derivados de fenilaminobutanol, esencialmente el Clofedimenol de
estructura similar a Clofedianol.

& Feniloxidiazoles, corresponde esencialmente a la Oxolamina.

El Citrato de Oxolamina es uno de los derivados sintéticos de 3,5 disustituido 1,2,4- oxadiazol, fue
sintetizado en 1961 por Angelini Francesco obtenida mediante la condensacion de derivados de
amidoximas a partir de aminas secundarias, en la actualidad este farmaco es utilizado para el
tratamiento de la tos como mucolitico expectorante y antitusivo.®

2.2.2 Propiedades.

& Nombre Quimico: Citrato de 3-fenil-5-(R-dietilaminoetil)-1, 2,4-oxadiazol.

Férmula Desarrollada:

8]

A cH By

= e W
R

Figura 1. Citrato de Oxolamina.

OH

Férmula Condensada: CisH19N3 O. CsHsO7
Peso Molecular: 437.45 g/mol.
Descripcion: Polvo cristalino blanco.
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Solubilidad: Es muy soluble en agua, facilmente soluble en alcohol poco soluble en éter etilico e
insoluble en cloroformo.

Punto de fusién: 140-143°C

pH: En solucioén al 1% (p/v), en agua es de 3.6 a 3.9

Pureza: No menos del 98%

Espectroscopia Ultravioleta: En solucion acuosa presenta una longitud de onda de 239nm.
Indicaciones Terapéuticas: Antitusigeno (Inhibicién de la inflamacién en el tracto respiratorio).”
Presentaciones Comerciales: Bredon, Jarabe por laboratorio Organon. Oxhatos, Jarabe por
laboratorio Medix.8

2.2.3 Farmacocinética.

Después de su administracion oral la Oxolamina es totalmente absorbida, para después de ser
metabolizada unirse a proteinas. Es distribuida a varios tejidos como higado, cerebro, rifiones,
corazébn y pulmones. En el hombre, el tracto respiratorio en particular parece ser el Unico
influenciado por el fArmaco, que después de su accion terapéutica es excretado por la orina no mas de
un tres por ciento de lo administrado.

2.2.4 Farmacodinamia.

La Oxolamina inhibe la inflamacién, esto puede ser de utilidad en alteraciones inflamatorias del
tracto respiratorio, en el cual el fendmeno exudativo y el incremento de las secreciones bronquiales
tiene un papel importante. La Oxolamina de propiedades analgésicas y antinflamatorias es activa
inhibiendo la tos de origen periférico, causada por inhalacién de irritantes. También se ha
demostrado que tiene efecto en la de origen central, consecuentemente el efecto antitusivo de la
Oxolamina depende principalmente del mecanismo periférico el cual esta cercanamente relacionado
con su accion antiespasmadica.

En otras palabras, alivia la tos al reducir el exudado inflamatorio y mejora la irritacion local de las
terminales nerviosas locales en la mucosa respiratoria. En las contraindicaciones éste farmaco no

debe ser administrado a nifios menores de tres meses de edad, durante el embarazo y lactancia.
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Se presentan alucinaciones visuales en nifios cuando es excedida la dosis recomendada, la ligera
accion anestésica local puede producir disminucién pasajera de la sensibilidad de la mucosa oral,

nauseay mareo.% 10

2.3Validacién de Métodos Analiticos.

Debido al gran incremento de nuevos productos farmacéuticos y alimenticios, y a la gran
competitividad comercial, se requiere que el producto que salga a la venta sea de calidad es por ello
que el laboratorio de Control de Calidad debe garantizar la calidad del producto y para ello se
requiere de un laboratorio en optimas condiciones de funcionamiento tanto en equipo como de
instrumentos.t

Una parte complementaria del desarrollo de un método analitico es la validacién del mismo, es decir,
el método debe probarse para demostrar la efectividad, mediante analisis estadistico de acuerdo a
parametros a evaluar y es la medicion del sistema analitico total, en otras palabras es la medicion del
efecto de los instrumentos, solventes, reactivos, analista y todos los deméas elementos que son
utilizados durante el ensayo para probar su funcionalidad en las aplicaciones analiticas deseadas.

Es muy importante la accion de validar, puesto que toda acciéon que se repite dos 0 mas veces, esta
sujeta al fendmeno de variacién, siendo que es muy dificil que en una misma accién se obtengan
resultados iguales ya que estara sujeta a un gran nimero de factores que provocan que se den
diferencias en las condiciones de la primera vez.

Mas que la simple medicién de un proceso, la validacién implica que se tenga seguridad de que el
método, instrumentos, disolventes, reactivos y todo lo demas utilizado durante el analisis es
adecuado para el compuesto a analizar-12

2.3.1 Definiciéon de Validacion.

La validacion es la evidencia documentada que provee un alto grado de aseguramiento de que un
proceso especifico o equipo, produciran de manera consistente un producto de calidad determinada.

10
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La validacion de un método analitico puede definirse como el proceso mediante el cual se demuestra
por estudios de laboratorio la capacidad de que el método satisface los requisitos para la aplicacién
analitica deseada. También como la actividad documentada que permite demostrar que un método
analitico cumple con su objetivo.

2.3. 2 Beneficios de Validacion.

Los beneficios obtenidos al realizar la validacion son diversos entre los cuales se encuentran: la
optimizacién de recursos en el método, cumplimiento con la regulacion sanitaria, contar con el
procedimiento normalizado de operacion para el aseguramiento del control de calidad, y en lo
economico (reduccion de costos en el proceso ya que al estar validado se asegura una mejor calidad
productiva).

2.3.3 Procedimientos analiticos a ser validados.

La discusién de la validacién de procedimientos analiticos esta dirigida a los cuatro tipos mas

comunes de procedimientos analiticos.

% Pruebas de identificacion.

€ Pruebas cuantitativas para contenido de impurezas.

& Pruebas limite para el control de impurezas.

% Pruebas cuantitativas del activo en muestras de sustancia o de producto terminado, o de otros
componentes seleccionados en el producto.

Las pruebas de identificacion estan destinadas a asegurar la presencia de un analito en una muestra
mediante la comparacién de una propiedad de la muestra del producto a granel o de los ingredientes
activos (incluyendo conservadores) en productos terminados mediante analisis como reactividad
guimica, espectro, cromatografia, etc.

El analisis de impurezas puede ser, una prueba cuantitativa o una prueba de limite de impurezas en
productos a granel o compuestos de degradacion en el producto terminado. Pretendiendo reflejar con
exactitud las caracteristicas de pureza de la muestra.

11
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En los métodos analiticos para la determinacion de las caracteristicas de desempefio la valoracion
representa una medicion cuantitativa del o los componentes de una sustancia, mientras que para la
determinacion de un producto terminado se aplican las mismas caracteristicas de validacion,
pudiendo aplicar a las valoraciones asociadas con otros procedimientos analiticos como una

disolucion.13.4

2.3.4 Parametros de evaluacién en validacion.

El plan prueba para la validacion se establece en funcion de estudios de laboratorio. Para varios
parametros de desempefio, que dependen de la aplicacion analitica deseada. En la tabla | se muestran
los parametros de desempefio que se deben evaluar en funcion de la aplicacion analitica deseada.

Tabla |. Parametros de desempefio en la validaciéon de métodos analiticos 1°

PARAMETRO DE CONTENIDO/ | CONTENIDO LIMITE IDENTIFICACION
DESEMPENO POTENCIA / /VALORACION
VALORACION

PRECISION/ADECUABILIDA

sl sl sl *
D DEL SISTEMA.
LINEALIDAD DEL SISTEMA. Sl S NO NO
ESPECIFICIDAD. Sl Sl S| Sl
EXACTIDUD Y

sl sl NO NO
REPETIBILIDAD.
LINEALIDAD DEL METODO Sl Sl NO NO
PRECISION DEL METODO O

) Sl Sl NO NO

PRESICION INTERMEDIA.
ESTABILIDAD ANALITICA DE

* * NO NO
LA MUESTRA
LIMITE DE DETECCION NO NO S NO
LIMITE DE CUANTIFICACION NO Sl NO NO
TOLERANCIA * * * NO
ROBUSTEZ * * * NO

*Puede ser requerido dependiendo de la naturaleza del método.

1. La falta de especificidad de un método analitico puede ser compensado por otra alternativa analitica

soporte como cromatografia en Capa Fina (CCF).
2. También es definido como un estudio de tolerancia.

3. Un método que es exacto y lineal, por definicion es especifico al placebo analitico a los otros

componentes de la muestra.16
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2.3.5Validacién del Sistema.

2.3.5.1 Precisioén del Sistema.

4 Metodologia.
Determinar la respuesta de 6 soluciones al 100% del estandar obtenida por dilucién o pesada
independientes de lo indicado en el método analitico.

# Informacion, reporte y calculos.
Reportar la sefial analitica y calcular el coeficiente de variacion.

& Criterios de aceptacion.
El Coeficiente de variacion (CV) no debe exceder el 2% para métodos analiticos. Valores superiores
pueden presentarse en métodos de contenido de impurezas o en métodos que utilicen un sistema
biolégico de medicidn, pero estos deben se justificados.

2.3.5.2 Linealidad del sistema.

€ Metodologia.
Para contenido: Preparar cinco niveles de concentracidn, el nivel de concentracion central debe ser la
solucidn de concentracidn del estdndar como lo indica el método, lo que usualmente es el 100% y se
deben preparar los niveles de concentracion adicionales superiores e inferiores al 100%, por ejemplo
90, 95, 100, 105y 110%.

Cada nivel de concentracién debe prepararse al menos al doble, ya sea por dilucién de una solucién
estandar concentrada o por pesadas separadas. El intervalo de linealidad debe incluir la
especificacion de contenido del producto. Para métodos de contenido de materias primas y producto
terminado, se pueden evaluar rangos de concentracion del 100+£25%. Otros esquemas se pueden
justificar como es el caso para los métodos de contenido para producto en estabilidad, producto
intermedio o de control de proceso.

13
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Para métodos de contenido de impurezas, se evallan rangos que pueden ir desde el limite de
cuantificacion hasta el nivel de impureza del producto al 120% de la especificacion fijada para la

impureza.

4 Formacién de reporte y calculos.
Reportar la relacién sefial analitica vs. Concentracion. Calcular el valor de la pendiente, la ordenada
al origen, el coeficiente de correlacion y el coeficiente de variacion para la sefial analitica vs.

Concentracion.

4 Criterios de aceptacion.
El coeficiente de determinacidn debe ser no menor a 0.98.
El intervalo de confianza al 95% para la pendiente no debe incluir el valor de cero.
El coeficiente de variacion de regresion no debe exceder al 2%.
Valores menores del coeficiente de determinacién deben ser justificados. Valores superiores al

criterio de aceptacion del coeficiente de variacion se pueden presentar en métodos de contenido de

impurezas o0 en métodos que utilicen un sistema bioldgico de medicion y estos deben ser justificados.

2.3.6 Validacion del Método.

2.3.6.1 Especificidad.

Para contenido de materias primas, producto intermedio control de proceso y producto terminado.

4 Metodologia.
Analizar como lo indica el método, muestras individuales del producto sin analito, sustancias
relacionadas, de precursores, de homadlogos y una mezcla de producto con sustancias relacionadas
y/0 precursores y homologos.

% Informacion de reporte.
Mostrar el registro de la sefal analitica (cromatégrama, espectro, etc.) dependiendo del caso.

14
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& Criterio de aceptacion.
La sefial analitica de las sustancias relacionadas y/o precursores y homélogos no deben inferir en la
sefial del analito.

2.3.6.2 Contenido de producto en pruebas de estabilidad.

¢4 Metodologia.
Si los productos de degradacion reportados se pueden adquirir en el mercado; proceda a analizar
como lo indica el método, muestras individuales del producto y de los productos de degradacion, asi

como la mezcla de ambos.

Si no se tiene informacion de ambos productos de degradacién o estos no se pueden adquirir en el
mercado, someta a las siguientes condiciones de estrés al producto: Luz, temperatura, oxigeno,
alcali, entre otras proceda a analizar las muestras de estrés y de producto, como lo indica el método.

% Informacion de reporte.
Mostrar el registro de la sefial analitica (cromatdgrama, espectro, etc.).

Mostrar el registro de la sefial analitica (cromatdégrama, espectro, etc.) y reportar el contenido del
producto.

& Criterio de aceptacion.
Para el primer caso, la sefial analitica de los productos de degradacion, no debe interferir con la sefial
del analito.

Para el segundo caso siempre y cuando se presente degradacion, la sefial analitica de los productos
de degradacién, no debe interferir con la sefial del analito y el contenido debe disminuir

significativamente.
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2.3.6.3 Contenido o limite de impurezas.

% Metodologia.
Analizar muestras individuales de impurezas (organicas, inorganicas o solventes residuales) y del
producto de pureza elevada, como lo indica el método, asi como la mezcla de estos.

& Informacion del reporte.
Mostrar el registro de la sefial analitica (cromatdgrama, espectro, etc.).

¢ Criterio de aceptacion.
La sefal analitica del producto, no debe inferir con la sefial de impureza y esta debe ser consistente.

2.3.6.4 Exactitud y Repetibilidad.

% Metodologia.
Recuperar el analito en el producto al nivel 100% de la especificacién, utilizando el método analitico.
Para métodos de contenido se pueden evaluar rangos de concentracion del 100+- 20%. Otros
esquemas se pueden justificar como es el caso de los métodos de contenido para productos en
estabilidad, producto intermedio; control de proceso.

Para métodos de contenido de impurezas se evallan rangos que pueden ir desde el limite de
cuantificacién hasta el limite de impureza en el producto hasta el 120% de la especificacion fijada
para la impureza.

& Informacion de reporte y célculos.
Reporte el recobro de cada muestra.

Para el recobro reportar el promedio aritmético, la desviacion estandar, el coeficiente de variacion y

el intervalo de confianza del recobro.
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& Criterios de aceptacion.
El intervalo de confianza de recobro debe incluir el 100% o que el promedio aritmético del % de
recobro se incluya en el intervalo:

98-102% si el método es cromatografico.

98-102% si el método es volumétrico.

97-103% si el método es quimico o espectrofotométrico.
95-105% si el método es microbioldgico.

El Coeficiente de variacion (CV) del porciento de recobro:

No debe ser mayor al 2% si el método es cromatografico.

No debe ser mayor al 2% si el método es volumétrico.

No debe ser mayor a 3% si el método es quimico o espectrofotometrico.

No debe se mayor a 4% si el método es microbioldgico.

No debe ser mayor a una magnitud preestablecida, acorde a la especificacion del analito en la

muestra.

Para el caso de contenido de impurezas o en método que utilice un sistema biolégico de medicidn, se
puede justificar valores superiores. Cualquier otro criterio de aceptacion, debe ser justificado.

2.3.6.5 Linealidad del Método.

4  Metodologia.
Recuperar el analito en el producto, por lo menos a tres niveles de concentracién, incluyendo la
especificacion, utilizando el método analitico y realizando el analisis de por lo menos tres veces a
cada nivel de concentracion.

Para métodos de contenido se puede evaluar rangos de concentracién del 100%+20%. Otros
esquemas se pueden justificar como es el caso de métodos de contenido para productos de
estabilidad, producto intermedio o control de procesos.

Para métodos de contenido de impurezas, se evallan rangos que pueden ir desde el limite de
cuantificacion o del nivel de la impureza en el producto al 120% de la especificacion fijada para la

impureza.

17
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& Informacion para el reporte y calculos.
Reportar la relacion cantidad adicionada vs. Cantidad recuperada (como %) de cada muestra.

Para la relacion cantidad adicionada vs. Cantidad recuperada calcular la pendiente, ordenada al
origen, desviacion estandar, coeficiente de determinacion, intervalo de confianza para la pendiente,

intervalo de confianza para la ordenada al origen y el coeficiente de variacion de regresion.

& Criterios de aceptacion.
El coeficiente de determinacion de la cantidad adicionada vs. Cantidad recuperada debe ser minimo
0.98. Valores menores de coeficiente de determinacidn deben ser justificados.

El intervalo de confianza de la pendiente debe incluir la unidad.
El intervalo de confianza para la ordenada al origen debe incluir el cero.
El coeficiente de variacion de regresion:

No debe ser mayor al 2% si el método es cromatografico o volumétrico.

No debe ser mayor a 3% si es quimico o espectrofotométrico

No debe ser mayor al 5% si es microbiolégico.

No mayor a una magnitud preestablecida, acorde a la especificacion del analito en la muestra.

2.3.6.6 Precision Intermedia.

& Metodologia.
Analizar por triplicado una muestra homogénea del producto que tenga un nivel cercano o igual a
100% (en caso de contenido), o una muestra homogénea cuyo contenido esta incluido en el rango
lineal de exactitud (para el caso de impurezas), en dos dias diferentes y por dos analistas diferentes
aplicando el método analitico.

% Informacion de reporte y célculos.
Reportar el contenido de cada muestra y calcular el promedio aritmético, desviacién estandar y el
coeficiente de variacion (CV).

¢ Criterios de Aceptacion.
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CV<2% para métodos cromatograficos o volumétricos.
CV<3% para métodos quimicos o espectrofotométricos.
CV<5% para métodos microbiolégicos.

2.3.6.7 Estabilidad Analitica de la Muestra.

4 Metodologia
El analista debe establecer la etapa del andlisis en la cual se desea evaluar la estabilidad, ademas de
determinar si en dicha etapa es posible fraccionar (muestra dependiente) o no (muestras
independientes) y las condiciones de almacenaje.

Para determinar la estabilidad analitica para muestras dependientes, el analista debe procesar hasta
la etapa preestablecida por lo menos por triplicado una muestra homogénea. Fraccionar cada una de
las preparaciones de acuerdo con las condiciones de almacenaje de interés.

Terminar el andlisis de una de las fracciones de cada preparacién (contenido, potencia, valoracién
inicial). Proseguir el anélisis de cada una de las fracciones al término de cada condicion de
almacenaje, utilizando una solucién de referencia recientemente preparada. Si el método contempla

el uso de una solucidn de referencia reportar el contenido, potencia y valoracion de cada fraccion.

Para determinar la estabilidad analitica para muestras independientes a partir de una muestra
homogénea, el analista debe analizar por triplicado (contenido, potencia, valoracién inicial).

Simultdneamente y de la misma muestra procesar el mismo nimero de muestras necesarias para
cada condicion de almacenaje hasta la etapa preestablecida (preparaciones) al menos por triplicado,
proseguir al analisis de cada una de las preparaciones, al altimo de cada condicion de almacenaje,
utilizando una solucién de referencia recién preparada, si el método contempla el uso de una solucion
de referencia. Reportar el contenido/ potencia/ valoracion de cada preparacion.
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& Informacion de reporte y calculos.
Calcular la media aritmética del analisis inicial ( ) y de cada condicion de almacenaje (yi) Calcular la
diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicién de almacenaje respecto del analisis
inicial (di).

& Criterios de aceptacion.
|diyopara métodos cromatogrda  ficos y volumétricos.
|diyopara métodos qui micos y espectrofotomét ricos
|difopara métodos microbiol gicos.

No mayor a una magnitud preestablecida, acorde a la especificacion del analito en la muestra.
Cualquier otro criterio de aceptacidn, debe ser justificado.

2.3.6.8 Tolerancia.

# Metodologia.
Se deben establecer aquellos factores ajenos al método como diferentes equipos, diferentes lotes de
reactivos, diferente material y/o diferente analista. Al analizar por triplicado la muestra homogénea
del producto que tenga un nivel cercano o igual a 100% (en caso de contenido) 0 una muestra
homogénea cuyo contenido este incluido en el rango lineal de exactitud (para el caso de impurezas)
aplicando el método analitico a las condiciones de tolerancia definidas. Otros esquemas deben ser
justificados.

# Informacion de reporte y calculos.
Calcular la media aritmética, desviacion estdndar y coeficiente de variacion total (CV) de
contenido/potencia/valoracién.

& Criterio de aceptacion.
CV<2% para métodos cromatograficos y volumétricos.
CV<3% para métodos quimicos y espectrofotométricos.
CV<5% para métodos microbiolégicos.
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No mayor a una magnitud preestablecida, acorde a la especificacion del analito de la muestra.
Cualquier otro criterio de aceptacién debe ser justificado.

Para el caso de contenido de impurezas se pueden justificar valores superiores.

2.3.6.9 Estudios de Robustez.

¢ Metodologia.
Se deben establecer aquellos factores instrumentales o al menos dos condiciones de operacién con

cambios menores en el método analitico.

Analizar una muestra homogénea del producto que tenga nivel cercano o igual al 100% (para
contenido) o una muestra homogénea cuyo contenido sea cuantitativo (contenido de impureza), por
triplicado a las diferentes condiciones de operacion de analisis, ademas de la condicién normal de
operacion. Reportar el contenido/potencia/valoracién del analito para las muestras de condicion
normal de operacion y para las muestras de otras condiciones de operacion expresadas como %.

& Informacion de reporte y célculos.
Calcular la media aritmética de la condicion normal de operacion y de cada condicion de operacion
diferente a la condicién normal. Calcular la diferencia absoluta de la media aritmética de cada
condicién respecto a la condicion normal.

& Criterios de Aceptacion.
|di|<2% para los métodos cromatograficos y volumétricos.
|di]< 3% para los métodos quimicos y espectrofotométricos.
|di|<5% para los métodos microbioldgicos.

No mayor a una magnitud preestablecida, acorde a la especificacion del analito en la muestra.
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2.3.7 Comparacion de dos Métodos Analiticos.

2.3.7.1 Especificidad.

Este parametro se debe cumplir para cada método analitico ya sea demostrando su especificidad o
exactitud.

2.3.7.2 Repetibilidad en Exactitud.

¢ Metodologia.
De los datos de exactitud y repetibilidad utilizar la informacién del porcentaje de recobro.

& Informacion de reporte y calculos.
Calcular la varianza (S) del por ciento de recobro de cada método.

& Criterio de aceptacion.

El intervalo de confianza para la razon de varianzas debe incluir el valor de

2.3.7.3 Repetibilidad en linealidad.

4 Metodologia
Los datos de linealidad del método utilizar la informacion de % de recobro.

& Informacién y reporte de calculos.

Calcular la varianza del % de recobro de cada método.

& Criterios de aceptacion.

El intervalo de confianza para la razon de varianza debe incluir el valor de
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2.3.7.4 Exactitud.

¢ Metodologia.
De los datos de exactitud y repetibilidad utilizar la informacién de por ciento de recobro.

& Informacion de reporte y calculos.
Calcular la media aritmética y la varianza del por ciento de recobro de cada método.

& Criterio de aceptacion.
El intervalo de confianza para la diferencia de las dos medias poblacionales del por ciento de recobro
debe incluir el cero.

2.3.7.5 Linealidad del método.

4 Metodologia.
De los datos de linealidad del método utilizar la informacion de la cantidad adicionada y la cantidad
recuperada para cada método, asi como el porcentaje de recobro.

& Informacion de reporte y calculos.
Para cada método calcular la pendiente y la ordenada al origen de la relacion cantidad adicionada
menos la cantidad recuperada, asi como la media aritmética y varianza del por ciento de recobro.

& Criterio de aceptacion.
El intervalo de confianza para la diferencia de las pendientes de la cantidad adicionada menos la
cantidad recuperada se debe incluir el valor de cero.

El intervalo de confianza para la diferencia de las ordenadas al origen de la cantidad adicionada
menos la cantidad recuperada debe incluir el valor de cero.

El intervalo de confianza para la diferencia de las dos medias poblacionales del por ciento de recobro,
debe de incluir el valor de cero.
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2.3.7.6 Precision del Método.

# Metodologia.

De los datos de precision del método, utilizar la valoracion del analito de cada método.

4 Informacién y reporte de célculos.

Calcular las varianzas.

& Criterios de aceptacion.
El intervalo de confianza para la razén de varianzas debe incluir el valor de

2.3.7.7 Estudios de Correlacion.

¢4 Estos estudios se aplican a métodos de contenido, los parametros a evaluar a este tipo de
estudio son: la proporcionalidad y la precision.

2.3.7.8 Proporcionalidad.

Estos estudios no necesariamente establecen equivalencia de resultados sino proporcionalidad ya que
en muchas ocasiones la respuesta analitica es diferente.

¢ Metodologia.

Caso 1.

Se conocen los componentes de la muestra y es posible preparar un placebo analitico. El analista
debe preparar una cantidad suficiente del placebo analitico con el tipo de componentes que
cominmente estan presentes en la muestra, de tal manera que pueda ser analizado por ambos

métodos en tres diferentes niveles de analito que incluya la especificacion.
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Del placebo analitico preparado, tomar una cantidad suficiente para adicionar el analito al nivel
inferior. Fraccionar en tres muestras y analizar cada muestra de ambos métodos bajo las condiciones

analiticas de cada método.

Caso 2.

El analista debe seleccionar por lo menos nueve muestras del producto cuyo nivel de analito cumple

con la especificacion.

El analista debe fijar una etapa de los métodos analiticos en los cuales se transfiera una mayor o
menor cantidad con el objeto de variar la cantidad del analito, como puede ser al pesar la muestra, al
transferir el volumen de una alicuota, al efectuar una dilucién entre otros casos.

Es conveniente que 3 muestras presenten un nivel bajo del analito, tres correspondan al nivel

especificado y tres a un nivel superior al del analito.

Las nueve muestras deben estar identificadas y analizadas por ambos métodos bajo las condiciones
analiticas de cada método.

4 Informacién y reporte de célculos.
Reportar la relacién contenido/ valoracién/ potencia del método a comparar (y) menos método de
referencia (x). Calcular el valor de la pendiente, la ordenada al origen, el coeficiente de
determinacion, el intervalo de confianza para la pendiente y el coeficiente de variacién de regresion.

& Criterio de aceptacion.
El Intervalo de Confianza (IC) no debe de incluir el cero.

2.3.7.9 Precision

Es deseable que el método no oficial tenga una precisién igual o mejor que el método oficial o que su
precision sea aceptable para su aplicacion analitica deseada.
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& Metodologia.
Por lo menos dos analistas en por lo menos dos dias deben analizar por triplicado muestras
independientes (pesadas o alicuotas) de un lote homogéneo del producto, cuyo nivel del analito este
cercano a especificacion tanto con el método de referencia como con el método a comparar.

& Informacion de reporte y calculos.
Reportar el contenido de analito de todas las muestras en % para ambos métodos.

% Criterios de aceptacion.
El intervalo de confianza unilateral inferior para la razén de varianzas del método a comparar

respecto del método de referencia no debe exceder el valor de uno.16.17.18

2.4 Métodos Volumétricos de Analisis.

Una titulacién es una operacién analitica que permite conocer la cantidad de una especie quimica en
una disolucion llamada reactivo por titular (A). Consiste en agregar gradualmente al reactivo por
titular por medio de una bureta, una cantidad quimicamente equivalente de un reactivo de
concentracion conocida llamada reactivo titulante (B).

A B
Reactivo + Reactivo Productos
por titular titulante.

El punto en la titulacién en que reaccionan las cantidades quimicamente equivalentes del reactivo
por titular y reactivo titulante se define como punto de equivalencia. Conociendo el volumen del
titulante agregado hasta el punto de equivalencia y por célculos estequiométricos sencillos se puede
determinar la cantidad de reactivo por titular presente en la disolucion.

El reactivo titulante debe ser de concentracién conocida, se puede preparar a partir de un patrén
primario o de un patron secundario y la estandarizacion posterior de este.

Un patrdén primario es un reactivo que tiene las siguientes caracteristicas:
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Alta pureza (100+0.02%)
La composicién del reactivo debe de corresponder exactamente a su formula.

Peso molecular elevado para minimizar errores en la operacion de pesada.

¢ ¢ & @

Debe de ser estable a temperatura ambiente y no debe de cambiar su composicion al
aumentar la temperatura o al secarse en la estufa.

N

No debe absorber agua o diéxido de carbono de la atmésfera.

&

Debe de reaccionar estequiometricamente, cuantitativa y rapidamente con el reactivo
por titular.

4 Ser facilmente soluble en disolventes empleados.

& De facil adquisicion y modico precio.

El Indicador es una sustancia que estando en contacto con la muestra en solucién es capaz de

detectar o hacer evidente el punto final de la reaccion al cambiar de un modo caracteristico en el
punto de equivalencia o cerca de el.1®

2.4.1 Clasificacion de las Titulaciones.

2.4.1.1 Por tipo de reaccion quimica.

¢ Titulacién acido base.
4 Titulacién por formacién de complejos.
& Titulacion por precipitacion.
& Titulacion redox.
2.4.1.2 Por la forma de realizar la titulacion.

# Titulacion Directa.

El reactivo titulante se adiciona directamente con una bureta a la disolucion que contiene el reactivo
por titular.
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aA bB
Reactivo + Reactivo Productos
por titular Titulante

Con la concentracidn conocida y el volumen de disolucion del reactivo titulante B gastado para
alcanzar el punto de equivalencia se determina la cantidad de reactivo A presente en la muestra.

4 Titulacion por Retroceso.

Se afiade el reactivo por titular A, con una pipeta volumétrica o una bureta, una cantidad conocida y
el exceso de una disolucidon estandarizada del reactivo B. El exceso de B que no reacciona con A se

titula con el reactivo titulante D.

aA bB
Reactivo + Cantidad __ Productos + B
por titular conocida Exceso
€n exceso
bB dD
Exceso + Reactivo Productos
Titulante Titulante

Restando la cantidad de B que no reacciona a la cantidad de B inicial afiadida se puede determinar la

cantidad de reactivo presente en la muestra.

4 Titulacion Indirecta.

En las titulaciones indirectas, se hace reaccionar el reactivo por titular A con un reactivo especifico B,
como resultado de esta reaccion se obtiene la cantidad quimicamente equivalente de un activo C el

cual se titula con un reactivo D.
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aA bB
Reactivo + Reactivo | cC + eE
por en exceso
determinar
cC dD
Reactivo + Reactivo Productos
por Titular Titulante

Las titulaciones indirectas se realizan cuando no es posible hace una titulacién directa.

2.4.1.3 Por la cantidad de analito adicionado.

4 Macro de 1000 — 100mg de muestra
¢ Semimacro 100 —10mg de muestra.
& Micro 10 —1 mg de muestra.

2.4.1.4 Titulacion en Acido Acético.

Las Bases que son muy débiles en agua (8<pka de la base del agua <12) pueden ser tituladas
convenientemente en acido acético (AcOH) ya que éste es un disolvente anfiprotico. (Capaz de donar
0 aceptar protones) de baja constante dieléctrica donde las especies con carga tienden a asociarse
formando pares iénicos. El 4cido perclérico (HCIO.) es un &cido débil en este disolvente:

ACOHZ.CIO4

AcOH + HCIO4
lonizacion AcOH2* + ClO4-

Para simplificar el equilibrio se escriben sin las moléculas del disolvente.

HCIO, H*  ClOg H+ + ClOs-
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La ionizacién procede casi totalmente
Mientras que la disociacion es despreciable.

[H*| |ClO4|
[HCIO4|

Kd =

En las expresiones anteriores Ki es la constante de ionizacion y Kd constante de disolucion.

Cuando se titula una base sin carga

B + HCIO, — . BH* + ClOs

La disociacion del par iénico es despreciable

BH* CIO4+ BH* + ClOs
‘_

En &cido acético el espectro de absorcion del indicador en el par iénico (Indicador H* ClOy4’) es el
mismo que el de la especie protonada (Ind H*) el cambio de color depende de la constante de
ionizacién y no del valor de pH como sucede en agua.

También se ha observado que el cambio de color del indicador no es afectado por la disolucién por lo
que se puede emplear en las disoluciones diluidas. Cuando la base se consume el &cido perclérico
reacciona con el indicador y el color de disolucién cambia, el indicador no debe ser una base fuerte
debido a que se ioniza antes de que se afiada el titulante (es bloqueado antes de iniciar la titulacion).

El cristal violeta y el violeta de metilo son los indicadores que son generalmente empleados en 4cido

acético.2
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En la valoracién de Citrato de Oxolamina del método farmacopéico se emplean grandes
cantidades de reactivo, generando grandes cantidades de residuos téxicos perjudiciales
para el medio ambiente, estos a su vez necesitan de cierto tratamiento para ser eliminados,
y siendo utilizada esta materia prima cominmente por los alumnos de la FES Zaragoza,
provoca gasto a la universidad en la adquisicién de reactivos.

Por tal motivo, se tiene la necesidad de minimizar la escala del método farmacopéico con la
finalidad de abatir el dafio al medio ambiente, disminuir costos en reactivos y generacion
de residuos, ademas de aumentar la seguridad en el laboratorio.
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4. OBJETIVOS.

4.1 Objetivo General:
Desarrollar y validar un método analitico en microescala que sea preciso, eficiente y funcional para la

valoracion de Citrato de Oxolamina como materia prima.

4.2 Objetivos Particulares:

Disminuir la escala convencional en la valoracion de Citrato de Oxolamina en proporciones. 1:5, 1:25,
1:10.

Reducir el consumo en las cantidades de reactivos y materia prima utilizadas en el método
farmacopéico, para contribuir con la ecologia minimizando los desechos generados por las reacciones

guimicas.

Disminuir los costos en la adquisicion de reactivos para el laboratorio.
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5. HIPOTESIS.

Al realizar la valoracion para la determinacion de Citrato de Oxolamina tanto en el método
farmacopéico como en microescala, y no existir diferencia significativa en los resultados
obtenidos, estos seran equivalentes y sera posible utilizarlos indistintamente sin que su
desempefio este afectado.
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6. DISENO EXPERIMENTAL.

6.1 Reactivos, Material y Equipo.

Tabla Il. Lista de reactivos, marcay lote.

REACTIVO MARCA LOTE
BIFTALATO ACIDO DE POTASIO JT BAKER Y09598
ACIDO PERCLORICO JT BAKER 39465
ANHIDRIDO ACETICO JT BAKER A34652
ACIDO ACETICO GLACIAL JT BAKER A36C77
CRISTAL VIOLETA JT BAKER S/N
CITRATO DE OXOLAMINA JT BAKER S/N

Tabla I11. Lista de material, capacidad y marca.

MATERIAL CAPACIDAD MARCA
MATRAZ ERLEMEYER 25mL, 50 mL, 500 mL PYREX
VASO DE PRECIPITADOS Oml, 25ml,50ml KIMAX
BURETA 5ml,10ml PYREX
5ml,10ml,25ml PYREX
PROBETA

SOPORTE UNIVERSAL

BARRA MAGNETICA

PINZAS PARA BURETA

MATRAZ AFORADO 1000mi KIMAX
PIPETAS 5ml;10ml KIMAX
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Tabla IV. Lista de equipo y marca.

EQUIPO MARCA
ESTUFA NATIONAL APLIANCE CO.
PARRILLA CIMAREC 2 TERMOLINE

CAMPANA DE EXTRACCION SEVCH76

BALANZA ANALITICA OHAUS EXPLORER PRO

MICROBALANZA OHAUS EXPLORER PRO
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7. METODO.

7.1 Diagrama de Flujo.

Investigacion bibliogréafica

Elaboracién de proyecto

Revisién del proyecto

Aprobacion del
proyecto
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Determinacion de precision y
exactitud del método original

Escalar el método al 50%, 25% y 10%.

Determinar precision y exactitud

l

Realizar la intercomparacion de
métodos aplicando ANDEVA

A\ 4

Seleccionar el método en microescala que
demuestre que no hay diferencia con

respecto al método original
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Validacién de método
seleccionado en microescala
y original

l

Andlisis de resultados

Conclusiones

FIN
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7.2 Metodologia.

7.2.1 Revision Bibliografica

7.2.2 Verificacion de existencias de materia prima, reactivos e insumos en la planta

piloto.

7.2.3 Asignacién de proyecto.

7.2.4

Validacion del Método farmacopéico para la valoracion de Citrato de

Oxolamina.

7.2.4.1 Determinacion de Exactitud.

&
i

¢ ¢ & & &

Pesar 150 mg de Citrato de Oxolamina en un matraz de 250 mL.

Disolver en una mezcla de 25 mL de anhidrido acético y 20 mL de acido acético.

Titular con una solucion 0.1 N de acido perclérico.

Utilizar cristal violeta como indicador.

Efectuar la determinacion en blanco para hacer las correcciones necesarias.

Cada mL de &cido perclorico 0.1 equivale a 43.74 mg de Citrato de Oxolamina.

Realizar la determinacion seis veces y calcular el porciento recuperado, la media aritmética,
desviacion estandar y coeficiente de variacion.

7.24.2 Determinacion de Linealidad.

G

i

Realizar una curva de calibracién con cinco niveles de concentracion por triplicado.

El nivel de concentracién central debe ser el nivel de concentracion de la solucion estandar
como lo indica el método que corresponde en un 100%.

Los niveles de concentracion son 90, 95, 100, 105 y 110%.

Cada nivel de concentracion debe preparase por triplicado, ya sea por dilucion o por pesadas
separadas.

Aplicar el procedimiento de la valoracion correspondiente al método farmacopéico.

Calcular el valor de la pendiente (m), la ordenada el origen (b), el coeficiente de variacion
(CV) para la sefial analitica contra la concentracion.
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7.2.4.3 Determinacion de precision.
Repetibilidad.
4 Determinar el coeficiente de variacion considerando los valores correspondientes al 90,100 y
110% de concentracion obtenidos en Linealidad del método.
& Calcular el coeficiente de variacién y el % de recobro.

Precision Intermedia.

& Analizar por triplicado una muestra homogénea del producto en dos dias diferentes
cumpliendo con el siguiente formato

ANALISTA1 | ANALISTA?Z2

DIA 1

DIA 2

& Calcular el contenido de cada muestray reportar el coeficiente de variacion total.

7.2.4.4 Robustez del método.

¢ Se consideran cambios de pureza y lote de acido acético y se reporta el coeficiente de variacion
totales tomando los tres primeros valores obtenidos en exactitud del método

d Se preparan soluciones correspondientes al 100% por triplicado para cada cambio
considerado.

4 Se analizan las muestras considerando los cambios en los factores analiticos

& Se reporta el contenido de muestra para cada condicion.
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&

Se calcula la diferencia absoluta entre el promedio de cada condicién instrumental respecto a

la condicion normal de operacion.

7.2.5 Escalamiento del método a 50%,25%,10% determinar la Precision y Exactitud en

cada uno de los escalamientos.

7.2.5.1

i

¢ ¢ S

Determinacion de Precision en 50%.

Pesar 75 mg de Citrato de Oxolamina en un matraz Erlenmeyer de 50 mL.

Disolver con 12.5 mL de Anhidrido Acético y 10 mL de Acido acético.

Determinar el punto final con ayuda de Cristal Violeta hasta encontrar el vire amarillo.

Titular con una solucion 0.1 N de 4cido perclérico.

Hacer un blanco y efectuar las correcciones necesarias.

Cada mL de solucion de Acido Perclorico 0.1 N contiene 43.74 mg de Citrato de Oxolamina.
Realizar la determinacion seis veces y calcular la media aritmética, desviacion estandar y
coeficiente de variacion.

7.2.5.2 Determinacion de exactitud en 50%.

Calcular el porciento recuperado de cada una de las determinaciones realizadas en 7.2.5.1

determinando los mismos parametros.

7.2.5.3 Determinacion de Precision en 25%.

.:;\[:,.
i

¢ & S

Pesar 37.5 mg de Citrato de Oxolamina en un matraz Erlenmeyer de 25 mL

Disolver con 6.25 mL de Anhidrido Acético y 5 mL de Acido acético.

Determinar el punto final con ayuda de Cristal Violeta hasta encontrar el vire amarillo.
Titular con una solucion 0.1 N de 4cido perclérico.

Hacer un blanco y efectuar las correcciones necesarias.

Cada mL de solucion de Acido Perclérico 0.1 N contiene 43.74 mg de Citrato de Oxolamina.
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4 Realizar la determinacién seis veces y calcular la media aritmética, desviacion estandar y

coeficiente de variacion.

7.2.5.4 Determinacion de Exactitud en 25%.

Calcular el porciento recuperado de cada una de las determinaciones realizadas en 7.2.5.3
determinando los mismos parametros.

7.2.5.5 Determinacion de Precision en 10%.

Pesar 15 mg de Citrato de Oxolamina en un matraz Erlenmeyer de 10 mL.

Disolver con 2.5 mL de Anhidrido Acético y 2.0 de Acido Acético.

Determinar el punto final con ayuda de Cristal Violeta hasta encontrar el vire amarillo.
Titular con una solucion 0.1 N de acido perclérico.

¢ ¢ & S &

Hacer un blanco y efectuar las correcciones necesarias.
¢ Cada mL de solucion de Acido Percldrico 0.1 N contiene 43.74 mg de Citrato de Oxolamina.

&

Realizar la determinacién seis veces y calcular la media aritmética, desviacidén estandar y

coeficiente de variacion.

7.2.5.6 Determinacion de Exactitud en 10%.

Calcular el porciento recuperado de cada una de las determinaciones realizadas en 7.2.5.5

determinando los mismos parametros.

7.2.6 Realizar la intercomparaciéon de métodos escalados aplicando un ANDEVA;
utilizando como factores el peso del farmaco, y el volumen del &acido perclérico
gastado, y como determinaciones la precision y exactitud para la seleccion del
método a escalar.
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7.2.7 Validacion del método en microescala en 10%.

7.2.7.1 Linealidad del Método.

Realizar una curva de calibracién con cinco niveles de concentracion.

El nivel de concentracion central debe ser el nivel de concentracion de la solucién estandar
como lo indica el método de microescala correspondiente (lo que usualmente corresponde
en un 100%).

Los niveles son 90, 95, 100, 105 y 110%.

Cada nivel de concentracion debe de preparase por triplicado ya sea por diluciéon de una
solucidn estandar concentrada o por pesadas separadas.

Aplicar el procedimiento de la valoracion correspondiente al método en microescala
seleccionado.

Calcular el valor de la pendiente(m), la ordenada al origen(b), el coeficiente de variacion
(CV) para la sefial analitica contra concentracion.

7.2.7.2 Exactitud del Método.

® & @

& & @

Pesar 15 mg de Citrato de Oxolamina en un matraz Erlenmeyer de 10 mL

Disolver con 2.5 mL de Anhidrido Acético y 2.0 mL de Acido Acético.

Titular con solucion de acido perclérico 0.078 N.

Determinar el punto de equivalencia utilizando Sl de cristal violeta como indicador.

Cada mL de solucion de acido perclorico 0.1 N contiene 43.74 mg de Citrato de Oxolamina.
Realizar por seis veces y determinar % de recobro en cada muestra, coeficiente de variacion

(CV) e intervalo de confianza de recobro.

7.2.7.3 Precision del Método.

Repetibilidad.

i

4

Se determina el coeficiente de variacion considerando los valores correspondientes al
90,100y 110% de concentracion obtenidos en Linealidad del método.
Calcular el coeficiente de variacidén y el % de recobro.
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Precision Intermedia.

&

&

Se analiza por triplicado una muestra homogénea del producto en dos dias diferentes
cumpliendo con el siguiente formato:

ANALISTA1 | ANALISTAZ2

DIA 1

DIA 2

Calcular el contenido de cada muestray reportar el coeficiente de variacion total.

7.2.7.4 Robustez del método.

‘GIT}

&
i

Considerar cambios de pureza y lote de acido acético y se reportar el coeficiente de variacién
totales tomaron los tres primeros valores obtenidos en exactitud del método

Preparar soluciones correspondientes al 100% por triplicado para cada cambio considerado.
Analizar las muestras considerando los cambios en los factores analiticos

Reportar el contenido de muestra para cada condicion.

Calcular la diferencia absoluta entre el promedio de cada condicién instrumental respecto a la
condicién normal de operacion.
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8. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

8.1 lIdentificacion de la materia prima.

Se realizaron los analisis para Citrato de Oxolamina como materia prima, segun la farmacopea de los

Estados Unidos Mexicanos 72 edicion, obteniendo los siguientes resultados.

Tabla V. Resultados de analisis para la identificacion de Citrato de Oxolamina.

Analisis Especificacion Resultado
Descripcion Polvo blanco claro. Cumple
Solubilidad Ligeramente solubleen ~ Cumplen

agua y alcohol, soluble
en anhidrido acético y
&cido acético.

Temperatura de Fusion  Entre 140 — 143 °c Cumple con 142°c
Valoracion Contiene nomenosdel  100.075 %

99.0 % y no mas del

102.5%

Al realizar la identificacion de la materia prima es posible continuar con los ensayos para escalar la
técnica analitica, ya que la materia prima cumple con las especificaciones farmacopéicas.

8.2 Resultados del escalamiento de la técnica Farmacopéica.
El analisis de varianza se aplica ampliamente en la investigacion, pues esta intimamente relacionado

con un disefio experimental ya que la relacion entre estos dos topicos se resume cuando al disefiar un

experimento el cual se requiere someter a un analisis, los investigadores pueden, antes de llevar a
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cabo su investigacion identificar aquellas fuentes de variacion que se consideren importante y asi
seleccionar el modelo que permita medir la extension de las fuentes de variacién total.

El anadlisis de varianza (ANDEVA) es una técnica mediante la cual la variacion total presente en un
conjunto de datos se divide en varios componentes, cada una de las cuales tiene asociada una fuente
de variacion especifica, de manera que en el analisis sea posible conocer la magnitud de las
contribuciones de cada fuente de variacion a la variacion total. 22

El andlisis de varianza puede ser utilizado en dos tipos de andlisis: a) para estimar y contrastar
hipétesis acerca de varianzas, y b) para estimar y contrastar hipotesis acerca de medias. Nosotros la
usaremos para contrastar hipotesis acerca de medias sin embargo nuestras conclusiones dependeran
de la magnitud de las varianzas observadas.

Con los resultados obtenidos del escalamiento de la técnica a los niveles de 50%, 25% y 10%,
considerando también el 100% se realiz6 la tabla VI en la cual se descompone la variacién de los
datos en dos componentes; uno entre grupos y otro dentro del grupo para realizar el analisis.

Tabla VI. Tabla de analisis de varianza del escalamiento considerando los cuatro niveles.

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 459585 3 15,3195 1,28 0,2884
Within groups 814,1 68 11,9721
Total (Corr.) 860,058 71

El valor de P (probabilidad) a partir de la F calculada es mayor a 0.05% nos muestra que no existe
una relacién estadisticamente significativa entre las medias de las variables a un nivel de confianza
del 95%, ya que el proposito es escalar la técnica de la farmacopea a la menor cantidad de reactivos

con los cuales se obtengan resultados quimicamente equivalentes a la técnica convencional.
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La gréafica 1 muestra la media para cada grupo de datos, también muestra el error normal de cada

media que es una medida de su variabilidad.

Grafica 1. Diagrama de medias.

Box-and-Whisker Plot
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En la grafica 2 el nivel uno representa la media del grupo de datos obtenidos al realizar la valoracién
de citrato de oxolamina al 100%, el nivel dos representa los datos obtenidos en la valoracion escalada
al 50%, mientras el nivel tres representa los datos de la valoracion al 25% y el nivel cuatro, representa
el grupo de datos obtenidos de la valoracion en el escalamiento de 10%.

Grafica 2. Diagrama de medias.
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Grafica 3. Comparacion de medias.

Box-and-Whisker Plot
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En la gréafica 3 representa los datos obtenidos en las poblaciones de 100% y 10% nos muestra que no

existe diferencia significativa entre ambos métodos, por lo cual se eligié el escalamiento en 10%.
8.3 Resultados de Linealidad del Método al 100 %
A continuacién se muestran los resultados de la linealidad del método al 100%, mostrando la tabla de

analisis de varianza, tabla de criterios de aceptacién y la grafica del % adicionado y % recuperado.

El valor de F obtenido de tablas es de 9.07
F (glr, glr, 0.01) =9.07

La F calculada es de 833.249216, siendo mayor que la F de tablas nos indica que existe una relacion

altamente significativa entre la cantidad adicionada y la cantidad recuperada.
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Tabla VII. Criterios de aceptacion para la Linealidad del Método al 100%.

CRITERIO DE RESULTADO CUMPLE

ACEDTACIANI

Coeficiente de determinacién 0.9846381 S|
debe ser mayor a 0.98.

Intervalo de confianza de la 0.985008007 a Si
pendiente debe incluir Ia 1.14442767

unidad.

Intervalo de confianza de la -133.438638 a Sl
ordenada al origen debe incluir 135.407915

el cero.

El coeficiente de variacion de la 1.00263131 Si

regresién no debe ser mayor al
2%.

La F calculada debe ser mayor | 833.249216 > 9.07 S
alaF de tablas .

El método de valoracion de Citrato de Oxolamina cumple con los criterios de aceptacidn para la
linealidad del método cuando se realiza como se indica en la Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos 72 edicion.

8.4 Resultados de Linealidad del Método en 10%.

El valor de F obtenido de tablas es de 9.07
F (glr, glr, 0.01) =9.07

La F calculada es de 856.50506, siendo mayor que la F de tablas nos indica que existe una relacion
altamente significativa entre la cantidad adicionada y la cantidad recuperada.
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Tabla VIII. Criterios de aceptacion para la Linealidad del Método al 100%.

CRITERIO DE ACEPTACION RESULTADO CUMPLE
Coeficiente de determinacion 0.985049 Sl
debe ser mayor a 0.98
Intervalo de confianza de la | 0.9228815 a 1.0699645 Sl
pendiente debe incluir la unidad
Intervalo de confianza de la Sl
ordenada al origen debe -0.2674095 a
incluir el cero 2.2375074
El coeficiente de variacion de Sl
la regresibn no debe ser 0.9327213

mayor al 2%

La F calculada debe ser 856.50506 > 9.07 Sl
mayor a la F de tablas

El método de valoracion de Citrato de Oxolamina cumple con los criterios de aceptacién para la
linealidad del método cuando se realiza con la técnica escalada al 10%.

8.5 Resultados de Exactitud del Método al 100 y 10%.

Tabla IX. Muestra los resultados de la exactitud en la validacion de métodos obtenidos a partir de 6 muestras
independientes.

CRITERIO DE ACEPTACION RESULTADO CUMPLE

NIVEL 100%

El intervalo de confianza del Promedio =150.75333
recobro debe incluir el promedio S|
aritmético Intervalo = 148.35511 a
153.151
El C.V. del % del recobro debe ser 1.51564% Sl
menor o igual al 2%
NIVEL 10%
El intervalo de confianza del Promedio = 15.69301567
recobro debe incluir el promedio Sl
aritmético Intervalo= 15.69242 a
15.69368
El C.V. del % del recobro debe ser 0.00381158%
menor o igual al 2% S|
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En la tabla IX. Se muestran los resultados y los criterios de aceptacion para la exactitud cuando el
método se desarrolla en forma convencional y cuando se realiza con el método escalado al 10%, se
muestran juntos para facilitar la comparacion de los resultados.

En ambos casos se observa que el intervalo de confianza del recobro incluye el promedio aritmético,
los intervalos de confianza son calculados con el estadigrafo de contraste t de student, esta
herramienta es Gtil al comparar dos medias o dos grupos de datos.

El coeficiente de variacién del recobro no excede el 2% en ambos casos, por lo que cumple con ese

parametro para la linealidad.

El propoésito de la exactitud es verificar la concordancia entre el valor experimental (cantidad
recuperada) con su verdadero valor (cantidad adicionada), al desarrollar el método al 100 y al 10 %
existe una concordancia entre la cantidad adicionada y la cantidad recuperada.

8.6 Precision del Método.

8.6.1 Repetibilidad del método al 100y 10 %

Existen diversas formas de evaluar la repetibilidad de un método analitico, de hecho, puede ser
evaluada con los datos obtenidos en la exactitud, ya que ambos se encargan de medir la concordancia
entre resultados analiticos individuales cuando el procedimiento se aplica bajo las mismas
condiciones de trabajo, sin embargo, en este caso uno de los métodos propuestos en las guias de la
International Conference On Harmonization (ICH Q2A Y Q2B) haciendo 3 repeticiones de 3 niveles

de concentraciones, se calcul6 el coeficiente de variacion.
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Tabla X. Criterios de aceptacion para la repetibilidad del método 100 y 10%.

CRITERIO DE ACEPTACION RESULTADO CUMPLE
NIVEL 100%

El coeficiente de variacién total
no debe exceder el 2%. 0.759063441 Sl

El coeficiente de variacién total
no debe exceder el 2% 1.091653273 Sl

En la tabla X se muestran los resultados de la repetibilidad del método al 100% y 10% donde se
observa que ambos métodos cumplen con el criterio de aceptacién, ya que en ninguno de los casos el
CV es mayor a 2%.

El coeficiente de variacion es una medida de dispersion relativa, ya que estd exenta de unidades,
debido a esta propiedad el CV es la forma mas adecuada de medir la variabilidad de dos conjuntos de

datos.
Los resultados presentados muestran que existe una variabilidad de menos del 2% cuando se realiza
el método al 100 y al 10%.

8.6.2 Precision Intermedia del método al 100y 10%

La precision intermedia se realizdé por dos diferentes analistas en dos diferentes dias, con pesadas
independientes en cada muestra por triplicado.
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Tabla XI. Criterios de aceptacion de la precision intermedia al 100 y 10%.

CRITERIO DE RESULTADO CUMPLE
ACEPTACION

NIVEL 100%

El coeficiente de variacion| 1.221464768 Sl
debe ser menor al 2%

NIVEL 10%

El coeficiente de variacion | 1.757699237 Sl

debe ser menor al 2%

Se cumple con el criterio de aceptacion para la presién intermedia interdia, interanalista de los
ambos métodos.

8.7 Robustez del Método.

Ya que la robustez de un método analitico representa su capacidad para proporcionar resultados
confiables al realizar cambios internos en los parametros del método, en este caso se realizo el
cambio deliberado de pureza de &cido acético que es utilizado como disolvente y posteriormente
cambio de lote del mismo reactivo, ya son cambios de los mas comunes que pueden ocurrir en la
practica.
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Tabla XII. Criterios de aceptacién de la Robustez del Método al 100 y 10% cambiando la pureza del &cido

acético utilizado como disolvente.

CRITERIO DE ACEPTACION RESULTADO CUMPLE

NIVEL 100%

La diferencia absoluta de la media
aritmética de la condicion dada, 34.0235613 NO
respecto a la media de la condicidon
normal no debe ser mayor de 2%

NIVEL 10%

La diferencia absoluta de la media 27.4747814
aritmética de la condicién dada, NO
respecto a la media de la condicion

normal no debe ser mayor de 2%

Tabla XI11. Criterios de aceptacion de la Robustez del Método al 100 y 10% cambiando el lote de &cido acético.

CRITERIO DE ACEPTACION RESULTADO CUMPLE

NIVEL 100%

La diferencia absoluta de la media
aritmética de la condicion dada, respecto 0.24331067 Sl
a la media de la condiciéon normal no debe
ser mayor de 2%

NIVEL 10%

La diferencia absoluta de la media
aritmética de la condicion dada, 0.90103851 Sl
respecto a la media de la condicion
normal no debe ser mayor de 2%

Se cumple con el criterio de aceptacion para la robustez del método solo cuando hay cambio de lote,
cuando se realiza al 100% y al 10%, ya que la diferencia absoluta de la media aritmética de la
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condicion dada, respecto a la media de la condicién normal no es mayor al 2%, sin embargo se
recomienda ser cuidadosos al hacer cambio de reactivos ya que en este caso en particular es critico el
cambio de pureza ya que al utilizar el grado reactivo del disolvente de &cido acético, este al entrar en
contacto con la muestra se presentaba una reaccién de efervescencia y liberacion de energia dado por

las impurezas del reactivo.

La tabla XIIl muestra el resultado entre ambos métodos, donde se puede observar que los criterios
para cada parametro evaluado se encuentran dentro del rango de aceptacion.

8.8 Comparacion en costos de los Métodos.

Uno de los objetivos planteados al inicio fue, una vez escalada la técnica farmacopéica evaluar el

ahorro econémico que representa el escalar la técnica y asi poder ver uno de sus beneficios reales.

Tabla XI1V. Comparacion de costos del método al 100 y 10%.

Reactivo Cantidad Costo en la Cantidad Costoen la
utilizada valoracion al utilizada al valoracion
al 100% | 100% (USD) 10% al 10%
(UsSD)
Citrato  de | 5gramos 0.5 gramos
Oxolamina
Acido 8 gramos 0.8 gramos 0.79
Perclérico
Acido acético | 30 mL 0.5196 3ml 0.05196
Anhidrido 81 4.58 8.1 gramos 0.458
acético gramos
TOTAL 16.4996 1.64996

Datos obtenidos del catalogo Aldrich 2003-2004.23

Para la realizacion de la tabla anterior se redonde6 de la cantidad de reactivos que se requiere para
realizar la valoracion por triplicado de Citrato de Oxolamina con base a la cantidad de reactivos que
se emplearon durante el estudio, se obtuvo la equivalencia del precio a esa cantidad de reactivos
segun los costos mostrados en el catalogo Aldrich 2003-2004.
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En la tabla se observa que la reduccién de costos en este caso es del 90%, lo que implica una

reduccion radical de costos de operacion en el ahorro de substancias quimicas.

Actualmente el material para microescala con juntas ensamblables (muchas de ellas no sélo

esmeriladas, sino con rosca) son relativamente mas costosos que los convencionales, pero conforme

aumente su demanda y consecuentemente la competencia entre los diferentes fabricantes, sus costos

bajardn apreciablemente. A pesar de esto en quimica analitica no es necesario adquirir material

especial para microescala, ya que sé puede realizar eficazmente con el material con el que cuenta

comunmente un laboratorio.

Indirectamente los costos también se reducen ya que la fragilidad del material pequefio es menor

porgue el grosor del vidrio es algo mayor y la resistencia mecanica en las piezas pequefias en mas

alta.

8.9 Comparacion de generacion de desechos de ambos métodos

Tabla XV. Comparacién de generacién de desechos del método al 100 y 10%.

Reactivo Cantidad utilizada al 100% Cantidad utilizada al 10%
Acido Acético 20 mL 2.0mL
Anhidrido Acético 25 mL 2.5mL
Acido Perclorico 4.5mL 0.45 mL
Total 495 mL 4.95 mL

Los reactivos empleados en la valoracién de Citrato de Oxolamina son anhidrido acético, acido

acético, solucién indicadora, el cristal violeta; ya que es una valoracion volumétrica en medio no

acuoso se emplea una cantidad aproximada de 4.5mL de acido perclérico por cada valoracion, se

consideran como desechos se encuentran disueltas aqui.
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Al realizar la valoracién en un analisis normal por triplicado tenemos un volumen de 148.5 mL de
desechos, sin embargo al utilizar el método escala al 10% tenemos un volumen total de desechos de
4.95 mL, lo que implica una reduccién de desechos del 90%.

Los beneficios de esta reduccion de desechos se pueden ver reflejada en diferentes ambitos:
econdmico-ambiental, es menos costosa la eliminacibn de desechos por su tratamiento; la
probabilidad de accidentes es menor, y el ambiente del laboratorio mejora al tener menor exposicion
a los compuestos toxicos.
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9. CONCLUSIONES.

Se escal6 a un 10% la técnica para la cuantificacion de Citrato de Oxolamina, con respecto

a la técnica farmacopéica.

Ambos métodos validados son lineales, exactos, reproducibles y repetibles en el rango de
90 a 110%.

Es posible emplear indistintamente cualquiera de los dos métodos en la valoracion de
Citrato de Oxolamina.

El ahorro econémico de recursos es del 90%, al igual que la reduccion en la generacién de
desechos.
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GLOSARIO.
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Analito. Es el componente especifico a cuantificar o identificar mediante un analisis
guimico.

Cantidad Minima Cuantificable. Es la minima cantidad de analito en una muestra
gue puede ser medida con exactitud y precision aceptable.

Cantidad Minima Detectable. Es la menor cantidad de un analito en una muestra
determinada que puede ser detectada, pero no cuantificada.

Calibracién. Conjunto de operaciones que tiene por finalidad determinar los
errores de un instrumento para medir y de ser necesarias otras caracteristica
metrolégicas.

Coeficiente de Variacion. Es el valor que resulta de dividir la desviacion estandar
entre el promedio multiplicada por 100.

Desviacién Estandar. Es la medida de dispersion de un conjunto de valores
respecto de su valor promedio.

Especificidad. Es la caracteristica de un método analitico para obtener una
respuesta debida Unicamente al analito de interés y no a los otros componentes de
la muestra.

Estabilidad Analitica de la Muestra. Propiedad de una muestra preparada para su
cuantificacion conservando su integridad fisica, quimica y microbiolégica,
conservando la concentracion del analito después de almacenarse durante un
tiempo determinado bajo condiciones especificas.

Exactitud. Expresa la concordancia entre un valor obtenido y un valor conocido del
analito en una muestra, al analizar aplicando un método analitico. Generalmente se
expresa como por ciento de recobro.

Linealidad. Es la habilidad del sistema o del método analitico para asegurar que los
resultados obtenidos directamente o por medio de una transformacion matematica
bien definida, son proporcionales a la concentracion del analito dentro de un
intervalo definido.

Limite de deteccion. Es la minima cantidad de analito en una muestra que puede
ser detectado, pero no necesariamente cuantificable bajo condiciones de operacion
establecidas.

Limite de cuantificacion. Es la minima cantidad del analito en una muestra que
puede ser cuantificado con una precision y exactitud aceptables, bajo las
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condiciones de operacion establecidas. El limite de cuantificacion es un parametro
de contenidos cuantitativos a bajos niveles de concentracion del analito en la
muestra y es usado particularmente en la determinacion de impurezas y/o
productos de degradacién.

Matriz Analitica. Muestra de constitucion conocida que es empleada en la
validacion de métodos analiticos, que contiene todos los elementos de la muestra a
excepcion del analito.

Meétodo Analitico. Descripcion de una o mas técnicas en las cuales se identifican los
recursos materiales, la secuencia de actividades y procedimientos normalizados de
operacion.

Métodos Analiticos Desarrollados Internamente en el Laboratorio. Son los métodos
desarrollados por el mismo laboratorio.

Métodos Analiticos de Identificacién. Métodos que incluyen pruebas de barrido de
IR, Calorimetria de Exploracion Diferencial (CED), difraccion de Rayos X, Barrido
de UV, Tiempo de retencién de HPLC, Colorimetria, etc.

Método Analitico de Contenido. Es el método que permite cuantificar al analito,
gue puede ser principio activo, conservadores, excipientes o alguna impureza entre
otras.

Métodos Limite. Métodos que permiten determinar la presencia o ausencia del
analito.

Métodos Analiticos no Oficiales. Son aquellos que aparecen en la literatura técnica
reconocida.

Muestra analitica. Es la cantidad representativa de un lote, que es objeto de
evaluacion en un laboratorio de control de calidad.

Muestra analitica adicionada. Muestra de constitucién conocida, que es empleada
en la validacién de métodos analiticos, que contiene ademas de los componentes de
la muestra, una cantidad conocida del analito.

Precision. Expresa una concordancia de resultados analiticos individuales, cuando
el procedimiento de aplica repetidamente a diferentes muestreos de una muestra
homogénea del producto. La precision puede considerarse a tres niveles:
repetibilidad, precisién intermedia y reproducibilidad que generalmente se expresa
como coeficiente de variacion.
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Protocolo de Validacion. Documento de plan retrospectivo o prospectivo
experimental, que cuando es llevado acabo, es encaminado a producir evidencia
documentada de la metodologia analitica ha sido validado.

Repetibilidad. Expresa la precision bajo las mismas condiciones de operacion en
gue un mismo intervalo de corto tiempo. Conocida también como precisién
intracontenido.

Precision Intermedia. Expresa la precision con diferentes analistas y en dias
diferentes.

Recobro. Cuantificacion de la cantidad conocida del analito, determinado en el
placebo, analitico adicionado o muestra adicionada, empleando un método
analitico de interés.

Reproducibilidad. Expresa la precision entre diferentes laboratorios.

Revalidacion. Repeticion de la validacién de un método analitico o parte de este.
Rango. Es el intervalo entre los niveles de concentracién alta y baja del analito,
estudiadas en linealidad.

Robustez. Es la capacidad del método de proporcionar resultados confiables al
realizar cambios internos en los parametros del método.

Tolerancia. Grado de reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos por el
analisis de la misma muestra bajo modificaciones externas al método como:
diferentes proveedores de reactivos diferentes equipos, condiciones ambientales,
estabilidad de la lectura, diferentes analistas, etc.

Validacion de Métodos Analiticos. Es el proceso por el cual se demuestra, por
estudios de laboratorio y métodos estadisticos que la capacidad del método
satisface los requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas.!s
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