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RESUMEN

El presente trabajo comprende la evaluacion de los parametros de
desempeiio del método titrimétrico de diazoacion, que es un método
utilizado para la cuantificacion de sulfonamidas en productos topicos, y se
realiza con el fin de asegurar la confiabilidad de su aplicacion con fines de
docencia para el laboratorio de Control de Calidad de la Facultad de Quimica
y Farmacia de la Universidad de El Salvador.

El objetivo que se persigue es comprobar el desempefio del método
propuesto originalmente en la edicion XVI de la Farmacopea de los Estados
Unidos, en el cual se utiliza pasta de yoduro de almidon TS como indicador
externo, a diferencia de los métodos publicados en las ediciones actuales de
la Farmacopea de los Estados Unidos, en los cuales se evalta por medio de
técnicas cromatogréficas (Cromatografia Liquida de Alta Presion).

Asi también se persigue la aplicacién del método a un producto tépico y la
posterior evaluacion de cada parametro establecido por la Farmacopea de
los Estados Unidos USP 29 de acuerdo a las caracteristicas del método, asi
como la elaboracibn de un informe en un protocolo propuesto con la

metodologia utilizada.
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I. INTRODUCCION.

La importancia de la aplicacion y uso de diversos métodos analiticos en
muchos ambitos tales como, médicos, industriales, farmacéuticos y otros,
hace necesario asegurar que los resultados obtenidos mediante la
aplicaciéon de estos métodos sean confiables y por lo tanto de valor para

tomar decisiones correctas sobre el producto en analisis

Los costos derivados por resultados erroneos pueden llegar a ser muy altos
y afectar en gran manera al laboratorio fabricante y al consumidor. De ahi la
necesidad de obtener resultados correctos y confiables basados en la
demostraciéon de que el método analitico aplicado es confiable e idoneo para
el fin al que se destina. Por lo tanto para dar cumplimiento a las normativas
vigentes que constituyen un requisito legal para la validacién es necesario
realizar la evaluacion de ciertos parametros de desempefio de validacion del
método y estimar la incertidumbre de los resultados para obtener un nivel de

confianza que justifique la aplicacion del método.

En particular, es de interés la evaluacion de los pardmetros de desempefio
del método analitico: titulacion por nitritos (diazoacion) utilizado para la

cuantificacion de las sulfonamidas en preparados topicos.

Las sulfonamidas fueron las primeras drogas eficaces empleadas para el
tratamiento sistémico de infecciones bacterianas en el ser humano gracias a

su amplio espectro frente a bacterias gram positivas y gram negativas.



Las sulfonamidas se caracterizan por poseer una estructura quimica similar
al &cido para-amino-benzoico (PABA). Su aplicacion en el campo clinico es

principalmente en el tratamiento de infecciones en vias urinarias.

Debido al uso delicado de estas sustancias y por su margen terapéutico, es
necesaria la evaluacion de los productos que los incluyan en su

composicién, utilizando para ello métodos analiticos adecuados y confiables.

Para la cuantificacion de estas sustancias existe diversidad de métodos, sin
embargo el objetivo principal de este trabajo radica en la titulacion por
nitritos, la cual resulta ser ventajosa debido a que es un método practico y
sencillo y que en términos econdmicos es accesible y no utiliza equipo
sofisticado. Por lo tanto se expone en el presente trabajo de graduacion la
evaluacion de los parametros de desempefio: precision, robustez, exactitud,
linealidad y rango del método titrimétrico de diazoacion, los resultados
obtenidos al evaluar el desempefio del método, demostrandose el
cumplimiento de las especificaciones para métodos Quimicos,
estableciéndose por medio de ellos que el método es preciso, exacto,
robusto y lineal, en las condiciones de evaluacién y por lo tanto se
recomienda su aplicacién con fines de docencia en el Laboratorio de Control
de Calidad de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El

Salvador.
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II. OBJETIVOS.

2.1 OBJETIVO GENERAL.

Evaluar los parametros de desempefio del método titrimétrico de

diazoacion para la cuantificacion de sulfonamidas en productos

farmacéuticos topicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

2.2.1 Aplicar el método titrimétrico de diazoacion en la muestra

222

2.2.3

224

seleccionada segun la especificacion de la USP XVI.
Determinar los parametros de desempefio requeridos en la
validacion del método analitico de diazoacion de sulfas:
precision (repetibilidad y reproducibilidad), robustez, exactitud,
linealidad y rango.

Comparar los pardmetros de desempefio exigidos por la
bibliografia oficial y otros para la validacion de un método
analitico.

Elaborar el informe de evaluacion de parametros de
desempeiio para la cuantificacion de sulfonamidas por

medio de un método titrimétrico en la muestra seleccionada.
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. MARCO TEORICO.

3.1 VALIDACION DE METODOS FARMACOPEICOSs

Los procedimientos para la evaluacion de los niveles de calidad de los
productos farmaceéuticos estan sujetos a diversos requisitos. Segun el Articulo
501 de la Ley Federal de Alimentos, Medicamentos y Cosméticos, los analisis y
especificaciones de las monografias de la Farmacopea de los Estados Unidos-
y el Formulario Nacional constituyen normas legales. Los reglamentos sobre
Principios de Buenas Préacticas de Fabricacion Vigentes [21 CFR 211.194(a)]
requieren que los métodos de prueba, que se utilizan para evaluar el
cumplimiento de los productos farmacéuticos con las especificaciones
establecidas, cumplan normas adecuadas de exactitud y confiabilidad. Sin
embargo, segun esta normativa [21 CFR 211.194(a)(2)] no se exige que los
usuarios de los métodos analiticos descritos en la USP y en el NF validen la
exactitud y confiabilidad de estos métodos, sino que solamente comprueben su
aptitud bajo las condiciones concretas de uso. Al reconocer el caracter legal de
las normas USP y NF, es esencial que las propuestas para adoptar los
métodos analiticos farmacopeicos nuevos o solicitar la revision de los ya
existentes, estén respaldadas por suficientes datos de laboratorio que
documenten su validez.

Segin GMPy y la norma Internacional ISO/IEC 17025 () ,cualquier método
analitico debe ser validado, aunque se acepta de forma general que un metodo

gue aparece descrito en algun libro oficial como farmacopeas,
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Formulario Nacional, Métodos AOAC, etc, solamente necesita una
comprobaciéon de que el método sigue siendo valido en las condiciones
particulares del laboratorio en que se ensayen.

Dicha validacion puede realizarse siguiendo dos tipos de procedimientos
distintos:

a) Validacion retrospectiva

b) Validacion prospectiva

Validacion Retrospectiva
Solo puede ser utilizada en métodos analiticos que hayan sido usados durante
bastante tiempo en el andlisis de muchos lotes de un producto, ya que se basa

en la historia de los analisis realizados.

Validacion Prospectiva.
La validacion prospectiva es el caso mas frecuente de validacion de métodos
de andlisis y debe de realizar cada vez que se adopte métodos analiticos

nuevos o se haga revisiones importantes a los métodos. )

VALIDACION.
La validacion de un método analitico es el proceso que establece, mediante
estudios en laboratorio, que las caracteristicas de desempefio del método

cumplen los requisitos para las aplicaciones analiticas previstas.
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Las caracteristicas tipicas de desempefio analitico que deben considerarse en

la validacion de métodos son:

Exactitud

Precision

Especificidad

Limite de deteccion
Limite de cuantificacion
Linealidad

Intervalo

En el caso de métodos farmacopeicos, puede resultar necesaria una nueva
validacién en las siguientes circunstancias:

Presentacion a la USP de un método analitico revisado o utilizacion de un
método general establecido con un nuevo producto o materia prima (ver mas

adelante en Datos Necesarios para Validacion de Analisis).

Los documentos de La Conferencia Internacional Tripartita Sobre Armonizacion
(ICH), aconsejan sobre la necesidad de realizar una nueva validacién en las
siguientes circunstancias:

Cambios en la sintesis del farmaco.

Cambios en la composicion del producto farmacéutico.

Cambios en el procedimiento analitico.
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3.3 CARACTERISTICAS DE DESEMPENO ANALITICO s

Exactitud.

Definicion:

La exactitud de un método analitico es la proximidad entre los resultados de la
prueba obtenidos mediante ese método, y el valor verdadero. La exactitud de
un método analitico debe establecerse en todo su intervalo.

Determinacion:

En la valoracion, de un farmaco, la exactitud puede determinarse mediante la
aplicacion del método analitico con respecto a un analito de pureza conocida
(por ejemplo, un Estandar de Referencia), o comparando los resultados del
método con los de un segundo método bien caracterizado, cuya exactitud se
haya comprobado o definido.

En la valoraciéon de un farmaco en un producto formulado, la exactitud puede
determinarse mediante la aplicacion del método analitico a mezclas sintéticas
de los componentes del producto farmacéutico al que se hayan afadido
cantidades conocidas de analito dentro del intervalo del método.

Si no resulta posible obtener muestras de todos los componentes del producto
farmacéutico, se puede aceptar tanto el agregado de cantidades conocidas del
analito a producto farmacéutico ("spike™) como la comparacion de los
resultados con los de un segundo método bien caracterizado, cuya exactitud

haya sido comprobada o definida.
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En el andlisis cuantitativo de impurezas, la exactitud debe evaluarse en
muestras del farmaco o del producto farmacéutico las que se hayan agregado
cantidades conocidas de impurezas.

Cuando no sea posible obtener muestras de algunas impurezas productos de
degradacion, los resultados deben compararse con los obtenidos mediante un
método independiente. En ausencia de otra informacion, puede resultar
necesario calcular la cantidad de una impureza basandose en la
comparacién de su respuesta con la del farmaco; pero el cociente entre las
respuestas de cantidades iguales de la impureza y del farmaco (factor de
respuesta) debe ser utilizado siempre que se lo conozca.

La exactitud se calcula como el porcentaje de recuperacion de la cantidad
valorada con respecto a la cantidad conocida de analito afiadida a la muestra, o
como la diferencia entre la medida de la valoracién y el valor verdadero

aceptado, considerando los intervalos de confianza.

Los documentos ICH recomiendan que se evalué la exactitud utilizando un
minimo de nueve determinaciones sobre un minimo de tres niveles de
concentracion, cubriendo el intervalo especificado (es decir, tres
concentraciones y tres determinaciones repetidas de cada concentracién)
Precision.

Definicion:

La precision de un método analitico es el grado de concordancia entre los

resultados de las pruebas individuales cuando se aplica el método



25

repetidamente a multiples muestreos de una muestra homogénea. La precision
de un método analitico habitualmente se expresa como la desviacion estandar
o la desviacion estandar relativa (coeficiente de variacion) de una serie de
mediciones. La precision puede ser una medida del grado de reproducibilidad
o de repetibiidad del método analitico en condiciones normales de
operacion. En este contexto, la reproducibilidad se refiere al uso del
procedimiento analitico en diferentes laboratorios, como por ejemplo en un
estudio en colaboracién. Una precision intermedia expresa la variacion dentro
de un laboratorio, por ejemplo en diferentes dias, con diferentes analistas o con
equipo diferente dentro del mismo laboratorio, La repetibilidad se refiere a la
utilizacién del procedimiento analitico en un laboratorio durante un periodo de
tiempo corto realizado por el mismo analista con el mismo equipo. En la
mayoria de los casos, la repetibilidad es el criterio de mayor interés en los
procedimientos analiticos de la USP, aunque la reproducibilidad entre
laboratorios o la precision intermedia puede considerarse durante la
normalizacion de un procedimiento.

Determinacion:

La precision de un método analitico se determina mediante el analisis de un
namero suficiente; al menos 9 réplicas de una muestra homogénea que permita
calcular estadisticamente estimaciones validas de la desviacidon estandar o
de la desviacién estandar relativa (coeficiente de variacion). Los analisis en
este contexto son analisis independientes de muestras que se han llevado a
cabo mediante el procedimiento analitico completo, desde la preparaciéon de

las muestras hasta el resultado final de las pruebas.
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Los documentos ICH recomiendan que se evalue la repetibilidad utilizando un
minimo de nueve determinaciones que cubran el intervalo especificado para
el procedimiento (es decir, tres concentraciones y tres determinaciones
repetidas de cada concentraciébn, o un minimo de seis determinaciones al

100%. de la concentracion de prueba).

Especificidad.

Definicion:

Los documentos de ICH definen especificidad como la capacidad de evaluar de
manera inequivoca el analito en presencia de aquellos componentes cuya
presencia resulta previsible, como impurezas, productos de degradacion y
componentes de la matriz la falta de especificidad de un procedimiento
analitico individual puede compensarse usando otros procedimientos analiticos
complementarios. [Otras autoridades internacionales de reconocido prestigio
(IUPAC, AOAC) han preferido el termino "selectividad,"
reservando "especificidad" para procedimientos que resulten completamente
selectivos.)] Para los métodos de prueba o valoracibn que se indican a

continuacion, la definicion anterior tiene las siguientes consecuencias:

PRUEBAS DE IDENTIFICACION: garantizan la identidad del analito.

PRUEBAS DE PUREZA: garantizan que todos los procedimientos analiticos
efectuados permiten declarar con exactitud el contenido de impurezas de un
analito (por ejemplo, prueba de sustancias relacionadas, limite de metales

pesados, limite de impurezas volatiles organicas).
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VALORACIONES: proporcionan un resultado exacto, que permita una
declaracion exacta del contenido o potencia del analito en una muestra.

Determinacion: En andlisis cualitativos (pruebas de identificacion), debe
demostrarse la capacidad de distinguir compuestos de estructura
estrechamente relacionada cuya presencia resulta probable. Esta capacidad
deberia confirmarse mediante la obtencion de resultados positivos a partir de
muestras que contengan el analito mediante comparacion con un material de
referencia conocido), junto con resultados negativos de muestras que no
contengan dicho analito, y mediante la confirmacion de que no se obtiene una
respuesta positiva de materiales con estructura similar o estrechamente

relacionada a la del analito.

En un procedimiento analitico para impurezas, la especificidad puede
establecerse mediante la adicion al farmaco o producto farmacéutico de una
cantidad conocida de impurezas en concentraciones adecuadas, y la
demostracién de que esas impurezas se determinan con exactitud y precision
adecuadas. En una valoracién, la demostracion de especificidad requiere
evidencia de que el procedimiento no resulta afectado por la presencia de
impurezas o excipientes. En la practica, esto puede hacerse agregando al
farmaco o producto farmacéutica una cantidad conocida de excipientes o de
impurezas en concentraciones adecuadas, y demostrando que el resultado del
analisis no resulta afectado por la presencia de estos materiales extrafios.

Si no se dispone de estandares de impureza o de los productos de

degradacion, puede demostrarse la especificidad comparando los resultados
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de las pruebas de muestras que contengan impurezas 0 productos de
degradacion con los de un segundo procedimiento bien caracterizado (por
ejemplo, un procedimiento farmacopeico u otro procedimiento validado). Estas
comparaciones deberian incluir muestras sometidas a condiciones forzadas
relevantes (por ejemplo, luz, calor, humedad, hidrdlisis acida y alcalina,
oxidacion); En una valoracion, deben compararse los resultados; en pruebas de

impureza cromatografico, deben compararse los perfiles de impurezas.

Limite de Deteccion.

Definicion:

El limite de deteccion es una caracteristica de las pruebas limite. Es la
cantidad minima de analito en una muestra que puede detectarse, aunque no
necesariamente cuantificarse, en las condiciones experimentales indicadas.
Las pruebas limite simplemente comprueban que la cantidad de analito se
encuentra por encima o por debajo de un nivel determinado. El limite de
deteccidn se expresa habitualmente en forma de concentracién de analito (por

ejemplo, porcentaje, partes por millon) en la muestra.

Determinacion:

Para métodos no instrumentales, el limite de deteccion se determina
generalmente mediante el andlisis de muestras con concentraciones
conocidas de analito, estableciendo el nivel minimo del analito que puede

detectarse confiablemente.
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Para procedimientos instrumentales, se puede utilizar el mismo método que
para los no instrumentales. En el caso de métodos presentados como
candidatos a meétodos farmacopeicos oficiales, casi nunca es necesario
determinar el limite de deteccion real. Por el contrario, debe demostrarse que el
limite de deteccion es lo suficientemente bajo para el andlisis de muestras con
concentraciones conocidas de analito superiores o inferiores al nivel de
deteccién requerido. Por ejemplo, si se requiere detectar una impureza con una
concentracion del 0,1%, deberia demostrarse que el procedimiento detectara
de modo confiable la impureza a esa concentracion.

En el caso de procedimientos analiticos instrumentales que presentan ruido de
fondo, los documentos de ICH describen un enfoque usual, que consiste en
comparar las sefiales medidas a partir de muestras con bajas concentraciones
de analito con las de muestras blanco. Se establece la concentracion minima a
la que puede detectarse confiablemente un analito. Las relaciones sefial-
ruido habitualmente aceptables son de 2:1 6 3:1. Otros enfoques dependen de
la determinacion de la pendiente de la curva de calibracién y la desviacion
estandar de las respuestas independientemente del método utilizado, el limite
de deteccién deberia validarse posteriormente mediante el analisis de un
numero adecuado de muestras preparadas al limite de deteccién o que se sabe

gue estan cerca de dicho limite.
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Limite de Cuantificacion.

Definicion:

El limite de cuantificacion es una caracteristica de las valoraciones
cuantitativas de compuestos que se encuentran en baja concentracién en la
matriz de una muestra, como por ejemplo: impurezas en farmacos a granel y
productos de degradacién en productos farmacéuticos terminados. Es la
minima cantidad de analito en una muestra que se puede determinar con
precision y exactitud aceptables en las condiciones experimentales indicadas.
El limite de cuantificacién se expresa habitualmente en forma de concentracién
de analito (por ejemplo, porcentaje, partes por milléon) en la muestra.
Determinacion:

Para métodos no instrumentales, el limite cuantitativo se determina
habitualmente mediante el analisis de muestras con concentraciones conocidas
de analito, estableciendo el nivel minimo del analito que se puede determinar

con exactitud y precisién aceptables.

Para procedimientos instrumentales, se puede utilizar el mismo método que
para los no instrumentales. En el caso de métodos presentados como
candidatos a métodos farmacopeicos oficiales, casi nunca resulta necesario
determinar el limite de cuantificacion real. Por el contrario, debe mostrarse que
el limite de cuantificacion es lo suficientemente bajo mediante el analisis de
muestras con concentraciones conocidas de analito superiores e inferiores al

nivel de cuantificacion requerido.
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Por ejemplo, si se requiere analizar un analito a una concentracion de 0,1 mg
por tableta, deberia demostrarse que el procedimiento cuantificara de modo
confiable el analito a esa concentracion.

En el caso de procedimientos analiticos instrumentales que presentan ruido de
fondo, los documentos ICH describen un enfoque comun, que consiste en
comparar las sefiales medidas a partir de muestras con bajas concentraciones
conocidas de analito con las de muestras blanco. Se establece Ila
concentracion minima a la que puede cuantificarse confiablemente un analito.
Una relacion sefial-ruido habitualmente aceptable es de 10:1. Otros enfoques
dependen de la determinacion de la pendiente de la curva de calibracion y la
desviacién estandar de las respuestas. Independientemente del método
utilizado, el limite de cuantificacion deberia validarse posteriormente mediante
el andlisis de un numero adecuado de muestras que se sepa gque estan cerca

del limite de cuantificacion o fueron preparadas a este limite.

Linealidad e Intervalo.

Definicién de Linealidad:

La linealidad de un método analitico es su capacidad para obtener resultados
de prueba que sean proporcionales ya sea directamente, o por medio de una
transformacion matematica bien definida, a la concentracion de analito en
muestras en un intervalo dado.

Definicién de Intervalo:

El intervalo de un método analitico es la amplitud entre la concentracion inferior

y superior de analito (incluyendo esos niveles) en la cual se puede determinar
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al analito con un nivel adecuado de precision, exactitud y linealidad utilizando el
meétodo segun se describe por escrito. El intervalo se expresa nhormalmente en
las mismas unidades que los resultados de la prueba (por ejemplo, porcentaje,
partes por millén) obtenidos mediante el método analitico

Determinacién de Linealidad e Intervalo:

La linealidad debe establecerse en el intervalo completo del procedimiento
analitico. Deberia establecerse inicialmente mediante examen visual de un
grafico de sefiales como funcion de concentracion de analito del contenido. Si
parece existir una relacion lineal, los resultados de la prueba deberian
establecerse mediante métodos estadisticos adecuados (por ejemplo, mediante
el célculo de una linea de regresiéon por el método de los cuadrados minimos).
En algunos casos, para obtener la linealidad entre la respuesta de un analito y
su concentracion, puede que haya que someter los datos de la prueba a una
transformacion matematica.

Los datos obtenidos a partir de la linea de regresion pueden ser Utiles para
proporcionar estimaciones matematicas del grado de linealidad.

Se deberian presentar el coeficiente de correlacion, la interseccién con el eje
de ordenadas, la pendiente de la linea de regresion y la suma de los cuadrados
residuales.

El intervalo del método se valida verificando que el método analitico
proporciona precision, exactitud y linealidad aceptable cuando se aplica a
muestras que contienen el analito en los extremos del intervalo, al igual que

dentro del intervalo.
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La ICH recomienda que, para establecer la linealidad, se utilicen normalmente
un minimo de cinco concentraciones. También recomienda que se consideren
los intervalos especificados minimos que se indican a continuacion:
~VALORACION DE UN FARMACO (o de un producto terminado): de 80% a
120% de la concentracion de prueba.

-DETERMINACION DE UNA IMPUREZA: de 50% a 120% de la
especificacion

—PARA UNIFORMIDAD DEL CONTENIDO: un minimo de 70% a 130% de la
concentracion de prueba, a no ser que se justifigue un intervalo mas amplio o
més apropiado, basandose en la naturaleza de la forma farmacéutica (por
ejemplo, inhaladores de dosis fija).

~-PARA PRUEBAS DE DISOLUCION: +20% por encima del intervalo
especificado (por ejemplo, si las especificaciones de un producto de
liberacién controlada cubren una regién que varia de 20% después de 1 hora a
90% después de 24 horas, el intervalo validado seria de 0 % a 110% del valor

especificado en la etiqueta).

Tolerancia, también conocida como Fortaleza 0  Resistencia
(Ruggedness)

Definicién:

La tolerancia de un método analitico es el grado de reproducibilidad de los
resultados de las pruebas obtenidos mediante el analisis de las mismas

muestras en diversas condiciones, como por ejemplo en diferentes laboratorios,

con diferentes analistas, instrumentos, lotes de reactivos, tiempo transcurrido
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durante la valoracion, temperaturas de valoracion o dias. La tolerancia se
expresa normalmente como la carencia de influencia de las variables
operativas y ambientales del método analitico sobre los resultados de las
pruebas. La tolerancia es una medida de la reproducibilidad de los resultados
de las pruebas sometidas a la variacion de condiciones que se esperarian

normalmente entre distintos laboratorios o distintos analistas.

Determinacion:

La tolerancia de un método analitico se determina mediante el analisis de
alicuotas de lotes homogéneos en diferentes laboratorios, por diferentes
analistas, utilizando condiciones operativas y ambientales que pueden ser
diferentes pero que continlan encontrandose dentro de los parametros
especificados del andlisis. El grado de reproducibilidad de los resultados de la
prueba se determina entonces como una funcién de las variables del analisis.
Esta reproducibilidad se puede comparar a la precision de la valoracion en
condiciones normales para obtener una medida de la resistencia del método
analitico.

Robustez.

Definicion:

La robustez de un método analitico es una medida de su capacidad para no
resultar afectado por pequefias pero deliberadas variaciones en los parametros
del método y proporciona una indicacion de su confiabilidad durante su uso

normal.
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Aptitud del Sistema.

Si las mediciones son susceptibles a variaciones en condiciones analiticas,
estas deben controlarse adecuadamente o incluirse en el método una
declaracion preventiva. Una consecuencia de la evaluacion de la tolerancia y la
robustez seria el establecimiento de una serie de parametros de aptitud del
sistema que garantizan que se mantenga la validez del método analitico
siempre que se utilice. Las variaciones tipicas son la estabilidad de las
soluciones y equipo analitico, y de los analistas.

Las pruebas de aptitud del sistema se basan en el concepto de que el equipo,
el sistema electronico, las operaciones analiticas y las muestras a analizar
constituyen un sistema integral que puede evaluarse como tal. Los parametros
de prueba de la aptitud del sistema que deben establecerse para un método

especifico dependen del tipo de método que se esta evaluando.

DATOS REQUERIDOS PARA LA VALIDACION DE UNA DETERMINACION
Los procedimientos de las determinaciones farmacopeicas varian desde
valoraciones analiticas muy rigurosas hasta evaluaciones de atributos
subjetivos. Considerando esta amplia variedad de determinaciones, es ldgico
gue diferentes meétodos de prueba requieran diferentes esquemas de
validacion.

Este capitulo cubre solo las categorias mas habituales para las que se exigen

datos de validacion. Estas categorias se indican a continuacion.
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Categoria I: Métodos analiticos para la cuantificacion de los componentes
principales de farmacos a granel o ingredientes activos (incluyendo
conservantes) en productos farmaceéuticos terminados.

Categoria Il: Métodos analiticos para la determinacion de impurezas en
farmacos a granel o productos de degradacién en productos farmaceéuticos
terminados. Estos métodos incluyen andlisis cuantitativos y pruebas de limite.
Categoria Ill: Métodos analiticos para la determinacion de las caracteristicas
de desempefio (por ejemplo, disolucion, liberacion del farmaco).

Categoria IV: Pruebas de identificacion.

Para cada categoria de analisis, se requiere diferente informacién analitica. En
el anexo 1 se indican los elementos de datos que normalmente se requieren
para cada una de las categorias de analisis.

Las métodos generales de prueba y valoracion ya establecidos (por ejemplo,
método volumétrico de determinacibn de agua, prueba de endotoxinas
bacterianas) deben revalidarse para comprobar su exactitud (y la ausencia de
posibles interferencias) cuando se utilizan para un producto nuevo o materia
prima nueva.

La validez de un método analitico puede verificarse solo mediante estudios de
laboratorio. Por lo tanto, la documentacion de la finalizacion con éxito de dichos
estudios constituye un requisito basico para determinar si un método es
adecuado para sus aplicaciones previstas. Cualquier propuesta de
procedimientos farmacopeicos analiticos nuevos o revisados debe ir

acompafada de la documentacién adecuada.
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METODOS APLICABLES EN LA CUANTIFICACION DE SULFONAMIDAS 4

3.5 METODOS TITRIMETRICOS APLICABLES EN LA CUANTIFICACION

DE SULFONAMIDAS.

3.5.1 Titulacién en medio no acuoso.

La titulacién en medio no acuoso puede ser aplicada a las sulfonamidas. Por
el grupo SO;NH; pueden valorarse con un titulante basico. Los solventes
usados incluyen alcohol, acetona, dimetilformamida y dibutilamina.

Usando alcali acuoso, metoxido de sodio anhidro o bases cuaternarias como
titulantes. Algunas sulfonamidas pueden ser tituladas cdémo bases en acido
acético glacial, usando acido perclérico cémo titulante.

En este tipo de valoracion el punto final se determina potenciométricamente.

3.5.2 Titulacion por Brominacion

Las sulfonamidas reaccionan con bromo el cual puede sustituirse en el anillo
de benceno. Dos tipos de procedimientos son usados:

La sulfonamida puede ser titulada directamente con bromato en presencia
de bromo y el punto final determinarse potenciométricamente o por medio de
un indicador semejante al rojo de metilo, en el otro procedimiento un pequefio
exceso de bromato es adicionado y después este exceso es retrovalorado con

un titulante como arsénico.
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3.5.3 Titulacién Argentométrica.

Algunas sulfonamidas forman sales insolubles de plata, entre ellas:
Sulfadiazina, sulfamerazina, sulfametazina, sulfapiridina, sulfatiazol,
sulfadimetina y  succinilsulfatiazol, estas pueden determinarse
cuantitativamente con nitrato de plata.

En este método la sulfonamida es disuelta en hidroxido de sodio y luego
tratada con nitrato de plata; posteriormente se filtra y en el filtrado se
retrovalora el exceso de nitrato de nitrato de plata con tiocianato de amonio y

se usa como indicador aluminio férrico.

3.5.4 Diazoacion (Método de Titulacién por Nitritos)

Las sulfonamidas contienen un grupo amino, a parte de la funcion sulfonamida,
y este grupo amino suministra un método analitico adecuado.

Las aminas alifaticas son lo suficientemente basicas para poder valorarse con
acido fuerte en solucién acuosa; mientras que las aminas aromaticas son
demasiado débiles para valorarlas en disolucién acuosa.

La baja solubilidad de estas sustancias en agua obliga al uso de solventes
hidroalcoholicos. El alcohol no afecta marcadamente la nitidez del punto final
de las bases neutras. La adicion de alcohol al medio de valoracion resulta util al
dar puntos finales mas pronunciados para estas sustancias.

Diazoacioén de las aminas primarias aromaticas:

El &cido nitroso reacciona con el grupo amino primario aromatico para dar

una sal de diazonio.
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ArNHz + NaNO; + 2HCL 15 °C ArN=NCI + 2H,0 + NaCl

»
»

Amina aromatica primaria Sal de diazonio

El lon de diazonio puede acoplarse con otra molécula para producir un color
apropiado para la medicién colorimétrica.

La reaccion de diazoacion sirve como un proceso analitico via valoracion
directa de la amina con &cido nitroso.

Puesto que las soluciones de acido nitroso son inestables, se realiza el andlisis
valorando una solucion acida de la amina aromatica con una solucion de nitrito
de sodio.

Se detecta el punto final con un indicador “externo”; después del punto final,
una gota de la solucion de valoracion produce un color azul con engrudo de
almidon-yoduro. El exceso de acido nitroso oxida al loduro presente en el
indicador hasta lodo, el cual produce el color azul con el almidén.

Para evitar una alta concentracion de acido nitroso en la solucion de valoracion
esta Ultima debe estar bien agitada. El método oficial de determinacion para
muchas drogas sulfonamidas especificas la valoracion con nitrito a baja
temperatura, para minimizar la pérdida del acido nitroso.

EL punto final puede determinarse también potenciométricamente usando un
sistema de electrodo platino-calomel o platino-platino.

Los valores a un intervalo de tiempo fijo con cada adicion de nitrito de sodio,
puede obtenerse resultados considerablemente mas precisos que cuando el

punto final visual es empleado.
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3.6 OTROS METODOS APLICABLES EN LA CUANTIFICACION DE

SULFONAMIDAS. (1),

3.6.1 Métodos Colorimétricos.

En general este método es usado para la determinacion de pequefias
cantidades de sulfonamidas. El método cosiste en la diazoacion de la
sulfonamida con nitrito de sodio en acido diluido, descomponiendo el exceso de
nitrito con acido sulfamico y copulando el diazocompuesto con N- (1- naftil)-
etilendiamino, la intensidad de color rosado obtenido es también comparado
por el estandar producido por cantidades conocidas de sulfonamidas tratadas
de modo similar o es medido espectrofotometricamente. En caso contrario la
absorcion es generalmente determinada en la region de 540 - 550 my.

La copulacién debe ocurrir en solucién acida. la acidificacion es requerida para
la diazoacion.

El complejo coloreado obtenido debe ser soluble en acido diluido y el

compuesto usado para copular debe ser facil de purificar.

3.6.2 Cromatografia de Papel.

Este método consiste en el descendimiento de un papel cromatografico en un
flujo de una mezcla de solventes sobre una mancha de material depositado en
una columna de papel filtro. Cuando la mezcla de solventes fluye sobre la
mancha el sistema de extraccién liquido-liquido esta establecido, y los solutos
presentes son transportados a lo largo de una columna de papel. Las

caracteristicas son determinadas por sus respectivos coeficientes de
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distribucion. Para cada compuesto existe un sistema determinado de distancia
cubierta, es una fraccion constante, llamada Rf de la distancia total cubierta
por el solvente. Después de un tiempo cada componente de la mezcla se
separa en forma de una mancha, en caso que el sistema de solventes usado

sea el adecuado.

3.6.3 Espectrofotometria Ultravioleta.

El espectro ultravioleta de todas las sulfonamidas comunes es bastante similar
y directamente la espectrofotometria ultravioleta no es de mucho valor en el
analisis de mezclas, sin embargo es bastante diferente en el espectro de
absorcién ultravioleta de compuestos unicos lo que lo hace valioso con fines de

identificacion.

3.6.4 Método Infrarrojo.

El espectro infrarrojo es particularmente valioso para identificacion de las

sulfonamidas, pero es de utilidad limitada para medida cuantitativa.

3.6.5 Meétodo de difraccion de rayos X

El disefio de los rayos X son también caracteristico de cada compuesto y son

por lo tanto adecuado para la identificacion.

Las sulfonamidas pueden ser determinadas cuantitativamente por este método
en mezcla siempre que los componentes que estén presentes en

aproximadamente iguales cantidades.



VI. DISENO METODOLOGICO.
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VI. DISENO METODOLOGICO.
4.1 Tipo de Estudio.
Retrospectivo, prospectivo y experimental.
Retrospectivo, porque parte de algo existente y no se proponen variables a
esta informacion.
Prospectivo, porque a partir de lo existente, propone algo que puede servir para
obtener datos mas exactos en analisis 0 investigaciones futuras.
Experimental, porque se evaluaron los parametros de desempefio de la
cuantificacion de sulfonamidas en productos tépicos por el método titrimétrico
diazoacion segun los requerimientos Farmacopeicos de la XVI edicion de la

Farmacopea de los Estados Unidos.

El presente trabajo consta de:
— Investigacion bibliografica
— Investigacion de campo

— Investigacion experimental

4.2 Investigacion bibliografica:

Consisti6 en la busqueda de informacién en libros oficiales y no oficiales
acerca de validacion de métodos analiticos. Asi como también informacion
acerca de sulfonamidas y el método titrimétrico utilizado para su cuantificacion

(diazoacién).
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Para esta revision sera necesario visitar las bibliotecas de universidades
del pais, en cuyo plan de estudios contempla la carrera de Licenciatura en

Quimica y Farmacia:

— Biblioteca de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de
El Salvador (UES)

— Biblioteca Central de la Universidad de El Salvador (UES)

— Biblioteca de la Universidad Salvadorefia Alberto Masferrer (USAM)

— Biblioteca de la Universidad Nueva San Salvador (UNSSA)

— Internet.

4.3 Investigacion de campo:

Comprendié la visita a la Junta de Vigilancia de la Profesién Quimico
Farmacéutica (J.V.P.Q.F), para investigar el numero de Laboratorios
Farmacéuticos ubicados en el area de San Salvador y a su vez por medio de
consultas telefénicas conocer cuales elaboran productos topicos que
contengan, dentro de su composicién sulfonamidas, pero a su vez se
Seleccion6 el producto mas representativo para realizar la evaluacién de
pardmetros de desempafio y cumplir con los criterios de aceptacion

requeridos. ) (Ver anexo 9)

4.3.1 Universo:
El universo de esta investigacion esta constituido por siete (7) Productos

Farmacéuticos topicos (cremas Vaginales) que contienen sulfonamidas en su
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composicion y son elaborados Unicamente por siete (7) Laboratorios
Farmacéuticos del total de sesenta (60) Laboratorios del area Metropolitana de

San Salvador.

4.3.2 Muestra:

En la presente investigacion se llevé acabo un muestreo aleatorio simple
dirigido a los siete (7) productos tépicos de los siete (7) Laboratorios
Farmacéuticos del area de San Salvador que elaboran formas farmacéuticas
topicos que contienen sulfonamidas en su composicion, de los cuales se
selecciond uno para evaluar los parametros de desempefio y los criterios de
aceptacion antes mencionados, dicha muestra tiene tres sulfas dentro de su

composicion.sya) (ver composicion en anexo 2)

4.4 Investigacion Experimental:

Comprendi6 las siguientes etapas:

Realizar la evaluacion de los parametros de desempefio del método titrimétrico
diazoacion para la cuantificacion de sulfonamidas presentado en la XVI edicién
de la Farmacopea de los Estados Unidos.

Dentro de esta se consideraran los parametros siguientes:

4.4.1 Exactitud.qa

Se evalu6 mediante la adicion de una concentracion conocida del analito al
producto farmaceutico, la muestra representa el 100% de la concentracion de
sulfonamidas y a éstas se les agrego la cantidad correspondiente de una

mezcla de sulfas previamente preparada, para cargar las muestras hasta
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concentraciones que represente el 120%. Para la determinacion de dicho
pardmetro se evaluaron una (1) muestra que contiene tres sulfas, a los niveles
de concentracion mencionados, y los resultados obtenidos se expresaron en
términos de porcentaje de recuperacion del analito presente en la muestra.

El tratamiento de los resultados se hizo por medio de la distribucion de t de
Student.

Férmulas y Procedimiento de calculo para exactitud y repetibilidad:

Media Aritmética.

©)

donde:

§ = Media aritmética
y = valores obtenidos del ensayo

n = ndmero de mediciones o recobros, muestras o determinaciones.

Desviacion Estandar s,

S = \I n Xy -y’ ®)
n (n-1)
donde:

S = Desviacion estandar
y = valores obtenidos del ensayo
n = numero de mediciones, recobros o determinaciones.

Coeficiente de Variacion. s,
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x 100

<| |(/)

@)
donde:

y = Media aritmética
CV = Coeficiente de Variacion

S = Desviacion estandar

Intervalo de Confianza para la Media Poblacionals)

IC (n) = ; ttoorsn1 S
Vn ©)
toorsn1 = Refiérase al anexo 8, para determinar el valor de la t de Student.
n = numero de mediciones, recobros o determinaciones, donde el
coeficiente de variacion no debe ser mayor al 2%. 3,
4.4.2 Precision.s
Se expresa como la desviacion estandar o preferiblemente por la desviacién
estandar relativa (coeficiente de variacion). Y se determina en base a tres
estudios simultaneos.
Repetibilidad del método analitico en condiciones normales de operacion, la
determinacion de este parametro se hizo en condiciones normales de
laboratorio, utilizara una muestra que contiene tres sulfas en su composicion

con un total de nueve (9) determinaciones que representen el 100% de la

muestra.
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Reproducibilidad del método analitico determinandose por medio de la
comparacion de datos obtenidos por dos diferentes analistas, diferentes dias,
diferente equipo de laboratorio, en las mismas instalaciones.

Para dicha determinacién se realizaron con una muestra que contiene tres
sulfas, por triplicado cada una de ellas y si repitid variando el equipo de

laboratorio, el dia y el analista que realiza la determinacion.

4.4.3 Robustez. s

La determinacion de este parametro se realiz6 variando la temperatura
requerida para la valoracién que es de 15° Segun La Farmacopea XVI, a
temperaturas de 10°, 12° y 15°. Haciendo uso de la muestra que contiene tres
diferentes sulfas por triplicado.

Para la determinacion de este parametro se calcul6 la media aritmética de la
condicién normal de operacion (Y,) Yy la media aritmética de cada condicién de
operacion diferente (variacion de temperatura) (y;).

Calculando la diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicion
respecto a la condicién normal (1 d; | ) y el criterio de aceptacién para dicho

valor debe ser: | di | £ 3%s

Media aritmética del analisis inicial (g)

No (8
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donde:
Yo = media aritmética de la condicion normal de operacion.
No = numero de muestras de el analisis inicial.

Yo = condicién normal de operacion.

Media aritmética del analisis de cada condicion diferente (g

_ 2 Yi

<
1

N; (8)
donde:

yi = media aritmética de cada condicion de operacion diferente.
n;= numero de muestras de el andlisis en condicion diferente.

yi = condicion de operacion diferente.

Las diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicion diferente con

respecto a la inicial.(1d; ) g es:

Idil = lyi—yol ydebedeser<s3%

Linealidad y Rango.s)

La linealidad vy el rango estan estrechamente relacionados, por lo cual, para
fines de la evaluacion de los parametros de desempefio se determinan juntos.
Este intervalo se determiné por la amplitud entre las concentraciones inferiores
y superiores del analito en el cual se determind el analito en forma exacta y

precisa.
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Segun la USP, para la valoracion de un farmaco en producto terminado, la
concentracion de prueba va de 80% a 120%.

Para este estudio se utilizod las concentraciones de
80%0,90%,100%,110%,120%. del analito, utilizando un sustituto del excipiente
de la crema para tener las concentraciones que representen el 80% y 90% y
agregando una mezcla de sulfas para cargar la muestra hasta las
concentraciones del 110% y 120%.

El analisis se realizo en la muestra que contiene tres sulfas, por triplicado
cada concentracion.

La linealidad se determind con la siguiente formula: ).

Y=Db1X + bo (3)

Siendo:

X = concentracion de la muestra analizada
b,= valor de la pendiente

Y = respuesta

bo= termino independiente (ordenada al origen) .

Para determinar la pendiente (b1) se utilizar6 la siguiente formula: s

b, = nZXy—ZXZy)
nXx’ - Xx° @

n = numero de mediciones (concentracion-respuesta analitica)
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Para determinar la constante by (ordenada al origen) se utilizd la siguiente

formula. ()

bo= =_2y—-bi 2X (3)
n

Para la interpretacion estadistica de la regresion lineal se determind:

El coeficiente de determinacion (r°) (3

= (nxy) — X) ()2
(N(Ex%) = Xx)%) ((Zy?) - Cy)?) @)

Intervalo de Confianza para la Pendiente.

Cl (B1) = b1 £ to.975.n-2 Sp1

Spi=S y/x 1
X _(Zx) ®
n
S yx= Sy?—b; Yxy—bg Dy @)
n-—2

to.o75n-2 = referirse al anexo 8, para determinar el valor de t de Student.
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Cuadro N° 1. Parametros de desempefio a evaluar y condiciones de

trabajo.
Parametros a NUmero de Concentracién de
Analista Variables
Evaluar repeticiones trabajo
Precision Concentracion
Analista 1 9 representativa a 100 | = ---------------
Repetibilidad %
Concentracién
Analista 1 6 representativa al
Diferentes dias
100%
Reproducibilidad Analistas
Concentracion
Instrumentos
Analista 2 6 representativa al
100%
Concentracion
Robustez Analista 2 9 representativa al Temperatura
100%
80%,90%,100%,
Linealidad y rango Analista 1 15 Concentracion
110%,120%
Analista 2 12 100% y 120% Concentracion
Exactitud
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Método Analitico al cual se le evaluaron parametros de

desempefio.q

La Valoracion por Diazoacién

Modalidad: Adicion de Hielo a la Muestra de Valoracion.

La valoracion se llevo acabo de la siguiente manera:

1.

2.

Pesar un beaker de 250 mL en balanza analitica.
Pesar en el beaker anterior la cantidad de muestra equivalente a 200 mg de
sulfonamida materia prima o en caso de producto a sulfonamidas totales

en balanza analitica.

. Agregar dentro del beaker 8 mL de &cido clorhidrico en camara extractora

de Gases.

. Agitar con agitador de vidrio.

. Agregar 20 mL de agua, homogenizar y agitar.

. Agregar 25 g de hielo triturado al contenido dentro del beaker.
. Homogenizar y chequear que la temperatura este 15°C.

. Valorar con Nitrito de Sodio 0.1 M VS agitando con agitador de vidrio

continuamente.

. Introducir el agitador empleado en la muestra dentro del indicador externo de

pasta de yoduro de almidon T.S para determinar siya llego al punto

final (color azul).
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10. Lavar el agitador antes de introducirlo nuevamente a la muestra, continua
valorando hasta obtener una coloracion azul inmediatamente.
Cuando la titulacién ésta completa el punto final es reproducible después

de que la mezcla se ha mantenido en reposo por un minuto. (3

Calculos

Calculo para la cantidad de sulfonamidas en 100g de muestra.

Volumen corregido (Vc) = mL x Factor de Correccion (F)

1 mL gastado de NaNO, 0.1M ——— meq de Sulfas Totales
Volumen GastadoenmL (V¢) ———— X
g de sulfas totales ———— Peso de Muestra

y —— 100g de Crema

Porcentaje Sobre lo Rotulado

g rotulados de sulfas — 100%
totales en la crema

g encontrados E— X
donde:

mL = mililitros de la solucion de Nitrito de Sodio 0.1 M VS

F = Factor de Correccién del Nitrito de Sodio 0.1 M VS

meq = miliequivalentes de sulfas totales (sumatoria de miliequivalentes
de cada una de las sulfas en gramos)

P.M = Peso de Muestra. (

Vc = Volumen corregido



V. RESULTADOS E INTERPRETACION DE RESULTADOS.
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V. RESULTADOS E INTERPRETACION DE RESULTADOS.

CALCULOS DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS DE LA APLICACION DEL
METODO DE VALORACION POR DIAZOACION EN PRODUCTOS

TOPICOS.

PRODUCTOS TOPICOS

COMPOSICION CADA 100 g CONTIENEN:

N-Benzoilsulfanilamida..................... 3,709
N-Acetilsulfanilamida....................... 290¢g

Sulfadiazina............ccooiiiiii 3,509
10,10 g Peso de sulfas totales.
PESOS MOLECULARES DE LAS SULFAS
276,31 g/mol N-Benzoilsulfanilamida
214,24 g/mol N-Acetilsulfanilamida

250,28 g/mol Sulfadiazina

CALCULOS PARA DETERMINAR LOS MILIEQUIVALENTES PARA CADA
UNA DE LAS SULFONAMIDAS.

N-Benzoilsulfanilamida

276,310 g —— 1,0 M—— 1000 mL de Nitrito de Sodio 0.1 M VS
27,631 g —— 0,1 M —— 1000 mL de Nitrito de Sodio 0.1 M VS
0,028g —— 0,1 M —— 1,0 mL de Nitrito de Sodio 0.1 M VS

27,631 mg—— 0,1 M—— 1,0 mL de Nitrito de Sodio 0.1 M VS



27.631 mg de N-Benzoilsulfanilamida = 1.0 mL de Nitrito de Sodio 0.1 M VS

N-Acetilsulfanilamida

214,240 g —— 1,0 M—— 1000 mL de Nitrito de Sodio 0.1 M VS
21,424 g —— 0,1 M —— 1000 mL de Nitrito de Sodio 0.1 M VS
0,021g —— 0,1 M —— 1,0 mL de Nitrito de Sodio 0.1 M VS

21,424mg —— 0,1 M ——1,0 mL de Nitrito de Sodio 0.1 M VS

21,424 mg de N-Acetilsulfanilamida = 1,0 mL de Nitrito de Sodio 0.1 M VS

Sulfadiazina

250,280 g—— 1,0 M—— 1000 mL de Nitrito de Sodio 0.1 M VS
25,028 g—— 0,1 M—— 1000 mL de Nitrito de Sodio 0.1 M VS
0,025 g—— 0,1 M—— 1, mL de Nitrito de Sodio 0.1 M VS
25,028 mg—— 0,1 M——1,0 mL de Nitrito de Sodio 0.1 M VS

25,028 mg de Sulfadiazina = 1,0 mL de Nitrito de Sodio 0.1 M VS

CALCULO PARA DETERMINAR LA CANTIDAD DE MUESTRA A PESAR
PARA TENER UN PESO DE MUESTRA EQUIVALENTE A 200 mg DE

SULFAS TOTALES.
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El peso de sulfas totales de acuerdo a la composicion de la crema es = 10.10 g

en 100 g de crema.
10,10 g peso total de sulfas ——— 100 g de crema.
0,20 g peso de sulfas totales —— X

X=1,9802g Cantidad de crema a pesar
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DETERMINACION DE LOS mg DE CADA UNA DE LAS SULFAS EN LOS
200,0 mg (= 0,20g) DE SULFAS TOTALES

N-Benzoilsulfanilamida

10,109 peso de sulfas totales——— 3,70 g de N-Benzoilsulfanilamida
0,20 g sulfas totales — X

X =0,0733 g = 73,30 mg de N-Benzoilsulfanilamida

N-Acetilsulfanilamida
10,109 peso de sulfas totales ——— 2,90 g de N-Acetilsulfanilamida
0,20 g sulfas totales — X

X =0,0574 g =57,40 mg de N-Acetilsulfanilamida

Sulfadiazina
10,109 peso de sulfas totales—— 3,50 g de Sulfadiazina
0,20 g sulfas totales — X

X =0,0693 g = 69,30 mg de Sulfadiazina

DETERMINACION DEL VOLUMEN TEORICO A GASTAR DE NITRITO DE
SODIO 0.1 M PARA CADA SULFONAMIDA.

N-Benzoilsulfanilamida

27,631 mg N-Benzoilsulfanilamida ———— 1,0 mL Nitrito de Sodio 0.1 M VS
73,300 mg N-Benzoilsulfanilamida ——— X

X= 2,65 mL de Nitrito de Sodio 0.1 M VS
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N-Acetilsulfanilamida
21,424 mg N-Acetilsulfanilamida ———— 1,0 mL Nitrito de Sodio 0.1 M VS
57,400 mg N-Acetilsulfanilamida —— X

X = 2,68 mL de Nitrito de Sodio 0,1 M VS

Sulfadiazina
25,028 mg Sulfadiazina —— 1,0 mL Nitrito de Sodio 0.1 M VS
69,310 mg Sulfadiazina — X

X = 2,77 mL de Nitrito de Sodio 0,1 M VS

DETERMINACION DEL VOLUMEN TEORICO A GASTAR DE NITRITO DE
SODIO 0.1 M VS PARA SULFAS TOTALES (1,9802 DE CREMA).
- Sumatoria de los volimenes a gastar de nitrito de sodio 0,1 M para cada

sulfonamida.

>=2.65mL +2.68 mL +2.77 mL = 8.10 mL de Nitrito de Sodio. 0.1 M VS para

200 mg de sulfas totales.

- Determinacion Tedrica del miliequivalente de Sulfas Totales .
200 mg sulfas totales—— 8,10 mL Nitrito de Sodio 0,1 M VS
X— 1,00 mL Nitrito de Sodio 0,1 M VS
X= 24,69 mg de sulfas totales, equivalente a 1.00mL de Nitrito de sodio 0,1M
Miliequivalente a utilizar para los calculos de las valoraciones:

24.69 mg de sulfas totales = 1.0 mL Nitrito de Sodio 0.1 M VS



RESULTADOS DE EXACTITUD.
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La Exactitud se evalué a concentraciones que representen el 100,0% y

cargando la muestra al 120,0%.

Cuadro N° 2 Resultados de la cuantificacion de sulfonamidas presentes
en productos topicos para la Exactitud.

NXEIBT)?M Volumen Gramos de sulfas Porcentaie
Ne de Peso sizn ' NaNO, 0.1M totales cobre IoJ
valoracion Muestra correqir corregido. recobrados en rotulado
ir. (mL) 100 g. de crema '
(mL)
Valoraciones que representan el 100,00%

1 1,9802 8,00 8,33 10,38 102,77%

3 1,9802 8,00 8,33 10,38 102,77%

2 1,9802 7,90 8,23 10,26 101,58%

4 1,9802 7,90 8,23 10,26 101,58%

5 1,9802 7,90 8,23 10,26 101,58%

6 1,9802 7,90 8,23 10,26 101,58%

Peso Volumen
NC d Muestra + | NaNO,0.1M Volumen Gramos de sulfas Porcentaje
e 40,00 mg sin NaNO, 0.1M totales sobre Io
valoracion ' . corregido. encontrados en
de mezcla corregir. (mL) 100 g de crema rotulado.
de sulfas (mL)
Valoraciones que representan el 120,00%

7 1,9802 + o
40,01 9,50 9,90 12,34 122,19%

8 1,9802 + o
40,08 9,50 9,90 12,34 122,19%

9 1,9802 + o
41.46 9,60 10,00 12,47 123,47%

10 1,9802 + o
40,07 9,50 9,90 12,34 122,19%

11 1,9802 + o
40,08 9,50 9,90 12,34 122,19%

12 1,9802 + o
40,09 9,50 9,90 12,34 122,19%

FC de NaNO, 0,1 M VS = 1,04167 (Ver Anexo 6)
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Muestra al 100,0%

Bureta: N° 1 (Ver Anexo N° 11 Certificado de Calibracién)
Crema: ( Ver Anexo N° 2 Composicion Quimica).

Analista: N° 2 (Ver Cuadro N° 1)

Volumenes obtenidos en el ensayo
Valoracion N° 1 Volumen gastado de NaNO, 0,1 M VS = 8,00 mL
Valoracion N° 2 Volumen gastado de NaNO, 0,1 M VS = 8,00 mL

Valoracion N° 3 Volumen gastado de NaNO, 0,1 M VS = 7,90 mL

Determinacion de los g de sulfas totales encontrados en la Valoracion N°1
Volumen corregido = 8,00 mL NaNO,0,1 M VS X 1,04167

= 8,33 mL de NaNO, 0,1 M VS

1,0mL NaNO,; 0,1 MVS ———— 24,69 mg de sulfas totales
8,33 mL NaNO,; 0.1IMVS ———— X

X = 206,67 mg de sulfas totales en peso de muestra

1,9802 g de crema — 206,67 mg de sulfas totales.
100,0gdecrema — X

X =10356,32 mg = 10,38 g de sulfas totales
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Porcentaje sobre lo rotulado de la valoracién N° 1
10,10 g de sulfas totales —— 100%
10,38 g de sulfas totales ——— X

X =102,77 % sobre lo rotulado

PREPARACION DE MEZCLA DE SULFAS TOTALES PARA CARGAR LAS

MUESTRAS. (Parametro de Exactitud)

Cantidad a preparar: 2,0g de mezcla de sulfas totales la cual se utilizara para

cargar las muestras que representen el 120%

N-Benzoil Sulfonamida
10,109 de sulfas totales 3,79 de N-Benzoil Sulfonamida

2,0g de sulfas totales X

X =0,7327g a pesar de N-Benzoil Sulfonamida para tener el equivalente a lo
rotulado por la crema en 2,0g de sulfas totales.

- Célculos para la determinacién de la cantidad a pesar con respecto a la
puraza de la sulfa.

-  Pureza de N-Benzoil Sulfonamida = 99,48% = % P/P

99,48g N-Benzoil Sulfonamida —100,0g N-Benzoil Sulfonamida
0,7327g de N-Benzoil Sulfonamida —— X
x =0,73659g

Se pesaron 0,7365g de N-Benzoil Sulfonamida al 99,48% para tener el

equivalente a 0,7327g de N-Benzoil Sulfonamida al 100,0%.
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N-acetil sulfonamida

10,10g de sulfas totales 2,90g de N-acetil sulfonamida

2,09 de sulfas totales — X

X =0,5743g a pesar de N—acetil sulfonamida para tener el equivalente a lo

rotulado por la crema en 2,0g de sulfas totales

- Calculos para la determinacion de la cantidad a pesar con respecto a la

pureza de la sulfa.

Pureza de N—acetil sulfonamida = 100,06% = % P/P

100,06g N—acetil sulfonamida = ——— 100,0g N—acetil sulfonamida
0,5343g de N-acetil sulfonamida ——— X
x =0,57409g

Se pesaron 0,5740g de N—acetil sulfonamida al 100,06% para tener el

equivalente a 0,5343g de N-acetil sulfonamida al 100,0%.

Sulfadiazina.
10,109 de sulfas totales 3,5 g de Sulfadiazina.

2,0g de sulfas totales — X

X =0,6931g a pesar de Sulfadiazina para tener el equivalente a lo rotulado por

la crema en 2,0g de sulfas totales.
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- Célculos para la determinacién de la cantidad a pesar con respecto a la
puraza de la sulfa.

Pureza de Sulfadiazina = 99,78% =% P/P

99,78g de Sulfadiazina —  100,0g de Sulfadiazina
0,6931g de Sulfadiazina ———— X
x = 0,69469

Se pesaron 0,6946g de Sulfadiazina al 99,78% para tener el equivalente a

0,6931g de Sulfadiazina al 100,0%.

Resultados de Muestra al 120%

= En 1,9802g de muestra hay 200,0 mg de sulfas totales segun lo rotulado

200,0 mg de sulfas totales 100,0% Sobre lo rotulado

X 120,0% Sobre lo rotulado

X = 240,0 mg de sulfas totales = 0,249 de sulfas totales

0,2400g - 0,2000g = 0,0400g =40,00mg de sulfas totales

= 40,00mg de exceso adicionado de sulfas totales para cargar un peso de

muestra de 1,9802g de crema para tener el equivalente al 120,0%.
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*Para obtener el 120% se peso el equivalente a 200mg de sulfas totales que
estan en 1.9802¢g de crema y se cargo la muestra con 40.0mg de sulfas totales,

preparada como anteriormente se detalla.

Bureta: N° 1 (Ver Anexo N° 11 Certificado De Calibracion)
Crema: (Ver Anexo N° 2 Composicion Quimica).

Analista: N° 2 (Ver Cuadro N° 1)

Volumenes obtenidos en el ensayo

Valoracion N° 7 Volumen gastado de NaNO, 0.1 M VS = 9,60 mL
Valoracion N° 8 Volumen gastado de NaNO, 0.1 M VS = 9,50 mL
Valoracion N° 9 Volumen gastado de NaNO, 0.1 M VS =9,70 mL

FC de NaNO; 0,1 M VS = 1,04167 (Ver Anexo 6)

Determinacion de los g de sulfas totales recobrados en la Valoracion N° 7
Volumen corregido = 9,50 mL NaNO,0,1 M VS X 1,04167
= 9,90 mL de NaNO; 0,1 M VS
1,0 mL NaNO; 0.1 MVS —— 24,69 mg de sulfas totales
9,90 mL NaNO,; 0.1MVS —— X

X = 244,43 mg de sulfas totales en peso de muestra

1,9802 g de crema — 244,43 mg de sulfas totales.
100,0gdecrema —X

X =12343,70 mg = 12,34 g de sulfas totales



Porcentaje Sobre lo Rotulado de la valoracion N° 7

10,10 g de sulfas totales
12,34 g de sulfas totales

X =122,19% sobre lo rotulado

X

100,0%
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Para este parametro se realizaron 6 valoraciones que representan el 100,0%

gue estan en un peso de muestra de 1,9802g y se pesaron 6 muestras mas a

las cuales se agreg6 40,0 mg de la mezcla de sulfas totales que fue preparada

con anterioridad que representan el 120,0%, para determinar cuanto es

recuperado de estos 40,0 mg se le restara el promedio de los valores que

representan el 100,0%.

Cuadro N° 3 Resultado de los miligramos de sulfas presentes en peso
de muestra de 1,9802 con carga de 40,0 mg en el Producto

Topico para la Exactitud.

Numero de Valoraciones que Numero de Valoraciones que
representan el representan el
valoracion 100,0%. valoracion 100,0% + 40,0mg
(mg) encontrados (120,0%)
mg recuperados
1 206,67 ! 244,43
2 206,67 8 244,43
3 203,20 9 246,90
4 203,20 10 244,43
> 203,20 11 244,43
6 203,20 12 244,43
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Determinacion de x de los mg encontrados en el peso de muestra de 1,9802¢g

_ 206,67mg + 206,67mg + 203,20mg + 203,20mg + 203,20mg + 203,20mg
X =

6
X = 204,36mg encontrados en un peso de muestra de 1,9802g * que

representa el 100%

*Para determinar la cantidad recuperada se le restara el promedio obtenido de
las 6 valoraciones que representan el 100,0% a cada una de las 6 valoraciones
gue se le adicionaron los 40,0 mg de carga de mezcla de sulfas totales, que
representan el 120,0%

Cantidad de sulfas totales adicionadas a las muestras: 40,0 mg

Ejemplo de calculos:

Cantidad recuperada en la valoracion N° 7.

Cantidad recuperada = Miligramos recuperados — Promedio recuperados en el

peso de muestra (1,9802q)

Cantidad recuperada = 244,43mg — 204,36mg
= 40,07 mg.
Cantidad recuperada en la valoracion N° 8.
Cantidad recuperada = 244,43mg — 204,36mg

= 40,07 mg.



68

Cantidad recuperada en la valoracion N° 9.
Cantidad recuperada = 246,90mg — 204,36mg

= 42,54 mg.

% de recobro = (C; /C,) x100%
Donde:
C 1 : Concentracion recobrada en la muestra adicionada

C , : Concentracion adicionada a la muestra.

- 9% derecobro de la valoracion N° 7

40,07mg
% derecoboro= —— x 100% = 100,15%
40,01mg

- 9% derecobro de lavaloracion N° 8

40,07mg
% de recobro = X 100% = 99,98%
40,08 mg

- 9% derecobro delavaloracion N° 9

42,54mg
% de recobro = X 100% = 102,60%
41,46 mg
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Cuadro N° 4 Resultados del porcentaje de recobro en las muestras
cargadas con la mezcla de sulfas totales en el Producto
Topico para la exactitud.

Placebo analitico Cantidad Cantidad
adicionado adicionada (mg) recuperada (mg) % de((ryeo;:obro
! 40,01 40,07 100,15
8 40,08 40,07 99,98
9 41,46 42,54 102,60*
10 40,07 40,07 100,00
11 40,08 40,07 99,98
12 40,09 40,07 99,95

* El porcentaje de recobro obtenido en el placebo analitico 9 fue mayor, debido a que la
cantidad adicionada de mezcla de sulfas totales fue mayor al de los demés placebos.

1. Calcular Xy, ¥ y? y determinar n.

2y= 100,15 +...+ 99,98 =602,66
Yy*= 100,15% +...+99,98° = 60538,79
n==6
2.  Calcular ; y S:
Media Aritmética. s
y=_3v @

donde:

§ = Media aritmética

y = valores obtenidos del ensayo (% de recobros)



100,15% + 99,98% + 102,60% + 100,00% + 99,98% + 99,95%

6

y = 602,66 = 100,44
6

3.  Desviacion Estandar s

s - ﬂ DEA-CW e
n (n-1)
donde:

S = Desviacion estandar
y = valores obtenidos del ensayo (% de recobros)

n = nimero de mediciones o recobros o0 muestras o determinaciones.

S = 6 (60538,79 ) — (602,66 )° =
6x(6-1)

S=1,0593

4. Calcular CV
Coeficiente de Variacion. s,

CV = x 100

S
y

3)
donde:

§ = Media aritmética
CV = Coeficiente de Variacion

S = Desviaciéon estandar
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n = nidmero de mediciones o recobros o muestras o determinaciones.
S =1,0593
n==6

Cv=_10593 x 100% = 1,0547 % =1,1% (Ver cuadro N° 9)
100,44

el CV no es mayor al 2%

5. Determinar t ¢975n-1 pOr la tabla del anexo 8 y calcular IC (p).

Intervalo de Confianza para la Media Poblacionals)

IC (n) = ; Ttoorsni1__ S

\/ n 3
too7sn1=2,571
IC (W) =100,44 + 2,571 x _1,0593 = 99,33 -101,55*
V6

* el intervalo, debe incluir el valor de 100%

En el rango seleccionado en el estudio de la exactitud los valores de porcentaje
de recobro estuvieron dentro de los limites de establecidos para los métodos
quimicos (97.0% - 103.0%).(3) Y los valores de coeficiente de variacion para los
niveles estudiados resultan menores al 2%. La curva de recuperacion reportada
de porcentaje tedrico contra los porcentajes practicos, demostr0 un

comportamiento simétrico.
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RESULTADOS DE PRECISION.

La precision comprende en la evaluacion de la Repetibilidad y la

Reproducibilidad.

CUADRO N°5 Resultados de la Cuantificacion de Sulfonamidas
Presentes en el Productos Tépicos para la evaluacion de

Repetibilidad.
Gramos de
i I sulfas totales Porcentaje
N° de Peso NaNO, 0.1M | NaNO, 0.1M J
- . . ) encontrados en sobre lo
Valoraciéon | Muestra | sin corregir. corregido.
100 g. de rotulado.
(mL) (mL)
crema

1 1,9802 8,10 8,44 10,52 104,16%
2 1,9802 8,10 8,44 10,52 104,16%
3 1,9802 8,20 8,54 10,65 105,45%
4 1,9802 8,20 8,54 10,65 105.45%
5 1,9802 8,10 8,44 10,52 104,16%
6 1,802 810 8,44 10,52 104,16%
! 1,0802 8.20 8,54 10,65 105,45%
8 1,802 8,20 8,54 10,65 105,45%
9 1,9802 8,00 8,33 10,38 102,77%

FC de NaNO,0,1 M VS =1,04167. (Ver Anexo 6)

REPETIBILIDAD.
Bureta: N° 1 (Ver Anexo N° 11 Certificado De Calibracion)
Crema: ( Ver Anexo N° 2 Composicion Quimica).

Analista: N° 1 (Ver Cuadro N° 1)
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Volumenes obtenidos en el ensayo
Valoracion N° 1 Volumen gastado de NaNO, 0.1 M VS = 8,10 mL
Valoracion N° 2 Volumen gastado de NaNO, 0.1 M VS = 8,10 mL

Valoracion N° 3 Volumen gastado de NaNO, 0.1 M VS = 8,20 mL

FC de NaNO, 0,1 M VS = 1,04167 (Ver Anexo 6)

Determinacion de los g de sulfas totales encontrado en la Valoracion N° 1
Volumen corregido = 8,10 mL NaNO,0,1 M VS X 1,04167
= 8,44 mL de NaNO, 0,1 M VS
1,0mL NaNO,; 0.1 MVS ——— 24,69 mg de sulfas totales
8,44 mL NaNO,; 0.1MVS —— X

X = 208,38 mg de sulfas totales en peso de muestra

1,9802 g de crema — 208,38 mg de sulfas totales.
100,0gdecrema — X

X =10523,18 mg = 10,52 g de sulfas totales

Porcentaje Sobre lo Rotulado de la Valoracién N° 1
10,10 g de sulfas totales —— 100,0%
10,52 g de sulfas totales ———— X

X =104,16 % sobre lo rotulado
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Célculos para la evaluacion de Repetibilidad.
1. Calcular Yy, ¥ y? y determinar n.

>y= 104,16 +...+ 102,77 =941,21

Yy’ = 104,16% +...+ 102,77 =98437,71

n=9

1. Calcular y y S:

Media Aritmética. (s)

@)

donde:

y = Media aritmética

y = valores obtenidos del ensayo (% de recobros)

104,16%+104,16%+105,45%+105,45%+104,16%+104,16%+105,45%+105,45%+102,77%

| y=
9

§ = 104,58% sobre lo rotulado

3.  Desviacion Estandar s,

S = ‘\I n(v?) = Cy)° @)
n (n-1)



donde:

S = Desviacion estandar

y = valores obtenidos del ensayo (% de recobros)

n = nidmero de mediciones o recobros o muestras o determinaciones.

S = 9(98437.71) - ( 941,21)% =
9x(9-1)

S = 0.9363

4, Calcular CV
Coeficiente de Variacion. s,

CV = x 100

S
y

@)
donde:

§ = Media aritmética
CV = Coeficiente de Variacion

S = Desviacion estandar

CVv=_09363 x 100% = 0,8953 % =0,9% (Ver cuadro N° 9)

104,58

El CV no es mayor al 1,5%3)
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En el estudio de la repetibilidad se alcanzé un coeficiente de variacion

adecuado lo que asegura la buena precision del método segun el limite, que

para los metodos fisico quimicos debe de ser un CV <2%s).



REPRODUCIBILIDAD.
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Para la evaluacion de este parametro se realizo por dos analista en

diferentes dias y variando el equipos utilizado.

CUADRO N° 6 Resultados de la Cuantificacion de Sulfonamidas

Presentes en el Productos Topicos para la

Reproducibilidad.

Gramos de
Peso I ik sulfas totales Porcentaje
N° de Muestra NaNO, 0.1M NaNO, 0.1M J
T . . - encontrados en sobrelo
valoracion Real sin corregir. corregido. d lad

@) (mL) (mL) 100 g. de rotulado.

crema

Resultados obtenidos por el analista - N° 1
1 1,9802 8,10 8,44 10,52 104,16%
2 1,9802 8,10 8,44 10,52 104,16%
3 1,9802 8,10 8,44 10,52 104,16%
4 1,9802 8,20 8,54 10,65 105,45%
5 1,0802 8.10 8.44 10,52 104,16%
6 1,9802 8,00 8,33 10,38 102,77%

Resultados obtenidos por el analista -N° 2
! 1,0802 8,20 8,54 10,65 105,45%
8 1,9802 8,10 8,44 10,52 104,16%
° 1,9802 8,20 8,54 10,65 105,45%
10 1,9802 8,00 8,33 10,38 102,77%
1 1,9802 8,00 8,33 10,38 102,77%
12 1,9802 8,10 8,44 10,52 104,16%

FC de NaNO,0,1 M VS = 1,04167. (Ver Anexo 6)
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Bureta: N° 2 (Ver Anexo N° 11 Certificado De Calibracion)
Crema: ( Ver Anexo N° 2 Composicion Quimica).

Analista: N°1y 2 (Ver Cuadro N° 1)

Volumenes obtenidos en el ensayo

Valoracion N° 1 Volumen gastado de NaNO, 0.1 M VS = 8,10 mL
Valoracion N° 2 Volumen gastado de NaNO, 0.1 M VS = 8,10 mL
Valoracion N° 3 Volumen gastado de NaNO, 0.1 M VS = 8,10 mL

FC de NaNO, 0.1 M VS = 1,04167 (Ver Anexo 6)

Determinacion de los g de sulfas totales encontrados en la Valoracion N°1

Volumen corregido = 8,10 mL NaNO,0,1 M VS X 1,04167

8,44 mL de NaNO, 0,1 M VS
1,0mL NaNO,; 0.1 MVS ———— 24,69 mg de sulfas totales
8,44 mL NaNO,; 0.1IMVS —— X

X = 208,38 mg de sulfas totales en peso de muestra

1,9802 g de crema — 208,38 mg de sulfas totales.
100,0gdecrema — X
X =10523.18 mg = 10.52 g de sulfas totales
Porcentaje Sobre lo Rotulado de la valoracion N° 1
10,10 g de sulfas totales —— 100%
10,52 g de sulfas totales ———— X

X =104,16 % sobre lo rotulado
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Para la determinacion del coeficiente de variacion de este parametro se
tabularon los resultados obtenidos por ambos analista, en los cuales se tomo

como variable el equipo y dia de analisis.

1. Calcular Yy, ¥ y? y determinar n.
Yy= 104,16 +...+ 104,16 =1249,62
Sy?= 104,16 +...+ 104,16> = 130139,96

n=12

2. Calcular ; y S:

Media Aritmética. (s)

@)

donde:

y = Media aritmética

y = valores obtenidos del ensayo (% de recobros)

y = 124962 = 104,13
12

3. Desviacion Estandar s,

S = ‘\I n(y) = Cy) 3
n (n-1)



donde:

S = Desviacion estandar
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y = valores obtenidos del ensayo (% de recobros)

n = nidmero de mediciones, recobros o determinaciones.

12 ( 130139.96 ) — ( 1249.62)>
12 x (12 - 1)

S = 0.9900

4. Calcular CV

Coeficiente de Variacion. s,

Cv = x 100

S
y

(3)
donde:

§ = Media aritmética
CV = Coeficiente de Variacion

S = Desviacion estandar

CV =
104.13

el CV no es mayor al 1.5% )

0.9900  x 100% = 0.9507 % =0.9% (Ver cuadro N°9)
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Con el objetivo de evaluar la reproducibilidad del método analitico se variaron
los dias de analisis, los analistas e instrumentos obteniéndose resultados de
coeficiente de variacion de los datos obtenidos por ambos analistas de 0.9% y
el CV especificado para meétodos analiticos es de 1.5%) por lo cual se
establece que la variacion en los valores obtenidos por ambos analistas no es
significativa por lo cual este método analitico es reproducible en las

condiciones evaluadas.



RESULTADOS DE ROBUSTEZ.
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A continuacion se muestran los resultados obtenidos a partir del analisis del

parametro de desempefio: Robustez , el andlisis de muestras a diferentes

temperaturas, demostrando que aun cuando el parametro temperatura varie,

los porcentajes encontrados se encuentran entre los valores esperados segun

el andlisis estadistico.

La evaluacién de larobustez se realizo a temperatura de 10,0, 12,0, 15,0 °C

Siendo la temperatura de 15,0°C(11) la requerida para la valoracion Segun

La Farmacopea XVI.

CUADRO N° 7 Resultados de la Cuantificacion de Sulfonamidas
Presentes en Productos Tépicos para la Robustez.

Peso Volumen Volumen Gramos de Porcentaie

N° de NaNO, 0.1M | NaNO, 0.1M sulfas totales J

- Muestra ) . ; sobre lo

valoracion @ sin corregir. corregido. encontrados en rotulado

9 (mL) (mL) 100 g. de crema '
Analisis a 15°C

1 1,9802 8.10 8,44 10,52 104,16%

3 1,0802 8.10 8.44 10,52 104,16%

2 1,9802 8,00 8,33 10,38 102,77%
Analisis a 12°C

4 1,9802 8,00 8,33 10,38 102,77%

5 1,9802 8,00 8,33 10,38 102,77%

6 1,9802 8,10 8,44 10,52 104,16%
Andlisis a 10°C

7 1,9802 8,10 8,44 10,52 104,16%

9 1,9802 8,10 8,44 10,52 104,16%

8 1,9802 8,10 8,44 10,52 104,16%

FC de NaNO,0.1 M VS = 1,04167. (Ver Anexo 6)
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Temperatura de trabajo 10°C
Bureta: N° 1 (Ver Anexo N° 11 Certificado De Calibracion)
Crema: ( Ver Anexo N° 2 Composicidon Quimica).

Analista: N° 2 (Ver Cuadro N° 1)

Volumenes obtenidos en el ensayo
Valoracion N° 1 Volumen gastado de NaNO, 0.1 M VS = 8,10 mL
Valoracion N° 2 Volumen gastado de NaNO, 0.1 M VS = 8,10 mL

Valoracion N° 3 Volumen gastado de NaNO, 0.1 M VS = 8,00 mL

FC de NaNO, 0,1 M VS = 1,04167 (Ver Anexo 6)

Determinacion de los g de sulfas totales encontrados en la Valoracion N°1
Volumen corregido = 8,10 mL NaNO,0,1 M VS X 1,04167

= 8,44 mL de NaNO, 0,1 M VS

1,0mL NaNO,; 0.1 MVS —— 24,69 mg de sulfas totales

8,44 mL NaNO; 0.1 MVS ——— X

X = 208,38 mg de sulfas totales en peso de muestra

1,9802 g de crema — 208,38 mg de sulfas totales.

100,0gdecrema —— X

X =10523,18 mg = 10,52 g de sulfas totales



Porcentaje Sobre lo Rotulado de la valoracion N° 1
10,10 g de sulfas totales———100,0%
10,52 g de sulfas totales———— X

X =104,16 % sobre lo rotulado

Determinacién de la media aritmética del analisis de cada condicién
diferente.

Media aritmética del analisis inicial a 15°C

Vo = — = 103,70%

Anélisis a 12°C

309,70
Vi = — = 103,23%
3
Andlisis a 10°C
_ 312,48
Vi = — = 104,16%
3

Determinacion de la diferencia absoluta | d; |

Idil = lyi—yol ydebe de ser<3% g
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(1di1)a10°C
Idil = 1104,16 — 103,70 |

Idil = 0,46 (Ver cuadro N°9)

(1di1)a12°C
Idil = 1103,23 - 103,70 |

ldil = 0,47 (Ver cuadro N° 9)

Ya que los valores de la diferencia absoluta de la media aritmética de cada
condicion respecto a la condicion normal | d; | son menores al criterio de
aceptacion para dicho valor, es decir, que | di | es < 3% siendo el método

robusto para las diferentes temperaturas de analisis.



EVALUACION DE RESULTADOS LINEALIDAD Y RANGO.
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Cuadro N° 8 Resultados de la Cuantificacion de Sulfonamidas Presentes
en Productos Topicos parala Linealidad y Rango.

Gramos de
Peso Concentracion Volumen VlglauNmoen sulfas Porcentaie
N° de Muestra + | final de la muestra | NaNO; 0.1M 0 1M2 totales sobre Ioj
valoracion Excipiente (mg) de Sulfas sin corregir. corré ido recobrados rotulado
(@ Totales (mL) (m(ﬁ) " | en100g. de )
crema
Valoraciones que representan el 80,00%
1.5842
1 +0.3960 160.0 6.4 6.7 8.35 82.67
1.5842
2 +0.3960 160.0 6.3 6.6 8.18 80.99
1.5842
3 +0.3960 160.0 6.4 6.7 8.35 82.67
Valoraciones que representan el 90,00%
1.7822
4 +0.1980 180.0 7.1 7.4 9.23 91.39
1.7822
5 +0.1980 180.0 7.0 7.3 9.10 90.10
1.7822
6 +0.1980 180.0 7.2 7.5 9.35 92.57
Valoraciones que representan el 100,00%
! 1.9802 200.0 7.9 8.2 10.22 101.23
8 1.9802 200.0 8.0 8.3 10.35 102.48
9 1.9802 200.0 8.1 8.4 10.47 103.66
Peso Gramos de
Muestra + Concentracion Volumen VlgLuNng)en sulfas Porcentaie
N° de Mezclade | final de la muestra | NaNO, 0.1M 0 le totales sobre Ioj
valoracion | sulfas para (mg) de Sulfas sin corregir. . recobrados
c corregido. rotulado.
arga. Totales (mL) (mL) en 100 g. de
(9) crema
Valoraciones que representan el 110,00%
1.9802
10 +0.0200 220.0 8.6 9.0 11.22 111.09
1.9802
11 +0.0200 220.0 8.7 9.1 11.35 112.38
1.9802
12 +0.0200 220.0 8.6 9.0 11.22 111.09
Valoraciones que representan el 120,00%
1.9802
13 +0.0400 240.0 9.5 9.9 12.34 122.18
1.9802
14 +0.0400 240.0 9.6 10 12.47 123.47
15 1.9802 240.0 9.5 9.9 12.34 122.18

+ 0.0400
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La Linealidad y Rango se evalué utilizando concentraciones de
80%0,90%,100%,110%,120%. del analito, utilizando un sustituto del excipiente
de las cremas para tener las concentraciones del 80% y 90% y agregando una
mezcla de sulfas para cargar la muestra hasta las concentraciones del 110% y

120%.

Muestra al 80%

= En 1.9802g de crema hay 200mg de sulfas totales

200mg de sulfas totales 100% Sobre lo rotulado

X 80% Sobre lo rotulado

X = 160mg de sulfas totales = 0,160g de sulfas totales

1,9802g de crema 200mg de sulfas totales

X — 160mg de sulfas totales

X = 1,5842¢g de crema

= En1,5842g de crema es = 160mg de sulfas totales y es = al 80% de
principio activo.
*Nota: para tener el equivalente al 80% se peso 1,5842g de crema que
contiene 160mg de sulfas totales y se rellena la muestra con 0,3960 de

excipiente para completar el peso de muestra de 1.9802g.
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Bureta: N° 1 (Ver Anexo N° 11 Certificado De Calibracion)
Crema: ( Ver Anexo N° 2 Composicion Quimica).

Analista: N° 1 (Ver Cuadro N° 1)

Volumenes obtenidos en el ensayo

Valoracion N° 1 Volumen gastado de NaNO, 0.1 M VS = 6,40 mL
Valoracion N° 2 Volumen gastado de NaNO; 0.1 M VS = 6,30 mL

Valoracion N° 3 Volumen gastado de NaNO, 0.1 M VS = 6,40 mL

FC de NaNO, 0,1 M VS = 1,04167 (Ver Anexo 6)

Determinacion de los g de sulfas totales encontrados en la Valoracion N°1
Volumen corregido = 6,40 mL NaNO,0,1 M VS X 1,04167

= 6,7 mL de NaNO, 0,1 M VS

1,0mL NaNO,; 0.1 MVS —— 24,69 mg de sulfas totales
6,70 mL NaNO,; 0.1 MVS — X

X = 165,42 mg de sulfas totales en peso de muestra

1,9802 g de crema — 165,42 mg de sulfas totales.
100,0gdecrema —X

X =8353,70 mg = 8,35 g de sulfas totales
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Porcentaje Sobre lo Rotulado de la Valoracién N°1
10,10 g de sulfas totales —— 100,0%
8,35 g de sulfas totales ——— X

X =82,67 % sobre lo rotulado

Muestra al 90%

= En 1,9802g de crema hay 200mg de sulfas totales

200mg de sulfas totales 100% Sobre lo rotulado

X 90% Sobre lo rotulado

X = 180mg de sulfas totales = 0,189 de sulfas totales

1,9802g de crema 200mg de sulfas totales

X — 180mg de sulfas totales

X = 1,7822g de crema
= En1,7822g de crema es = 180mg de sulfas totales y es = al 90% de

principio activo.

*Nota: para tener el equivalente al 90% se pesa 1,7822g de crema que
contiene 180mg de sulfas totales y se rellena la muestra con 0,1980 de

excipiente para completar el peso de muestra de 1,9802g.
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Bureta: N° 1 (Ver Anexo N° 11 Certificado De Calibracion)
Crema: ( Ver Anexo N° 2 Composicion Quimica).

Analista: N° 1 (Ver Cuadro N° 1)

Volumenes obtenidos en el ensayo

Valoracion N° 4 Volumen gastado de NaNO, 0.1 M VS = 7,10 mL

Valoracion N° 5 Volumen gastado de NaNO, 0.1 M VS = 7,00 mL

Valoracion N° 6 Volumen gastado de NaNO, 0.1 M VS = 7,20 mL

FC de NaNO, 0,1 M VS =1,04167 (Ver Anexo 6)

Determinacion de los g de sulfas totales encontrados en la Valoracion N°4
Volumen corregido = 7,1 mL NaNO,0,1 M VS X 1,04167

= 7,40 mL de NaNO;, 0,1 M VS

1,0mL NaNO,; 0.1 MVS —— 24,69 mg de sulfas totales
7,40 mL NaNO; 0.1MVS —— X

X =182,71 mg de sulfas totales en peso de muestra
1,9802 g de crema — 182,71 mg de sulfas totales.
100,0gdecrema —X

X =9226,04 mg = 9,23 g de sulfas totales

Porcentaje Sobre lo Rotulado de la Valoracion N°4
10,10 g de sulfas totales——100,0%
9,23 g de sulfas totales ——X

X =91,39 % sobre lo rotulado
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Muestra al 100,0%

Se utilizo la muestra sin ninguna modificacién.
Bureta: N° 1 (Ver Anexo N° 11 Certificado De Calibracion)
Crema: ( Ver Anexo N° 2 Composicion Quimica).

Analista: N° 1 (Ver Cuadro N° 1)

Voliumenes obtenidos en el ensayo

Valoracion N° 7 Volumen gastado de NaNO, 0.1 M VS = 7,90 mL
Valoracion N° 8 Volumen gastado de NaNO, 0.1 M VS = 8,00 mL
Valoracion N° 9 Volumen gastado de NaNO, 0.1 M VS = 8,10 mL

FC de NaNO, 0,1 M VS = 1,04167 (Ver Anexo 6)

Determinacion de los g de sulfas totales encontrados en la Valoracion N°7
Volumen corregido = 7,90 mL NaNO,0,1 M VS X 1,04167

= 8,20 mL de NaNO, 0,1 M VS

1,0mL NaNO,; 0.1 MVS ———— 24,69 mg de sulfas totales
8,20 mL NaNO,; 0.1IMVS ——— X

X = 202.46 mg de sulfas totales en peso de muestra

1,9802 g de crema — 202,46 mg de sulfas totales.
100,0gdecrema — X

X =10224,22 mg = 10,22 g de sulfas totales
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Porcentaje Sobre lo Rotulado de la Valoracién N°7
10,10 g de sulfas totales —— 100%
10,22 g de sulfas totales ——— X

X =101.23 % sobre lo rotulado

* Ver la preparacién de mezcla de sulfas totales para cargar la muestra,

preparada para en parametro de Exactitud

Muestra al 110%

= En 1.9802g de crema hay 200mg de sulfas totales

200mg de sulfas totales 100% Sobre lo rotulado

X 110% Sobre lo rotulado

X = 220mg de sulfas totales = 0.22g de sulfas totales

0,2200g - 0,2000g = 0,0200g = 20,00mg de sulfas totales

20,00mg de exceso de sulfas totales a agregar para un peso de muestra de
1,9802g de crema para tener el equivalente al 110%.
* Se prepard una mezcla de sulfas totales como el parametro de Exactitud, de

la cual se pesaron 20,00 mg de dicha mezcla.

Bureta: N° 1 (Ver Anexo N° 11 Certificado De Calibracion)
Crema: ( Ver Anexo N° 2 Composicién Quimica).

Analista: N°1 (Ver Cuadro N° 1)
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Volumenes obtenidos en el ensayo
Valoracion N° 10 Volumen gastado de NaNO;, 0.1 M VS = 8,60 mL
Valoracion N° 11 Volumen gastado de NaNO; 0.1 M VS = 8,70 mL

Valoracion N° 12 Volumen gastado de NaNO;, 0.1 M VS = 8,60 mL

FC de NaNO, 0,1 M VS = 1,04167 (Ver Anexo 6)
Determinacion de g de sulfas totales encontrados en la Valoracién N°10

Volumen corregido = 8,60 mL NaNO,0,1 M VS X 1,04167=9, 00 mL de NaNO,

0,1 MVS
1,0mL NaNO,; 0.1 MVS ——— 24,69 mg de sulfas totales
9,00 mL NaNO,; 0.1IMVS ——— X

X = 222,21 mg de sulfas totales en peso de muestra

1,9802 g de crema — 222,21 mg de sulfas totales.
100,0gdecrema —— X

X =11221,59 mg = 11,22 g de sulfas totales

Porcentaje Sobre lo Rotulado de la Valoraciéon N°10
10,10 g de sulfas totales —— 100%
11,22 g de sulfas totales ————— X

X =111,09 % sobre lo rotulado
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Muestra al 120%
200mg de sulfas totales 100% Sobre lo rotulado

X 120% Sobre lo rotulado

X = 240mg de sulfas totales = 0,249 de sulfas totales

= En 1,9802g de crema hay 200mg de sulfas totales

0,2400g - 0,2000g = 0,0400g = 40,00mg de sulfas totales

= 40,00mg de exceso de sulfas totales para un peso de muestra de
1,9802g de crema para tener el equivalente al 120%.
*Para obtener el 120% se peso el equivalente a 200mg de sulfas totales que
estdn en 1,9802g de crema y se cargd la muestra adicionando 40,0mg de
mezcla de sulfas totales, que fue preparada como anteriormente se detalla en

Exactitud.

Bureta: N° 1 (Ver Anexo N° 11 Certificado De Calibracion)
Crema: ( Ver Anexo N° 2 Composicién Quimica).

Analista: N° 1 (Ver CuadroN° 1)

Volumenes obtenidos en el ensayo
Valoracion N° 13 Volumen gastado de NaNO, 0.1 M VS = 9,50 mL
Valoracion N° 14 Volumen gastado de NaNO, 0.1 M VS = 9,60 mL

Valoracion N° 15 Volumen gastado de NaNO, 0.1 M VS = 9,50 mL

FC de NaNO, 0,1 M VS = 1,04167 (Ver Anexo 6)
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Determinacion de g de sulfas totales encontrados en la Valoracion N°13

Volumen corregido = 9,50 mL NaNO, 0,1 M VS X 1,04167= 9,90 mL de NaNO;

0,1 MVS
1,0mL NaNO,; 0.1 MVS ——— 24,69 mg de sulfas totales
9,90mL NaNO,; 0.1MVS ——— X

X = 244,43 mg de sulfas totales en peso de muestra

1,9802 g de crema — 244,43 mg de sulfas totales.
100,0gdecrema —— X

X =12343,70 mg = 12,34 g de sulfas totales

Porcentaje Sobre lo Rotulado de la Valoracién N°13
10,10 g de sulfas totales — 100%
12,34 g de sulfas totales ——— X

X =122,18 % sobre lo rotulado
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Calculando : 2x, Xy, X2, Zyz, ¥xy y determinando n
¥x = 160+....+240 =3,000

Sy = 6.7+..49.9=124.0

¥x? = 160%+....+240% = 612,000

Ty? = 6.7%+...+9.9° =1045.16

¥y =160X6.7+.....+240x9.9 =25,290

n=15

Calculando by, by, y r?

Para determinar la pendiente (b1) se utilizara la siguiente formula: (s

bi= n>xy—->x2>Vy)
nXx’ - x° @

n = numero de mediciones (concentracion-respuesta analitica)

bl = 15x2,5290 — 3,000x124.0 = 0.0408
15x612,000 — (3,000)?

Para determinar la constante by (ordenada al origen) se utilizara la siguiente

formula. (3)

bo= =_2Xy—-bi >x )
n

bo = 124.0 — 0.0408x3,000 = 0.1066
15
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Para la interpretacion estadistica de la regresion lineal se determino:

El coeficiente de determinacion (r%) (3

ro= (NCxy) = (x) (IY))°
(N(Ex%) = Xx)%) ((Zy?) - Cy)?) @3)

r? = (15 x 25,290 — 3,000 x 124.0) = 0.9958 (Ver cuadro N° 9)
(15 x 612,000 — (3,000)%) x (15 x 1,045.16 — (124.0)?)

S yx="\[((1,045.16 —(0.0408 x 2,5290)) — (0.1067) x 124.0))= 0.082
15-2

Intervalo de Confianza para la Pendiente.

Cl (B1) = b1 £ to.975.n-2 Sp1

1
>xF L (Zx)? ®)
Sbl: S y/xX n
S yx= Sy?—b; Yxy—bg Dy @)
n-—2
Sb1 = 0.082 x 1 . = 0.00075
\/ 612,000 — (3,000)*

15

t 0.975 n-2= 2.160
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C1(B1)= 0.0408 #* 2.160x0.0075

0.4096 — 0.4064 No debe incluir el cero

Y = 0.0408x + 0.1066

COEFICIENTE DE VARIACION DE REGRESION (CV yix )
CVyx=_0.082 x 100% = 0.9507 % =1.0% (Ver cuadro N° 9)
8.26

CV y/x = 1.0%

La ecuacion de la recta del rango de concentraciones estudiadas se expresa

segun Y= 0.0408X + 0.1066 con un coeficiente de correlacion lineal de 0.9958.

Mg de LINEALIDAD Y RANGO

sulfas
rectineradn

260
240 .
220 pd
200 /

/
180
160 /

e I

mL
7 8 10 Titulante
Y=0.0408X+0.1066

Figura N° 1 Resultados de la Cuantificacion de Sulfonamidas Presentes

en Productos Tépicos parala Linealidad y Rango.
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El coeficiente de determinacion de los datos obtenidos en el andlisis de las
muestras en la evaluacion del parametro de desempeifio: linealidad y rango
(r* = 0.9958), nos indica el 99.6% de variabilidad de “y” se explica por la
variable “x”, por lo tanto existen otras variables que modifican el sistema, la
variabilidad de “x”, en este caso es importante que solamente el 0.4% es decir
gue dicha variabilidad es producida por agentes externos, por lo tanto el

método es lo suficientemente confiable pues no es influenciable

significativamente por el ambiente u otras variables. g,

A Continuacion se Presenta El Protocolo de Evaluacion de Pardmetros de
Desempefio del Método Titrimétrico de Diazoacién para la Cuantificacion de
Sulfonamidas, el cual fue desarrollado para el presente trabajo, en la que se
detalla los Parametros de Desempefio que de dicho método que fueron

realizados.
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1. OBJETIVO:

El objetivo del presente protocolo es el de asegurar que el método analitico por diazoacién para la
cuantificacion de sulfonamidas se demuestren, y proporcionar de forma consistente y repetitiva,
unos resultados que cumplan con las especificaciones establecidas.

2. ALCANCE:

Este P.N.T se utilizar4 para la evaluacion de los pardmetros de desempefio en el analisis cuantitativo
de sulfonamidas por el método titrimétrico de diazoacion cuando estas se encuentran en la
formulacion de productos farmacéuticos topicos (crema), y han sido evaluados en los laboratorios de
Control de Calidad de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador.

3. JUSTIFICACION DEL METODO ANALITICO:

El método titrimetrico de diazoacién posee gran fiabilidad para la valoracién de sulfonamidas y

presenta las siguientes ventajas:

Es sencillo y econémico en comparacion a los métodos oficiales vigentes.

4. RESPONSABILIDADES:

La responsabilidad de la evaluacion de los parametros de desempefio del método corresponde al

departamento de Control de Calidad.

5.DIAGRAMA Y DATOS DEL PROCEDIMIENTO DE CUANTIFICACION DE SULFONAMIDAS POR
EL METODO TITRIMETRICO DE DIAZOACION

Las etapas basicas del método de cuantificacion de sulfonamidas aplicado a productos

farmacéuticos tépicos son las que figuran a continuacion:

FECHA  PROXIMA
REDACTADO POR: | VERIFICADO POR: | APROBADO POR: REVISION:




101

FACULTAD DE
QUIMICA'Y
FARMACIA

PROCEDIMIENTO Numero:

NORMALIZADO DE

TRABAJO HOJA: 3 DE: 10

TITULO: PROTOCOLO
PARAMETROS DE
TITRIMETRICO DE

DESEMPENO DEL
DIAZOACION
CUANTIFICACION DE SULFONAMIDAS

DE EVALUACION DE
METODO
PARA LA

DEPARTAMENTO:
GARANTIA DE CALIDAD

P.N.T. N°: | FECHA:

| REVISION N°:

PESADA DEL
PRODUCTO

11

EXTRACCION DE
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6. DATOS SOBRE CUALIFICACION DEL EQUIPO

Se adjunta copia de certificados de calibracién de los instrumentos y el equipo
utilizado, en la evaluacién de los pardmetros de desempefio del método de
diazoacion.(Ver anexo N° 11)

EQUIPOS MARCA/MODELO [No DE CUALIFICACION
IDENTIFICACION FECHA

Balanza SARTORIUS [1.2050.3104.106.0005 |18/07/2006

analitica

Termémetro |FISHERBRAND |S/N 06/06/2006

7. METODO DE EVALUACION
7.1 PARAMETROS A ESTUDIAR

Los parametros a estudiar en la evaluacién del método de cuantificacion de
sulfonamidas en productos farmacéuticos tépicos son los siguientes:

a) PRECISION:
a.1-Repetibilidad
a.2-Variables del parametro evaluado
-Dias diferentes
-Analistas diferentes
-Instrumentos diferentes

b) ROBUSTEZ

-Variacion de temperatura

FECHA PROXIMA

REDACTADO POR: VERIFICADO POR: APROBADO POR: REVISION:
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c) LINEALIDAD Y RANGO

- Diferentes analistas y diferentes concentraciones.
d) EXACTITUD:

- Variacion de Concentracion y Analistas.

7.2 LOTES A CONTROLAR

Se requeriran lotes consecutivos con resultados aceptables para considerar

evaluados los pardmetros de desempefio del método analitico de
cuantificacion de sulfonamidas (Método de diazoacion.

7.3 PROCEDIMIENTO GENERAL DEL METODO (ESTUDIO DE
PARAMETROS)

Los ensayos se realizaran con muestras tomadas del producto terminado
de la especialidad farmacéutica topica en estudio.

En general se realizard, para cada parametro, la toma de muestras que se
indica en cada prueba, tomando en cuenta la concentracion de principio
activo requerido para cada analisis, y en los casos que sea necesario
segun el parametro en evaluacioén, se utilizardn muestras cargadas.

ESTUDIO DE PARAMETROS

7.3.1 REPETIBILIDAD DEL METODO:
Método de muestreo:
Tomar la cantidad de crema equivalente a 200mg de principio activo.

Peso aproximado de muestra: 1.9802g

NUmero de tomas de muestra: 9

FECHA PROXIMA
REDACTADO POR;: VERIFICADO POR: APROBADO POR;: REVISION:
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Procedimiento:

Realizar el muestreo segun se indica y determinar la reproducibilidad por
medio de la comparacién de datos obtenidos por dos diferentes analistas
en diferentes dias y utilizando diferente equipo de laboratorio, en las

mismas instalaciones.

Limites de aceptacion:
CV< 2%

Resultados:

Expresar los resultados en funcion del coeficiente de variacion de la serie

de evaluaciones realizadas.

7.3.2 ENSAYO DE REPRODUCIBILIDAD:
Método de muestreo:

Similar al del parametro anterior.

Procedimiento:

Realizar el muestreo segun se indica y evaluar la reproducibilidad variando

los dias del andlisis, instrumentos y analistas.
Limites de aceptacion:
CV= 2%

Resultados:

Realizar las estimaciones del andlisis mediante el calculo del coeficiente de

variacion de los analisis realizados.

FECHA PROXIMA

REDACTADO POR: VERIFICADO POR: APROBADO POR: REVISION:
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7.3.3 ENSAYO DE ROBUSTEZ DEL METODO:
Método de muestreo:

Similar al del parametro anterior.
Procedimiento:

Evaluar la robustez variando la temperatura en cada analisis.

Limites de aceptacion:

d ) <3%

Resultados:

Expresar los resultados como la diferencia de la media aritmética de cada
concentracion diferente con respecto a la inicial. d; (s

7.3.4 ENSAYO DE RANGO Y LINEALIDAD DEL METODO:

Método de muestreo:

Similar al de los pardmetros anteriores.

Procedimiento:

Realizar el muestreo tomando en consideracion las cinco concentraciones
de trabajo. En cada evaluacion variara el analista.

FECHA PROXIMA
REDACTADO POR;: VERIFICADO POR: APROBADO POR;: REVISION:
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Limites de aceptacion:
CV<2%, r*20.98
Resultados:

Los resultados de cada evaluacion se analizaran segun la distribucion de t
de student.

7.3.5 ENSAYO DE EXACTITUD:

Método de muestreo:

Similar a los pardmetros anteriores.

Procedimiento:

Evaluar la exactitud mediante el analisis de muestra en concentracion
conocida.

Limites de aceptacion:

CV< 2%

Resultados:

Expresar los resultados en funcion del coeficiente de variacion y segun la
distribucion de t de student,

FECHA  PROXIMA
REDACTADO POR: | VERIFICADO POR: | APROBADO POR: REVISION:
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8. CONCLUSIONES E INFORME TECNICO

Conclusiones:

Los resultados obtenidos en la evaluacién del método analitico
de diazoacion para la cuantificacion de sulfonamidas en
productos farmacéuticos tépicos, permiten establecer las

siguientes conclusiones:

- Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, la técnica

analitica para la cuantificacion de sulfonamidas en productos
farmacéuticos topicos, es valida para garantizar la calidad
quimica ya que se obtuvieron resultados satisfactorios en las
condiciones del laboratorio de Control de Calidad de la Facultad
de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador;
demostrandose asi que los parametros de linealidad, precision,
exactitud y Robustez cumplen con lo requerido.

Informe técnico:

Cristaleria;:

Equipo

= Agitador magnético

= Agitadores de vidrio

= Bal6én volumétrico de
1000.0 mL

= Beakers de 250 mL

= Beakers de 30 mL

= Beakers de 50 mL

= Buretade 25 mL

= Probeta de 25 mL

= Probeta de 50 mL

= Desecador

= Bafo de hielo

»= Balanza analitica

= Balanza semianalitica
= Estufa

* Hot Plate

e Los certificados de calibracién ver en el anexo N° 11

REDACTADO POR: VERIFICADO POR:

FECHA PROXIMA

APROBADO POR: REVISION:
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9. DICTAMEN Y CERTIFICADO DE EVALUACION

Una vez visto el informe técnico y estudiado toda Ila

documentacion anexa y teniendo en cuenta los resultados

obtenidos para la cuantificacion de sulfonamidas en productos

farmacéuticos topicos, es valida para obtener resultados

satisfactorios en las condiciones del laboratorio de Control de

Calidad de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad

de El Salvador; asi se demuestra en los parametros de linealidad,

precision, exactitud y Robustez , se establece la Evaluacién de los

pardmetros de desempefio.

FIRMA RESPONSABLE DE LA EVALUACION

DE LOS PARAMETROS DE DESEMPENO.
Luis Enrigue Castellanos Monge.

Ana Guadalupe Hernandez Lopez.

FECHA PROXIMA

REDACTADO POR: VERIFICADO POR: APROBADO POR: REVISION:
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la evaluacion de

pardmetros de desempefio realizados y los requerimientos

para la validacidon segun la farmacopea de los Estados Unidos

(USP 29). @3) 5 (8) 11)

CV<=3%

PARAMETRO |ESPECIFICACION |RESULTADO
IC(u) =97 - 103% | 99.29 - 101.65%
Exactitud
CV <2% CV=11%
Precision
CV <2.0% CV = 0,8950%
(repetibilidad y
CV<15% CV =0,9%
reproducibilidad)
lidl = 0.46%
lidl < 3%
Robustez 74.0 = 1id1%
r’>0,98 r’=0,9958
Linealidad

CV =0,9927%
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DISCUSION DE RESULTADOS

EXACTITUD:

Para el estudio de la exactitud, se utilizé el método de recuperacion, mediante
la preparacion de la muestra a diferente nivel de concentracion y los datos
obtenidos como resultado de la evaluacion del parametro nos establece que los
valores de porcentaje de recobro estuvieron dentro de los limites establecidos
por la Farmacopea de los Estados Unidos para los métodos quimicos (97.0% -
103.0%). Y los valores de coeficiente de variacién para los niveles estudiados
resultan menores al 2%. Estos valores no representan ninguna asimetria
importante, por lo tanto los datos obtenidos siguen una distribucion normal y se
considera que el método es exacto en relaciébn a las condiciones que fué

realizado el andlisis.

PRECISION (REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD)

Con el objetivo de evaluar la reproducibilidad del método analitico se variaron
los dias de andlisis, los analistas e instrumentos, obteniéndose resultados de
coeficiente de variacion de los datos obtenidos por ambos analistas de 0.9%
ya que el CV especificado para métodos quimicos es de 1.5%. s,

Dicho resultado nos permite estimar que las variabilidad entre analistas
(reproducibilidad interanalistas), la variabilidad entre dias (reproducibilidad
interdias) y la variabilidad del método analitico (repetibilidad) no tienen un
efecto significante sobre el grado de tolerancia del método a estas fuentes de

variacion.
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ROBUSTEZ

Las alteraciones introducidas deliberadamente para estudiar el parametro:
robustez (variacion de la temperatura e instrumentos),no influenciaron
significativamente los resultados obtenidos, ya que la diferencia de la media
aritmética de la condicién normal de operacion (yo) y de cada operaciéon
diferente de la condicién normal(Y1) cumple con las especificaciones de la
bibliografia oficial, por lo tanto el método es adaptable a las condiciones

estudiadas.

LINEALIDAD Y RANGO

La ecuacion de la recta del rango de concentraciones estudiadas se expresa
segun Y= 0.0408X + 0.1066 con un coeficiente de correlacién lineal de
0.9958.(ver figura 1)

El coeficiente de determinacion de los datos obtenidos en el andlisis de las
muestras en la evaluacion del parametro de desempefio: Linealidad vy
Rango (r* = 0.9958), nos indica el 99.6% de variabilidad de los datos obtenidos
de los miligramos de sulfas totales en la muestra (y); son afectados en su
mayoria por el volumen de titulante gastado (x); es decir que el sistema es
influido por factores externos solamente en un 0.4%, ya que El coeficiente de
determinacién (r?) es cercano a la unidad la linealidad es mayor mente
reproducida, por lo tanto el método es lo suficientemente confiable pues no es

influenciable significativamente por el ambiente u otras variables. g
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Para los 15 analisis realizados, los grados de libertad son 13 y el valor de la

tabla de t de student para una seguridad de 95% es 2.160

El intervalo de confianza de la pendiente relaciona los errores de muestreo,
errores de medida y los errores aleatorios de la técnica empleada, por lo tanto
la precision de los datos de estudio se refleja en el intervalo de confianza el
cual nos indica que entre los limites 0,21792 -- 0,13632 se encuentra el valor
verdadero del parametro de las muestras analizadas, con un nivel de seguridad
del 95% y como el intervalo no incluye el cero el valor es estadisticamente
significativo.

Se comprobd el cumplimiento de la linealidad del sistema en el intervalo de
concentraciones estudiado por el elevado valor del coeficiente de correlacion

alcanzado.
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VI. CONCLUSIONES

El analisis estadistico de los datos obtenidos mediante la evaluacion de los
pardmetros de desempefio del método titrimétrico de diazoacion demostrd
gue el método cumple con las especificaciones descritas en la bibliografia
oficial para métodos fisico-quimicos de la Farmacopea 29 de los Estados

Unidos (USP 29).

El método titrimétrico de diazoacion es confiable y adecuado para ser
aplicado con fines de docencia para el andlisis de productos que contienen
sulfas en el laboratorio de Control de Calidad de la Facultad de Quimica y

Farmacia de la Universidad de El Salvador.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, la técnica analitica para la
cuantificacion de sulfonamidas por Diazoacion en productos farmacéuticos
topicos, es valida para obtener resultados satisfactorios en las condiciones
del laboratorio de Control de Calidad de la Facultad de Quimica y Farmacia
de la Universidad de El Salvador; demostrandose con los parametros de

linealidad, precisién, exactitud y robustez .

El método titrimétrico de diazoacion permite obtener resultados confiables
aun cuando se introduzcan variaciones consideradas criticas (como lo es la

temperatura) en factores instrumentales y factores no instrumentales,
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relacionados al propio método, demostrando que el método tiene un rango
de tolerancia aceptable frente a estas variaciones de temperatura, como se
demostré en la evaluacion del parametro robustez, al introducir la variacion

de temperaturas en los rangos analizados.

5. En la evaluacién del parametro precision, se tomé en cuenta los diferentes
factores a los cuales puede ser influenciada la obtencion de resultados
confiables en el andlisis (reproducibilidad del método) y se obtuvo una
variacion minima entre los andlisis realizados entre diferentes analistas y

diferentes dias.

6. En las practicas del laboratorio de Control de Calidad de la Facultad de
Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador los resultados
obtenidos entre los alumnos en diferentes dias de laboratorio no deben

variar significativamente puesto que el método es reproducible.
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VIl. RECOMENDACIONES

Emplear el método de cuantificacion de sulfonamidas (método titrimétrico
de diazoacion) para la evaluacion de productos topicos que contengan
sulfas en su composicion, por demostrar ser un meétodo preciso, exacto
robusto y lineal en las condiciones de laboratorio de la facultad de Quimica

y Farmacia de la Universidad de El salvador.

Seleccionar la muestra tdOpica que contenga las sulfonamidas mas
representativas para que la obtencion de los resultados sea confiable en la

de los parametros de desempefio del método titrimétrico de diazoacion.

Que la pasta de yoduro de almidén T.S. que actia como indicador externo
sea de preparacion reciente, debido a que el yoduro es facilmente oxidable

obteniéndose resultados no confiables.

. Se debe de tener controlada la temperatura ya que a temperaturas mayores
de 15°C los resultados no son confiables lo cual se determiné por medio de
la Robustez a un rango de temperatura que va de los 10°C a los 15°C en los

cuales se obtienen resultados confiables.

Se debe esperar, a que la muestra esté en el rango de temperatura

determinada (10-15°C) para evitar que el acido nitroso que es el



118

responsable del viraje de color por la oxidacion del yoduro a yodo se separe

de la muestra.

6. Que en la evaluacion de los parametros de desempefio de un método
analitico se realice analizando muestras homogéneas y representativas
del producto y esta misma muestra utilice durante toda la evaluacion del

método.

7. Que en la evaluacion de los parametros de desempefio de un método
analitico es necesario contar con equipo e instrumentos calibrados, asi
como también contar con reactivos de calidad Farmacopeica para asegurar

la confiabilidad de los resultados.(ver Anexo N° 11)

8. Almacenar las muestras destinadas para la evaluaciéon de los parametros de
desempeiio del método bajo condiciones que aseguren su identidad e

integridad.

9. Realizar la evaluacién de los parametros de desempefio de un método
analitico se utilicen muestras procedentes de un mismo lote para evitar

variaciéon en los resultados.
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10. Registrar todos los acontecimientos ocurridos durante la realizacion de las
pruebas y almacenar toda la informacion generada durante el estudio de los

parametros de desempefio del método.

11. Que los andlisis sean sustentados por un protocolo debidamente elaborado
para seguir las actividades relacionadas con la validacion del método

analitico.
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Analito:

Calibracion:

Documentacion:

Especificaciones:

Especificidad:

Exactitud:

Intervalo:

Limite de

cuantificacion:

GLOSARIO (1) 3 5) (8) (1)

Componente especifico de una muestra, a medir en un analisis.
Conjunto de operaciones que determinan , bajo condiciones
especificadas , la relacion entre los valores indicados por un
instrumento o sistema de medicion, o los valores representados
por una medicién material y los valores conocidos
correspondientes a un patron de referencia.

conjunto de informacion que sustenta una actividad realizada
Descripcidn del material, sustancia o producto, que incluye la
definicion de sus propiedades y caracteristicas, con las
tolerancias de variacién de los parametros de calidad.
Capacidad de un método analitico para obtener una respuesta
debida dnicamente al analito de interés y no a otros
componentes de la muestra.

Concordancia entre un valor obtenido empleando el método y el
valor de referencia

Concentraciones incluidas entre la concentracion superior e
inferior del analito (incluyendo estas), para las cuales se ha

demostrado que el método analitico es preciso, exacto y lineal.

Concentracion minima del analito, que puede ser determinada
con precisién y exactitud aceptables, bajo las condiciones de

operacion establecidas.



Limite de
deteccion:

Material de

Referencia:

Método analitico

no oficial:

Método analitico

oficial:

Método analitico:

Muestra
adicionada:

Parametros de
desempefio:

Precisioén:

Concentracion minima del analito en una muestra, que puede
ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las

condiciones de operacién establecidas.

Material o sustancia de cuyas propiedades son lo

suficientemente bien establecidas como para usarlo en la
calibracion de un aparato, en la evaluacién de un método de

medicion o en la asignacion de valores o materiales.

Método que no aparece en la literatura oficial reconocida.

Método que aparece en la literatura oficial reconocida.
Descripcién de la secuencia de las actividades , recursos
materiales y parametros que se deben cumplir para llevar a

cabo el analisis de un componente especifico de la muestra.

Porcidn representativa del material a evaluar, a la que se le

adicionan cantidades conocidas del analito.

Parametro especifico: a estudiar en un protocolo de validacion.

Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales,
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes
porciones de una muestra homogénea del producto o de una

referencia.



Protocolo de

validacioén:

Repetibilidad:

Robustez:

Sustancia de

referencia:

Validacion:

Descripcidon de las pruebas especificas para demostrar que un
proceso da resultados que cumplen con los criterios

preestablecidos de manera consistente.

Precisibn de un método analitico, expresada como la
concordancia entre determinaciones independientes realizadas
por un solo analista, usando los mismos instrumentos y
métodos.

Capacidad del método analitico de mantener su desempefio al
presentarse variaciones pequefias pero deliberadas , en los

pardmetros normales de operacion del método.

Sustancia de uniformidad reconocida destinada a utilizarse en
comprobaciones analiticas fisicas, quimicas o microbiolégicas
en el transcurso de las cuales sus propiedades se comparan
con la sustancia en evaluacion.

Es la confirmacién es la confirmacion por analisis y la provision
de evidencias objetivas de que se cumplen los requisitos

particulares para el uso especifico propuesto.
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_ Cuadro N° 10
Datos Requeridos Para La Validacion De Los Analisis
®)

Categoria Il de Validacion

Caracteristica Categoria I de Prueba de Limite Prueba de Limite Categoria Ill de Categoria IV

de Desempefio Analitico Valoraciones Cuantitativa Cualitativa Validacién de Validacion
Exactitud St sl * * NO
Precision St sl NO sI NO
Especificidad Sl Si si * sI
Limite de Deteccion NO NO sl * NO
Limite de Cuantificacion NO sl NO * NO
Linealidad Sl sl NO * NO
Sl Sl * * NO

Intervalo
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COMPOSICION QUIMICA DE ACUERDO A LO QUE ROTULA LA

MUESTRA DEL PRODUCTO FARMACEUTICO TOPICO ELEGIDO.

MUESTRA A

Cada 100 g de crema contiene:

N-Benzoilsulfanilamida..................... 3.700 g
N-Acetilsulfanilamida....................... 2.900¢g
Sulfadiazina................ooooi 3.500 g
Urea.....coooiiiiiiiiicc i . 1.000 g

Base hidrosoluble especial, c.s.p... 100.000g
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LISTADO DE MATERIAL Y EQUIPO PARA REALIZAR EL ENSAYO
DE VALORACION POR DIAZOACION Y ESTANDARIZACION DE

NITRITO DE SODIO.

Cristaleria:
= Agitador magnético
= Agitadores de vidrio
= Baldn volumétrico de 1000.0 mL
= Beakers de 250 mL
= Beakers de 30 mL
= Beakers de 50 mL
= Bureta de 25 mL
* Probeta de 25 mL

= Probeta de 50 mL

Equipo

= Desecador

= Bafo de hielo

» Balanza analitica

= Balanza semianalitica
= Estufa

= Hot Plate
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LISTADO DE REACTIVOS PARA EL ENSAYO DE VALORACION POR

DIAZOACION Y ESTANDARIZACION DEL NITRITO DE SODIO.

= Acido clorhidrico 37% p/p ACS grado reactivo
= Agua destilada

= Almidén ACS grado reactivo

= Nitrito de sodio s6lido ACS grado reactivo

» N-benzoil sulfonamida ACS grado reactivo

» N-acetil sulfonamida ACS grado reactivo

» Sulfonamida ACS grado reactivo

= Urea ACS grado reactivo

» Sulfanilamida estandar de trabajo pureza 100%

* Yoduro de potasio solido ACS grado reactivo
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ENSAYO DE SULFONAMIDAS (USP XVI)qo)

TRADUCCION.

Pesar cuidadosamente cerca de 500 mg de sulfonamida y transferirla a un
beaker. Aflada 20 mL de &cido clorhidrico y 50 mL de agua, agitar hasta
disolver, enfriar a 15°C y aflada cerca de 25 g de hielo triturado vy titular
lentamente con nitrito de sodio 0.1 M, agitando vigorosamente utilizar como
indicador externo la pasta de yoduro de almidon T.S para determinar el
punto final el cual se evidencia con un color azul cuando se raya la
superficie de una pasta de Yoduro de almidén T.S

Cuando la titulacién estd completa el punto final es reproducible después
gue la mezcla se ha mantenido en reposo por 1 minuto.

El peso, en miligramos, de la sulfonamida por cada mL de nitrito de sodio

0.1M es equivalente como indica en la monografia individual. (o)

Técnica del ensayo de sulfonamidas. (Ver disefio metodoldgico )



ANEXO 6



PREPARACION DE NITRITO DE SODIO 0.1M VS (USPXVI)(10)

TRADUCCION.

Disolver 7.5 g de nitrito de sodio en agua para hacer 1000.0 Ml y

estandarizar la solucién como sigue:

Pesar cuidadosamente cerca de 500 mg de USP Sulfanilamida RS.

Previamente secado a 105° por 3 horas, transferir cuidadosamente a un

Beaker. Aflada 50 MI de agua y 5 MI de acido clorhidrico, agitar hasta

disolver y enfriar a 15°C, y afiadir cerca de 25 g de hielo triturado, y luego

titular lentamente con nitrito de sodio, Agitar vigorosamente hasta que se

produce un color azul inmediatamente cuando una agitador de vidrio es

sumergida en la solucion titulante y luego se raya la superficie de una pasta

de yoduro de almidén T.S.

Cuando la titulacion esta completa, el punto final es reproducible después de

que la mezcla reposa por un minuto.

Calcular la molaridad. Cada 17.22 mg de sulfanilamida es equivalente a 1Ml

de nitrito de sodio 0.1M ()

TECNICA

1. Pesar en un beaker 7.5 g de NaNO, en Balanza Analitica.

2. Disolver en parte del agua los 7.5 g de NaNO, vy transferir a un balén
volumétrico de 1000.0 ml aforar y homogenizar.

3. Pesar en balanza analitica cuidadosamente 500 mg de sulfanilamida
previamente secada a 105°C por 3 horas y transferir adecuadamente a
un beaker de 250 mL y afiadir 50mL de agua y 5 mL de acido clorhidrico,

(en camara de extraccién), agitando hasta disolver.



4. Enfriar a 15°C, afladiendo cerca de 25 g de hielo triturado a la mezcla
del numeral anterior.

5. Titular lentamente con nitrito de sodio 0.1M.

6. Continuar la agitacion hasta que se produzca inmediatamente un color
azul cuando un agitador de vidrio es sumergido en la solucién que se
titula y posteriormente se sumerge en una pasta de yoduro de almidon
T.S.

7. Calcular la molaridad de la solucion titulante.

CALCULOS:

, Peso estandar primario
Molaridad del NaNO, =

V x meq. delestandar primario.
1

V = Volumen gastado en mL de NaNO;

meqg = miliequivalentes del estandar primario.
M real

FC =
M tedrica )

FC = factor de correccion de la solucion titulante

M real = molaridad real

M tedrica = molaridad teérica



Calculo de molaridad del nitrito de sodio 0.1 M empleado en el ensayo

, Peso estandar primario
Molaridad del NaNO,

V x meq. del estandar primario.

200mg
M4 del NaNO-,

11.1 mlx 172.2 meq

M; del NaNO;, = 0.104634

200m
M- del NaNO-, g

11.2 ml x 172.2 meq

M, del NaNO, = 0.103700

M; del NaNO, + M, del NaNO,

X M del NaNO, -
2
"X M del NaNO, 0.104634 + 0.103700
2
"X M del NaNO, = 0.104167
FC NaNO, 0.104167 (M real)

0.1 (M tedrica)

FC NaNO, =1.04167



ANEXO 7



PREPARACION DE PASTA DE YODURO DE ALMIDON T.S (USP XVI)
TRADUCCION.

Calentar a ebullicibn 100 mL de agua en un beaker de 250 mL, aflada una
solucion de 0.75 g yoduro de potasio en 5 mL de agua y luego 2 g de cloruro
de zinc disuelto en 10ml de agua, Adicionar, una suspension de 5 g de
almidon soluble en 30 mLde agua fria. Dejar hervir la mezcla por 2 minutos y

luego enfriar. Guardar en un contenedor bien cerrado y en un lugar fresco (7

TECNICA

1. Poner a ebullir 100 mL de agua en un beaker de 250 mL usando un
Hot Plate.

2. Preparar las soluciones de 0.75 g de loduro de potasio en 5 mL de
agua.

3. Agregar las soluciones preparadas en el numeral anterior al agua en
ebullicién y dejar que la mezcla formada ebulla por un momento.

4. Preparar la suspension de 5 g de almidén soluble en 30 mL de agua
fria.

5. Afadir la suspension de almidon a la mezcla del numeral 3 y dejar que
continuar ebullendo por 2 minutos.

6. Enfriar la pasta de Yoduro-Almidén y luego guardarla en un contenedor

bien cerrado y en lugar fresco. (1
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TABLA ESTADISTICA DE LA DISTRIBUCION t DE STUDENT. (3,

GRADOS GRADOS GRADOS
DE toors DE toors DE toors
LIBERTAD LIBERTAD LIBERTAD
1 12,706 26 2,056 51 2,008
2 4,303 27 2,052 52 2,007
3 3,182 28 2,048 53 2,006
4 2,776 29 2,045 54 2,005
5 2,571 30 2,042 55 2,004
6 2,447 31 2,040 56 2,003
7 2,365 32 2,037 57 2,002
8 2,306 33 2,035 58 2,002
9 2,262 34 2,032 59 2,001
10 2,228 35 2,030 60 2,000
11 2,201 36 2,028 61 2,000
12 2,179 37 2,026 62 1,999
13 2,160 38 2,024 63 1,998
14 2,145 39 2,023 64 1,998
15 2,131 40 2,021 65 1,997
16 2,120 41 2,020 66 1,997
17 2,110 42 2,018 67 1,996
18 2,101 43 2,017 68 1,995
19 2,093 44 2,015 69 1,995
20 2,086 45 2,014 70 1,994
21 2,080 46 2,013 71 1,994
22 2,074 47 2,012 72 1,993
23 2,069 48 2,011 73 1,993
24 2,064 49 2,010 74 1,993
25 2,060 50 2,009 75 1,992
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LABORATORIOS FARMACEUTICOS EXISTENTES EN  ZONA

METROPOLITANA DE SAN SALVADOR

1. MORAZAN

2. INDUSTRIAS QUIMICAS DE CENTRO AMERICA, S.A DE C.V
3. ARSAL(*)

4. LAFAR

5. C.V

6. COSMOS

7. RADON

8. BAYER

9. LANKINSACA
10.PHARMEDIC
11.ANCALMO

12.COFASA

13.COMBISA

14.VIJOSA

15.QUIFAR

16.LAINEZ

17.PHARMASIL
18.FALMAR
19.BIOGALENIC S.A DE C.V
20.REAL

21.CAROSA



22.QUIMICA INDUSTRIAL CENTROAMERICANA S.A DE C.V
23. TERAMED

24.MEDIKEN

25. GAMMA

26.LOPEZ

27.WOHLER

28.SUIZPHARM

29.SUIZOS(*)

30. GENERIX(*)

31.FARDEL

32.S&M

33.IFASAL

34.BILLCA

35.VIDES

36. TECNOFARMA S.A DE C.V
37.SOPERQUIMIA S.A DE C.V(*)
38.INFARMA

39. TECNOQUIMICA

40.DB S.A DE C.V(*)
41.PHARMA

42.PAZEPHARM
43.DINAMICA

44.PROPHARM

45. MARCELI



46.LAFCO
47.CAPITOL
48.QUIMICAS ALIADAS
49. QUIMICAS LEGRAN
50.HUBE
51.MEDILAB
52.MARCOPHARMA S.ADE C.V
53.PAILL
54 MEDITECH LAB DE C.A(*)
55.INTERMEDICAL FARMACORP
56.RODIM S.A DE C.V (*)
57.GAMEZ
58.D&D
59.ENMILEN S.ADE C.V
60.LAMYL

(*) Laboratorios que producen productos tépicos que contienen

sulfonamidas.
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(1225) VALIDACION DE
METODOS FARMACOPEICOS

Los procedimientos para la evaluacion de los niveles de calidad de
los productos farmacéuticos estan sujetos a diversos requisitos. Segun el
Articulo 501 de la Ley Federal de Alimentos, Medicamentos y
Cosméticos, los andlisis y especificaciones de las monografias de la
Farmacopea de los Estados Unidos y el Formulario Nacional constituyen
normas legales. Los reglamentos sobre Principios de Buenas Practicas
de Fabricacion Vigentes [21 CFR 211.194(a)] requieren que los métodos
de prueba, que se utilizan para evaluar el cumplimiento de los productos
farmacéuticos con las especificaciones establecidas, cumplan normas
adecuadas de exactitud y confiabilidad. Sin embargo, segin esta
normativa [21 CFR 211.194(a)(2)] no se exige que los usuarios de los
métodos analiticos descritos en la USP y en el NF validen la exactitud y
confiabilidad de estos métodos, sino que solamente comprueben su
aptitud bajo las condiciones concretas de uso. Al reconocer el caracter
legal de las normas USP y NF, es esencial que las propuestas para
adoptar los métodos analiticos farmacopeicos nuevos o solicitar la
revision de los ya existentes, estén respaldadas por suficientes datos de
laboratorio que documenten su validez.

El texto de este capitulo informativo ha sido armonizado, en la
rendida de lo posible, con los documentos Validacion de Procedimientos
Analiticos y el texto suplementario Metodologia, ambos de la
Conferencia Internacional Tripartita sobre Armonizacién (ICH), que
tratan sobre procedimientos analiticos incluidos como parte de las
solicitudes de registro presentadas en la UE, Japén y EE.UU. Algunos
aspectos (disolucion, liberacion del farmaco), que forma parte de este
capitulo, se tratan solo brevemente en los documentos de ICH y deberan
tratarse en el futuro. Una completa armonizacioén no ha sido posible, en
parte debido a las distintas utilizaciones de terminologia. Por ejemplo, la
utilizacién de “procedimiento” por parte de la ICH presenta dificultades,
puesto que este termino tiene una utilizacion especifica y diferente en
USP-NF.

PRESENTACION A LOS COMPENDIOS

- Las presentaciones de métodos analiticos, nuevos o revisados, a los
compendios de la USP deben contener informacion suficiente como para
permitir que los miembros del Comité de Revision de la USP evallen
los meritos relativos de los procedimientos propuestos. En la mayor
parte de los casos, se evalla si la descripcion del método analitico es
entendible y completa; se determina la necesidad de los métodos y se
evalla la documentacion que sustenta que los métodos han sido
validados adecuadamente. La informacion puede variar dependiendo del
tipo de método del que se trate sin embargo en la mayor parte de los
casos, la documentacion presentada constara de las siguientes secciones.

Justificacion Esta seccion debe identificar la necesidad del método y
describir la capacidad del método especifico propuesto y por que se lo
prefiere sobre otros tipos de determinaciones. Para procedimientos
revisados, debe proporcionarse una comparacion de las limitaciones del
método farmacopeico actual y las ventajas ofrecidas por el método
propuesto.

Procedimiento Analitico Propuesto Esta seccién debe incluir una
descripcion completa del método analitico. Lo suficientemente detallada
.como para permitir que expertos en la técnica puedan repetirlo. La
resefia debe incluir todos los parametros operativos importantes e
instrucciones especificas, tales como la preparacion de reactivos,
realizacion de pruebas de aptitud del sistema, descripcion de blancos
utilizados, precauciones y formulas explicitas para el calculo de los
resultados de las pruebas.

Datos—Esta seccion debe proporcionar; una documentacion
minuciosa y completa de la validacion del método analitico. Debe
incluir resimenes de los datos y calculos experimentales que
fundamenten cada una de las caracteristicas de desempefio o
rendimiento analitico aplicables. Estas caracteristicas se describen en la
seccion que se indica a continuacion.

USP 29

VALIDACION

La validacion de un método analitico es el proceso que establece, mediante
estudios en laboratorio, que las caracteristicas de desempefio del método
cumplen los requisitos para las aplicaciones analiticas previstas. Las
caracteristicas de desempefio analitico habituales que deben considerarse
en la validacion de los tipos de métodos descritos en este documento se
indican en la Tabla 1. Dado que las opiniones pueden diferir respecto a la
terminologia y al uso, cada una de las caracteristicas de desempefio se
define en la seccion siguiente de este capitulo, junto con un esbozo de un
método o métodos tipicos mediante los cuales puede medirse.

Tabla 1. Caracteristicas Analiticas Tipicas Utilizadas para la
Validacion de Métodos

Exactitud
Precision
Especificidad
Limite de Deteccion
Limite de Cuantificacién
Linealidad
Intervalo

En el caso de métodos farmacopeicos, puede resultar necesaria una nueva
validacion en las siguientes circunstancias: presentacion a la USP de un
método analitico revisado o utilizacion de un método general establecido
con un nuevo producto o materia prima (ver mas adelante en Datos
Necesarios para Validacién de Analisis).

Los documentos de ICH aconsejan sobre la necesidad de realizar una
nueva validacién en las siguientes circunstancias: cambios en la sintesis
del farmaco, cambios en la composicién del producto farmacéutico y
cambios en el procedimiento analitico.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENO
ANALITICO
Exactitud

Definicion—La exactitud de un método analitico es la proximidad entre
los resultados de la prueba obtenidos mediante ese método, y el valor
verdadero. La exactitud de un método analitico debe establecerse en
todo su intervalo.

Determinacion— En la valoracién, de un farmaco, la exactitud puede

determinarse mediante la aplicacion del método analitico con respecto a un
analito de pureza conocida (por ejemplo, un Estandar de Referencia), o
comparando los resultados del método con los de un segundo método bien
caracterizado, cuya exactitud se haya comprobado o definido.
En la valoracion de un farmaco en un producto formulado, la exactitud
puede determinarse mediante la aplicacion del método analitico a mezclas
sintéticas de los componentes del producto farmacéutico al que se hayan
afiadido cantidades conocidas de analito dentro del intervalo del método.
Si no resulta posible obtener muestras de todos los componentes del
producto farmacéutico, se puede aceptar tanto el agregado de cantidades
conocidas del analito a producto farmacéutico (“"spike") como la
comparacion de los resultados con los de un segundo método bien
caracterizado, cuya exactitud haya sido comprobada o definida.

En el analisis cuantitativo de impurezas, la exactitud debe evaluarse

en muestras (del farmaco o del producto farmacéutico las que se hayan
agregado cantidades conocidas de impurezas.
Cuando no sea posible obtener muestras de algunas impurezas productos
de degradacioén, los resultados deben compararse con los obtenidos
mediante un método independiente. En ausencia de otra informacion,
puede resultar necesario calcular la cantidad de una impureza basandose
en la comparacién de su respuesta con la del farmaco; pero el cociente
entre las respuestas de cantidades iguales de la impureza y del farmaco
(factor de respuesta) debe ser utilizado siempre que se lo conozca.

La exactitud se calcula como el porcentaje de recuperacion de la
cantidad valorada con respecto a la cantidad conocida de analito afiadida a
la muestra, o como la diferencia entre la medida de la valoracion y el valor
verdadero aceptado, considerando los intervalos de confianza.
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Los documentos ICH recomiendan que se evalué la exactitud
utilizando un minimo de nueve determinaciones sobre un minimo
de tres niveles de concentracién, cubriendo el intervalo
especificado (es decir, tres concentraciones y tres determinaciones.
Repetidas de cada concentracién)

Precisién

Definicion— La precisién de un método analitico es el grado de
concordancia entre los resultados de las pruebas individuales
cuando se aplica el método repetidamente a maltiples muestreos
de una muestra homogénea. La precisién de un método analitico
habitualmente se expresa como la desviacion estdndar o la
desviacion estandar relativa (coeficiente de variacion) de una serie
de mediciones. La precisién puede ser una medida del grado de
reproducibilidad o de repetibilidad del método analitico en
condiciones normales de operacion. En este contexto, la
reproducibilidad se refiere al uso del procedimiento analitico en
diferentes laboratorios, como por ejemplo en un estudio en
colaboracién. Una precision intermedia expresa la variacion dentro
de un laboratorio, por ejemplo en diferentes dias, con diferentes
analistas o con equipo diferente dentro del mismo laboratorio, La
repetibilidad se refiere a la utilizacién del procedimiento analitico
en un Laboratorio durante un periodo de tiempo corto realizado
por el mismo analista con el mismo equipo. En la mayoria de los
casos, la repetibilidad es el criterio de mayor interés en los
procedimientos analiticos de la USP, aunque la reproducibilidad
entre laboratorios o la precision intermedia puede considerarse
durante la normalizacion de un procedimiento antes de presentarlo
a la Farmacopea.

Determinacion— La precision de un método analitica se
determina mediante el andlisis de un nimero suficiente; de
alicuotas de una muestra homogénea que permita calcular
estadisticamente estimaciones validas de la desviacion estandar o
de la .desviacion estandar relativa (coeficiente de variacion). Los
andlisis en este contexto son analisis independientes de muestras
que se han llevado a cabo mediante el procedimiento analitico
completo, desde la preparacion de las muestras hasta el resultado
final de las pruebas.

Los documentos ICH recomiendan que se evalué la repetibilidad
utilizando un minimo de nueve determinaciones que cubran el
intervalo especificado para el procedimiento (es decir, tres concen-
traciones y tres determinaciones repetidas de cada concentracion, o
un minimo de seis determinaciones al 100%. de la concentracion
de prueba).

Especificidad—

Definicion— Los documentos de ICH definen especificidad como
la capacidad de evaluar de manera inequivoca el analito en
presencia de aquellos componentes cuya presencia resulta
previsible, corno impurezas, productos de degradacion y
componentes de la matriz La falta de especificidad de un
procedimiento analitico individual puede compensarse usando
otros procedimientos analiticos complementarios. [NOTA— Otras
autoridades internacionales de reconocido prestigio (IUPAC,
AOAC) han preferido el termino "selectividad," reservando
"especificidad" para procedimientos que resulten completamente
selectivos.] Para los métodos de prueba o valoracién que se
indican a continuacion, la definicion anterior tiene las siguientes
consecuencias:

PRUEBAS DE IDENTIFICACION— garantizan la identidad del
analito.

PRUEBAS DE PUREZA— garantizan que todos los
procedimientos analiticos efectuados permiten declarar con
exactitud el contenido de impurezas de un analito (por ejemplo,
prueba de sustancias relacionadas, limite de metales pesados,
limite de impurezas volatiles organicas).

VALORACIONES— proporcionan un resultado exacto, que permita
una declaracion exacta del contenido o potencia del analito en una
muestra.

Determinacion—En  anélisis  cualitativos  (pruebas  de
identificacion), debe demostrarse la capacidad de distinguir
compuestos de estructura estrechamente relacionada cuya
presencia resulta probable. Esta capacidad deberia confirmarse
mediante la obtencién de resultados positivos a partir de muestras
que contengan el analito mediante comparacién con un material de
referencia
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conocido), junto con resultados negativos de muestras que no
contengan dicho analito, y mediante la confirmacién de que no se
obtiene una respuesta positiva de materiales con estructura similar
0 estrechamente relacionada a la del analito.

En un procedimiento analitico para impurezas, la especificidad
puede establecerse mediante la, adicion al farmaco o producto
farmacéutico de una cantidad conocida de impurezas en concen-
traciones adecuadas, y la demostracion de que esas impurezas se
determinan con exactitud y precision adecuadas. . En una
valoracién, la demostracion de especificidad requiere evidencia de
que el procedimiento no resulta afectado por la presencia de
impurezas o excipientes. En la practica, esto puede hacerse
agregando al farmaco o producto farmacéutica una cantidad
conocida de excipientes o de impurezas en concentraciones
adecuadas, y demostrando que el resultado del andlisis no resulta
afectado por la presencia de estos materiales extrafios.

Si no se dispone de estandares de impureza o de los productos de
degradacion, puede demostrarse la especificidad comparando los
resultados de las pruebas de muestras que contengan impurezas o
productos de degradacién con los de un segundo procedimiento
bien caracterizado (por ejemplo, un procedimiento farmacopeico u
otro procedimiento validado). Estas comparaciones deberian
incluir muestras sometidas a condiciones forzadas relevantes (por
ejemplo, luz, calor, humedad, hidrolisis acida y alcalina,
oxidacion); En una valoracién, deben compararse los resultados;
en pruebas de impureza cromatografico, deben compararse los
perfiles de impurezas.

Los documentos de ICH afirman que cuando se utilizan los
procedimientos cromatogréaficos, deberan presentarse
cromatogramas representativos para demostrar el grado de
selectividad y los picos deberan identificarse adecuadamente. Las
pruebas de pureza de picos (por ejemplo, utilizando redes de
diodos o espectrometria de masa) pueden resultar Utiles para
demostrar que el picé cromatografico del analito no puede
atribuirse a mas que un solo componente.

Limite de Deteccion—

Definicion—EI limite de deteccion es una caracteristica de las
pruebas de limite. Es' la cantidad minima de analito en una
muestra que puede detectarse, aunque no necesariamente
cuantificarse, en las condiciones experimentales indicadas. Las
pruebas de limite simplemente comprueban que la cantidad de
analito se encuentra por encima o por debajo de un nivel
determinado. El limite de deteccion se expresa habitualmente en
forma de concentracion de analito (por ejemplo, porcentaje, partes
por millén) en la muestra.

Determinacién—-Para métodos no instrumentales, el limite de
deteccion se determina generalmente mediante el andlisis de
muestras con concentraciones conocidas de analito, estableciendo
el nivel minimo del analito que puede detectarse confiablemente.
Para procedimientos instrumentales, se puede utilizar el mismo
método que para los no instrumentales. En el caso de métodos
presentados como candidatos a métodos farmacopeicos oficiales,
casi nunca es necesario determinar el limite de deteccion real. Por
el contrario, debe demostrarse que el limite de deteccion es lo
suficientemente bajo para el andlisis de muestras con
concentraciones conocidas de analito superiores o inferiores al
nivel de deteccién requerido. Por ejemplo, si se requiere detectar
una impureza con una concentracion del 0,1%, deberia
demostrarse que el procedimiento detectara de modo confiable la
impureza a esa concentracion.

En el caso de procedimientos analiticos instrumentales que
presentan ruido de fondo, los documentos de ICH describen un
enfoque usual, que consiste en comparar las sefiales medidas a
partir de muestras con bajas concentraciones de analito con las de
muestras blanco. Se establece la concentracion minima a la que
puede detectarse confiablemente un analito. Las relaciones sefial-
ruido habitualmente aceptables son de 2:1 6 3:1. Otros enfoques
dependen de la determinacion de la pendiente de la curva de
calibracion y la desviacion estdndar de las respuestas
independientemente del método utilizado, el limite de deteccién
deberia validarse posteriormente mediante el analisis de un
numero adecuado de muestras preparadas al limite de deteccion o
que se sabe que estan cerca de dicho limite.
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Limite de Cuantificacion—

Definicion—El limite de cuantificacion es una caracteristica de las
valoraciones cuantitativas de compuestos que se encuentran en baja
concentracion en la matriz de una muestra, como por ejemplo:
impurezas en farmacos a granel y productos de degradacion en
productos farmacéuticos terminados. Es la minima cantidad de analito
en una muestra que se puede determinar con precisién y exactitud
aceptables en las condiciones experimentales indicadas. El limite de
cuantificacion se expresa habitualmente en forma de concentracion de
analito (por ejemplo, porcentaje, partes por millén) en la muestra.

Determinaciéon—Para métodos no instrumentales, el limite
cuantitativo se determina habitualmente mediante el andlisis de
muestras con concentraciones conocidas de analito, estableciendo el
nivel minimo del analito que se puede determinar con exactitud y
precision aceptables.

Para procedimientos instrumentales, se puede utilizar el mismo
método que para los no instrumentales. En el caso de métodos
presentados como candidatos a métodos farmacopeicos oficiales, casi
nunca resulta necesario determinar el limite de cuantificacion real. Por
el contrario, debe mostrarse que el limite de cuantificacion es lo
suficientemente bajo mediante el anlisis de muestras con concen-
traciones conocidas de analito superiores e inferiores al nivel de
cuantificacion requerido. Por ejemplo, si se requiere analizar un analito
a una concentracion de 0,1 mg por tableta, deberia demostrarse que el
procedimiento cuantificara de modo confiable el analito a esa
concentracion.

En el caso de procedimientos analiticos instrumentales que
presentan ruido de fondo, los documentos ICH describen un enfoque
comin, que consiste en comparar las sefiales medidas a partir de
muestras con bajas concentraciones conocidas de analito con las de
muestras blanco. Se establece la concentracion minima a la que puede
cuantificarse confiablemente un analito. Una relacion sefial-ruido
habitualmente aceptable es de 10:1. Otros enfoques dependen de la
determinacién de la pendiente de la curva de calibracion y la desviacion
estandar de las respuestas. Independientemente del método utilizado, el
limite de cuantificacion deberia validarse posteriormente mediante el
analisis de un nimero adecuado de muestras que se sepa que estan
cerca del limite de cuantificacion o fueron preparadas a este limite.

Linealidad e Intervalo—

Definicion de Linealidad—La linealidad de un método analitico
es su capacidad para obtener resultados de prueba que sean proporcio-
nales ya sea directamente, o por medio de una transformacion
matematica bien definida, a la concentracion de analito en muestras en
un intervalo dado.

Definicion de Intervalo—El intervalo de un método analitico es la
amplitud entre las concentraciones inferior y superior de analito
(incluyendo esos niveles) en la cual se puede determinar al analito con
un nivel adecuado de precision, exactitud y linealidad utilizando el
método segln se describe por escrito. El intervalo se expresa
normalmente en las mismas unidades que los resultados de la prueba
(por ejemplo, porcentaje, partes por millén) obtenidos mediante el
método analitico.

Determinacion de Linealidad e Intervalo—La linealidad debe
establecerse en el intervalo complete del procedimiento analitico.
Deberia establecerse inicialmente mediante examen visual de un
grafico de sefiales como funcion de concentracion de analito del
contenido. Si parece existir una relacién lineal, los resultados de la
prueba deberian establecerse mediante métodos estadisticos adecuados
(por ejemplo, mediante el calculo de una linea de regresién por el
método de los cuadrados minimos). En algunos casos, para obtener la
linealidad entre la respuesta de un analito y su concentracién, puede
que haya que someter los datos de la prueba a una transformacién
matematica. Los
datos obtenidos a partir de la linea de regresién pueden ser Gtiles para
proporcionar estimaciones matematicas del grado de linealidad. Se
deberian presentar el coeficiente de correlacion, la interseccion con el
eje de ordenadas, la pendiente de la linea de regresion y la suma de los
cuadrados residuales.
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El intervalo del método se valida verificando que el método
analitico proporciona precisién, exactitud y linealidad
aceptable cuando se aplica a muestras que contienen el
analito en los extremos del intervalo, al igual que dentro del
intervalo.

La ICH recomienda que, para establecer la linealidad, se
utilicen normalmente un minimo de cinco concentraciones.
También recomienda que se consideren los intervalos
especificados minimos que se indican a continuacion:
VALORACION DE UN FARMACO (0 de un producto
terminado): de 80% a 120% de la concentracion de prueba.
DETERMINACION DE UNA IMPUREZA: de 50% a
120% de la especificacion

PARA UNIFORMIDAD DEL CONTENIDO: un minimo de 70%
a 130% de la concentracion de prueba, a no ser que se
justifigue un intervalo méas amplio o mas apropiado,
basandose en la naturaleza de la forma farmacéutica (por
ejemplo, inhaladores de dosis fija).

PARA PRUEBAS DE DISOLUCION: +20% por encima del
intervalo especificado (por ejemplo, si las especificaciones de
un producto de liberacién controlada cubren una region que
varia de 20% después de 1 hora a 90% después de 24 horas,
el intervalo validado seria de 0 % a 110% del valor
especificado en la etiqueta).
Tolerancia, también conocida Fortaleza o
Resistencia (Ruggedness)

como

Definicion—La tolerancia de un método analitico es el grado
de reproducibilidad de los resultados de las pruebas
obtenidos mediante el andlisis de las mismas muestras en
diversas condiciones, como por ejemplo en diferentes
laboratorios, con diferentes analistas, instrumentos, lotes de
reactivos, tiempo transcurrido durante la valoracién
temperaturas de valoracién o dias. La tolerancia se expresa
normalmente como la carencia de influencia de las variables
operativas y ambientales del método analitico sobre los
resultados de las pruebas. La tolerancia es una medida de la
reproducibilidad de los resultados de las pruebas sometidas a
la variacion de condiciones que se esperarian normalmente
entre distintos laboratorios o distintos analistas.

Determinacion—La tolerancia de un método analitico se
determina mediante el analisis de alicuotas de lotes
homogéneos en diferentes laboratorios, por diferentes
analistas, utilizando condiciones operativas y ambientales
que pueden ser diferentes pero que continGan encontrandose
dentro de los parametros especificados del analisis. El grado
de reproducibilidad de los resultados de la prueba se
determina entonces como una funcién de las variables del
andlisis. Esta reproducibilidad se puede comparar a la
precision de la valoracion en condiciones normales para
obtener una medida de la resistencia del método analitico.

Robustez—

Definicion—La robustez de un método analitico es una
medida de su capacidad para no resultar afectado por
pequefias pero deliberadas variaciones en los parametros del
método y proporciona una indicacién de su confiabilidad
durante su uso normal.

Aptitud del Sistema—Si las mediciones son susceptibles a
variaciones en condiciones analiticas, estas deben controlarse
adecuadamente o incluirse en el método una declaracion
preventiva. Una consecuencia de la evaluacion de la
tolerancia y la robustez seria el establecimiento de una serie
de parametros de aptitud del sistema que garantizan que se
mantenga la validez del método analitico siempre que se
utilice. Las variaciones tipicas son la estabilidad de las
soluciones y equipo analitico, y de los analistas. En la
cromatografia liquida, las variaciones habituales son el pH de
la fase movil, la composicién de la fase movil, diferentes
lotes o proveedores de columnas, la temperatura y la
velocidad de flujo. En el caso cromatografia de gases, son
variaciones tipicas diferentes lotes o proveedores de
columnas, la temperatura y la velocidad de flujo.
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Las pruebas de aptitud del sistema se basan en el concepto de
que el equipo, el sistema electrdnico, las operaciones analiticas y
las muestras a analizar constituyen un sistema integral que puede
evaluarse como tal. Los parametros de prueba de la aptitud del
sistema que deben establecerse para un método especifico
dependen del tipo de método que se esta evaluando. Son
especialmente importantes en el caso de métodos cromatograficos
y las presentaciones a la USP deberian tener en cuenta los
requisitos indicados en la seccion Aptitud del Sistema en el
capitulo de pruebas generales cromatografia (621).

DATOS REQUERIDOS PARA LA VALIDACION DE UNA
DETERMINACION

Los procedimientos de las determinaciones farmacopeicas varian
desde valoraciones analiticas muy rigurosas hasta evaluaciones de
atributos subjetivos. Considerando esta amplia variedad de
determinaciones, es légico que diferentes métodos de prueba
requieran diferentes esquemas de validacion, Este capitulo cubre
solo las categorias mas habituales para las que se exigen datos de
validacion. Estas categorias se indican a continuacion.

Categoria I: Métodos analiticos para la cuantificacion de los
componentes principales de farmacos a granel o ingredientes
activos (incluyendo conservantes) en productos farmacéuticos
terminados.

Tabla 2 Datos Requeridos Para La Validacién De Los Analisis
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Categoria Il: Métodos analiticos para la determinacion de
impurezas en farmacos a granel o productos de degradacion en
productos farmacéuticos terminados. Estos métodos incluyen
analisis cuantitativos y pruebas de limite.

Categoria I11: Métodos analiticos para la determinacion de las
caracteristicas de desempefio (por ejemplo, disolucion, liberacién
del farmaco).

Categoria IV: Pruebas de identificacion.

Para cada categoria de andlisis, se requiere diferente informacion
analitica. En la Tabla 2 se indican los elementos de datos que
normalmente se requieren para cada una de las categorias de
analisis.

Las métodos generales de prueba y valoracién ya establecidos
(por ejemplo, método volumétrico de determinacion de agua,
prueba de endotoxinas bacterianas) deben revalidarse para
comprobar su exactitud (y la ausencia de posibles interferencias)
cuando se utilizan para un producto nuevo o materia prima nueva.
La validese de un método analitico puede verificarse solo
mediante estudios de laboratorio. Por lo tanto, la documentacion
de la finalizacién con éxito de dichos estudios constituye un
requisito basico para determinar si un método es adecuado para
sus aplicaciones previstas. Cualquier propuesta de procedimientos
farmacopeicos analiticos nuevos o revisados debe ir acompafiada
de la documentacion adecuada.

Categoria Il de Validacion

Caracteristica Categoria | de

Prueba de Limite

Prueba de Limite Categoria Il de Categoria IV de

de Desempefio Analitico Valoraciones Cuantitativa Cualitativa Validacion Validacion
Exactitud SI ST * % NO
Precision Sl Sl NO Sl NO
Especificidad S Sl Sl * Sl
Limite de Deteccién NO NO Sl * NO
Limite de Cuantificacion NO Sl NO * NO
Linealidad Sl Sl NO * NO
Intervalo Sl Sl * * NO

Pueden requerirse, dependiendo de la prueba especifica.
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