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RESUMEN

En esta investigacion se presenta una aplicacion de la técnica de Calorimetria Diferencial de Barrido
(DSC, por sus siglas en inglés) en la prueba de Contenido Quimico para la cuantificacion de

Ibuprofeno bajo la presentacion de la forma farmacéutica de tabletas.

Una exploracién previa a una validacién de la metodologia, confirmé la aplicacion de la técnica DSC
y se demostré la factibilidad a través de herramientas estadisticas. Posteriormente, se desarrolld
con mayor detalle la metodologia analitica y se procedid a su completa validacion, donde se
realizaron todos los pardmetros de validacion, desde la Especificidad, Linealidad y Rango, Limite de
Deteccion y Limite de Cuantificacion, Precisién y finalmente Recuperacion. En el pardmetro de
Precision se efectud la precision del Equipo, Repetibilidad de Estandar, Repetibilidad de Muestra,
Reproducibilidad de Estandar y Reproducibilidad de Muestra. Los resultados de la validacién de la
metodologia analitica de Contenido Quimico en Tabletas de Ibuprofeno, utilizando la técnica de
Calorimetria Diferencial de Barrido, refleja datos muy satisfactorios en todos los pardmetros de la

validacién.

Finalmente, se compararon los resultados de Contenido Quimico de diversos lotes de Ibuprofeno
Tabletas bajo la técnica de Calorimetria Diferencial de Barrido con los resultados de los mismos
lotes analizados con la técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas en
inglés) de la monografia de Ibuprofeno Tabletas de la Farmacopea Estadounidense. El analisis
estadistico demuestra que no existe diferencia significativa en el uso de la técnica de Calorimetria
Diferencial de Barrido y la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia para la determinacion
del Contenido Quimico de Ibuprofeno en Tabletas, favoreciendo asi el uso de la técnica
calorimétrica como alternativa de confianza para un andlisis rapido, confiable y preciso del

Contenido Quimico de Ibuprofeno en Tabletas.
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INTRODUCCION

El analisis fisicoquimico de medicamentos utiliza actualmente varias técnicas instrumentales, dentro
de las diversas metodologias, en la determinacion de toda la gama pruebas de control de calidad,
necesarias para asegurar la eficacia y la inocuidad de los medicamentos. Entre las pruebas
efectuadas a los medicamentos bajo la forma farmacéutica de tabletas, figuran: Contenido Quimico
(conocido también como Ensayo), Disolucién, Uniformidad De Unidades De Dosificacion,

Impurezas, entre otras. 1

La prueba de Contenido Quimico determina la cantidad de farmaco que esta presente dentro la
forma farmacéutica Tableta con la ayuda de técnicas Espectrofotométricas y Cromatograficas, en
su mayoria, tanto en las metodologias analiticas oficiales (farmacopéicas) y no oficiales. Estas
metodologias utilizan una considerable cantidad de solventes, generalmente contaminantes del
medio ambiente y toxicos 0 nocivos para la salud del analista de control de calidad. Ademas, el
tratamiento de la muestra es compendioso debido a las diversas etapas de la metodologia, genera
tiempos de analisis prolongados, en donde las diferentes etapas le suman incertidumbre a los
resultados, desde la pesada de la porcién de muestra, la volumetria, hasta llegar a la incertidumbre

generada por el instrumento de lectura utilizado. (172

A pesar de las ventajas que poseen las metodologias analiticas de Contenido Quimico basadas en
técnicas cromatograficas y espectrofotométricas, poseen las desventajas citadas anteriormente. Por
otra parte, es dificil poder desarrollar técnicas suficientemente exactas y precisas que puedan
competir con las técnicas cromatograficas y espectrofotométricas, y que ademas, ofrezcan ventajas
en términos de tiempo de analisis, tamarfio de muestra y uso de solventes, entre otras.

En los ultimos afios se ha ido perfeccionando la instrumentacion para diversas técnicas
instrumentales, dentro de las cuales, las técnicas basadas en el analisis térmico han ido ofreciendo
alternativas tanto para la determinacion cualitativa como la cuantitativa. El analisis térmico, en el
sentido mas amplio, es la medicién de las propiedades fisicoquimicas de los materiales en funcion
de la temperatura. Provee informacién analitica de las sustancias, en donde se puede determinar el
polimorfismo, la temperatura de fusion, la sublimacion, las transiciones vitreas, la deshidratacion, la
evaporacion, la pirolisis, las interacciones solido-solido y la pureza, entre muchas otras propiedades

de las sustancias. 3
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Dentro de las técnicas del analisis térmico se encuentran la Calorimetria Diferencial de Barrido
(DSC, Differential Scanning Calorimetry), Termogravimetria (TGA, Thermogravimetric Analysis), y
Anélisis Térmico Diferencial (DTA, Differential Thermal Analysis) entre otras. La Calorimetria
Diferencial de Barrido es la técnica mas utilizada del analisis térmico para diversos campos de
aplicacion, que van desde los polimeros, alimentos, cosméticos, hasta llegar al campo farmacéutico.
Las aplicaciones generalmente involucran el calentamiento o enfriamiento de una muestra asociada
con eventos térmicos, tales como: fusion, cristalizacién, transicion vitrea y reacciones de
descomposicion. Entre los beneficios de esta técnica esta la pequefia cantidad de muestra
requerida para el analisis, al mismo tiempo que un amplio rango de temperatura disponible en la
mayoria de los instrumentos comerciales, al igual que la simplicidad y rapidez de la medicion. 14

Dentro de las aplicaciones de la DSC en el campo quimico farmacéutico, se encuentra
principalmente el estudio de compatibilidad fisicoquimica entre el farmaco y los excipientes, en
donde se determina si existird 0 no alguna reaccién debida al calor aplicado a una mezcla del
farmaco con los excipientes. En segundo lugar esta el estudio del polimorfismo tanto de farmacos
como excipientes, ello determina si las materias primas sélidas para la fabricaciéon de medicamentos
poseen diferentes formas cristalinas las cuales puedan o no influenciar el proceso de produccion o

la estabilidad del medicamento. 5

Sin embargo, aplicaciones cuantitativas de la DSC en el campo del control de calidad de
medicamentos no han sido explotadas todavia, a pesar de algunos estudios realizados por Jinfang
Lu, Miaozhen Wang, Anfan Wu y Xiuyuan Qiu, quienes efectuaron una determinacién exploratoria
de la prueba de Contenido Quimico de Ibuprofeno en Tabletas por dicha técnica, en donde la sefial
del farmaco fue directamente proporcional al peso de la droga, y la recuperacién promedio del
faramco en las tabletas fue de 99,59% vy el coeficiente de variacion fue de 0,946%, ademas, los
excipientes de las tabletas no interfirieron con el ensayo. Una gran ventaja de esta metodologia
analitica es su rapidez, y ademas los resultados exploratorios fueron exactos y reproducibles. Sin
embargo el método analitico no fue sometido a un proceso de validacion formal para completar los
parametros de especificidad, linealidad, limite de deteccion y limite de cuantificacion, precision,
recuperacion y comparacion contra otra técnica analitica como lo es la cromatografia liquida de alta

eficiencia (HPLC, High Performace Liquid Cromatography). (s
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La Calorimetria Diferencial de Barrido ofrece posibilidades analiticas cuantitativas de medicamentos
solo si el principio activo y los excipientes no poseen interaccién o poseen una interaccién limitada
(ejemplo: comportamiento eutéctico). No obstante, metodologias por Calorimetria Diferencial de
Barrido son rapidas y solamente requieren unos cuantos miligramos de muestra, aparte de ser

automatizadas y un barrido puede ofrecer buena informacion cualitativa y cuantitativa. 4

Hasta la fecha no se ha registrado la aplicacién de la técnica de Calorimetria Diferencial de Barrido
en la prueba de Contenido Quimico de Tabletas en los libros oficiales (farmacopeas). No obstante,
los mismos establecen que una prueba no oficial (Contenido Quimico, Uniformidad de Unidades de
Dosificacion, Disolucidn, etc.) con una metodologia o técnica instrumental diferente a la citada en la
monografia oficial para el anélisis de una materia prima o producto terminado, puede ser utilizada

siempre y cuando ésta sea validada. 7]

Por lo tanto, el desarrollo y validaciéon de una metodologia de cuantificacion de un farmaco en
Tabletas bajo la técnica de Calorimetria Diferencial de Barrido ofrece las ventajas de un andlisis
rapido y mas econémico respecto a otras metodologias que utilizan técnicas espectrofotométricas o
cromatograficas en los libros farmacopeicos, debido a el ahorro de disolventes, tratamiento minimo
de muestra, utilizacion de poca cantidad de muestra, una vez realizada la linea de estandarizacion
se puede ocupar en analisis de dias posteriores, generando todas estas ventajas tiempos reducidos
de anélisis, ahorro en aspectos monetarios, beneficios ambientales, disminucion de operaciones en
la metodologia analitica, se evita el uso cristaleria, disminucion del consumo de estandares,
disminucion de incertidumbre analitica acumulada dentro de la metodologia; en resumen, aumenta

la eficiencia y eficacia para la obtencion de los resultados analiticos.
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Para el desarrollo del presente trabajo se abordd, mediante una validacién, la confiabilidad de la
determinacion del Contenido Quimico de Ibuprofeno en Tabletas a través de la Calorimetria
Diferencial de Barrido, donde se pretende evaluar la factibilidad de la utilizacion de la técnica
calorimétrica para la determinacidn del Ibuprofeno en tabletas, a través de una exploracion, luego
desarrollar y validar una metodologia para la determinacion de Ibuprofeno en Tabletas a través de la
técnica DSC; posteriormente evaluar los resultados de los diferentes parametros de validacién para
la determinacién de Contenido Quimico, y finalmente comparar los resultados de la metodologia
desarrollada en Calorimetria Diferencial de Barrido con los obtenidos por la metodologia oficial

basada en la técnica de Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia (HPLC).
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1.1. ANALISIS DE MEDICAMENTOS

El uso de técnicas analiticas muy sensibles es imprescindible para el control de calidad que
determina la eficacia y seguridad de los medicamentos, de tal forma que el desarrollo de un farmaco
incluye necesariamente la puesta a punto de ensayos analiticos para su determinacion, asi como la
posible degradacion fisica, quimica o metabdlica. Para proponer un nuevo método de analisis, o
seleccionar para su aplicacién uno conocido, es necesario hacer uso de propiedades fisicas y

quimicas correspondientes a la estructura y composicion del producto en cuestion. gy 110;

La eleccion de una técnica de analisis depende del proposito de la valoracién, segun sea cualitativa,
cuantitativa o semicuantitivativa, y de la complejidad de la muestra. La cantidad y la pureza de esta,
junto con las disponibilidades econémicas y de técnicas instrumentales, son los parametros mas
determinantes. El mejor método de andlisis sera el mas sencillo de los que posean la sensibilidad
que se precise. Un método puede ser muy sensible para una sustancia pura, pero inaplicable a una
mezcla compleja, por lo que, frecuentemente es necesaria la preparacion previa de la muestra a fin

de separar sus constituyentes. (g g

El control de calidad del producto final requiere especificar muy estrechamente los limites de pureza
y concentracion, para lo cual se usa Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) o
Cromatografia de Gases (GC, Gas Chromatography), en donde para el analisis cuantitativo del
farmaco, a fin de determinar el porcentaje de pureza o el contenido del (o los) ingrediente(s)
activo(s), se usan metodologias que requieren un estandar de referencia de pureza definida, el cual
sirve a los calculos de la materia prima o producto terminado. Es de hacer notar que el uso de los
estandares de referencia se hace obligatorio en cada sesion de analisis debido a los cambios

instrumentales que puede sufrir tanto el HPLC o el GC en cualquiera de sus modulos. (g
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Las técnicas basadas en la Calorimetria Diferencial de Barrido para el andlisis de medicamentos se
enfocan principalmente a determinaciones cualitativas, como la compatibilidad fisicoquimica entre
farmacos y excipientes, y en determinaciones de polimorfismo de materias primas. Por otra parte,
las determinaciones cuantitativas, se encuentran todavia en una etapa reciente de las aplicaciones
quimico-farmacéuticas, donde se puede resaltar la determinacién de la pureza de los Principios
Activos Farmacéuticos (conocida como “Base Tal Cual” en el ambito quimico farmacéutico), que se
determina calorimétricamente con la ayuda de la ecuacién de Van't Hoff, calculo que ya viene
programado en el software de los equipos DSC y no es necesario efectuar calculos compendiosos.

(8

La aplicacion de la Calorimetria Diferencial de Barrido para la cuantificacion de farmacos dentro de
Formas Farmacéuticas, prueba conocida como Contenido Quimico, es una de las aplicaciones
menos estudiadas, pues la demanda de la prueba es tal que requiere aspectos de sensibilidad,
especificidad, precisién y exactitud por parte de la técnica, ademas de que la metodologia
preparatoria de la muestra sea sencilla y rapida. Por lo tanto para la realizacién de la prueba de
Contenido Quimico en producto terminado, por ejemplo tabletas, se requiere de una balanza capaz
de pesar con exactitud y precision las pequefias cantidades que se colocaran dentro del DSC, y que
éste provea las sefiales calorimétricas con la mejor sensibilidad y resolucién, facilitando una relacién
directa entre el farmaco (analito) y la sefial calorimétrica respectiva, a fin de poder utilizar esta

propiedad como una herramienta de cuantificacién con resultados precisos y confiables. g
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1.2. GENERALIDADES FISICOQUIMICAS EN LA
CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO

1.2.1. Primera Ley de la Termodindmica

La energia total de un cuerpo o sistema cerrado es la suma de la energia cinética macroscépica

E,, mas la energia potencial E y la energia interna U , la cual consta de energia molecular

(electrénica, traslacional, vibracional, rotacional). Las energias cinéticas y potenciales son energias
no moleculares, debidas al movimiento del cuerpo a través del espacio y a la presencia de campos

que actuan sobre él. El planteamiento matematico es el siguiente:
E=E +E,+U (1-1)

Debido a que la termodinamica es una ciencia macroscopica, su desarrollo no requiere conocer la
naturaleza de U ; todo lo que se necesita son formas de medir la variacion de U en un proceso, es
decir que son funciones de estado. Por otro lado, en la mayor parte de las aplicaciones de la

termodinamica el sistema esta en reposo y en ausencia de campos externos, por lo que E, y E,

son cero, Y la energia total del sistema sera igual a la energia interna U . (1171121
E=U (1-2)

La primera ley de la termodindmica establece la conservacion de energia, es decir, ésta ni se crea,
ni se destruye. En ofras palabras, establece que para una cantidad dada de una forma de energia
que desaparece otra forma de la misma aparecera en una cantidad igual a la cantidad
desaparecida.

Para ser mas especificos, planteando el destino de cierta cantidad de calor Q agregada a un

sistema; esta cantidad dara origen a un incremento de la energia E del sistema cerrado y también
efectuara cierto trabajo w externo como consecuencia de dicha absorcion calorifica. Entonces el

planteamiento matematico seria el siguiente:
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AE-w=Q

Al limitar el sistema cerrado a un estado de reposo y en ausencia de campos externos, se tiene que

E =U, y la ecuacion anterior se puede expresar de la siguiente forma:

AU -w=Q

Y despejando la energia interna se llega a la siguiente expresion:
AU =Q+w (1-3)

Tanto Q como wno son funciones de estado, por lo que no tiene sentido preguntar cuanto calor o

cuanto trabajo contiene un sistema. Antes y después del proceso de transferencia de energia entre
el sistema y su entorno, el calor y el trabajo no existen. El calor es una transferencia de energia
entre el sistema y su entorno debido a una diferencia de temperatura (es un trabajo realizado a nivel
molecular); mientras que el trabajo es una transferencia de energia entre el sistema y su entorno
debido a una fuerza macroscépica que actla a lo largo de una distancia. En resumen, el calor y el

trabajo son formas de transferencia de energia.

1.2.2. Entalpia

La Entalpia H de un sistema cuya energia interna, presion y volumen son U, Py V se define

como:

H=U+PV (14)

Puesto, que U, Py V son funciones de estado, H también lo es. Ademas definiendo también
que el producto de Py V tiene dimensiones de trabajo segun la siguiente expresion dw=—PdV ,
y por lo tanto de energia. En consecuencia es correcto sumar U y PV , donde naturalmente H

tiene unidades de energia. (121 (131 [14]
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La razén de que se de un nombre especial a la funcion de estado U +PV , es que esta

combinacion de U , Py V se encuentra con frecuencia en termodinamica. Por ejemplo, sea Q, el

calor absorbido por un sistema cerrado en un proceso a presion constante. A partir de la primera ley

AU =Q+w se obtiene:
V, V,
U, -U, =Q+w=Q—L PV =Q, —P_[Vl dvV =Q, —P(V, -V,)
Q, =U,+PV,-U,-PV, =U,+PV,)-U,+PV,)

Sustituyendo la ecuacion (1-4) en la expresion anterior, se obtiene:
Q,=U,+PV,-U, -PV, =U,+PV,)-U,+PV,)=H,—H,

Y por lo tanto:

AH =Q (1-5)

p

La ecuacion anterior (1-5) expresa que en un sistema cerrado el calor absorbido Q en un proceso

a presion constante es igual a la variacion de entalpia del sistema, lo cual se puede aplicar a la

ecuacion (1-4) para obtener la expresion:

AH =AU +A(PV) (1-6)

Considerando por ofra parte, un proceso a volumen constante; si el sistema cerrado soélo puede
llevar a cabo trabajo PV , entonces dw=—PdV =0, puesto que dV =0, por lo que la primera
ley AU =Q+w para un proceso a volumen constante en un sistema cerrado se transforma en:

AU =Q (1-7)

'
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La comparacion de AH =Q, y AU =Q,, muestra que un proceso a presion constante H

desempefia un papel analogo al que tiene U en un proceso a volumen constante.

La expresion del cambio de entalpia puede definirse como AH =AU + A(PV), sin embargo los

solidos y los liquidos tienen cambios de volimenes relativamente pequefios durante procesos

cerrados, por lo que el término A(PV) es despreciable frente al término AU en casi todos los

procesos que implican exclusivamente sélidos o liquidos a presiones bajas 0 moderadas. Por lo que
a presiones no demasiado altas, el cambio de entalpia en un proceso, es esencialmente el mismo
que el cambio de energia interna. Y para los procesos cerrados a presion baja constante aplicados

a sustancias sdlidas y liquidas la expresion AH = AU + A(PV') se convierte en: 11213 [14]

AH ~ AU (1-8)

1.2.3. Capacidad Calorifica

La Capacidad Calorifica C . de un sistema cerrado en un proceso “pr” infinitesimal, se define como:

C = der
T dT

Donde dQ,,y dT son el calor transferido al sistema y la variacion de la temperatura del mismo

durante el proceso. El subindice “pr” indica que la capacidad calorifica depende de la naturaleza del

proceso. Por ejemplo en un proceso a presion constante, se tiene C la cual es la capacidad

calorifica a presion constante (o capacidad calorifica isobarica); en donde la expresion matematica

es:

= 1-10
P T (10
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De forma similar la capacidad calorifica a volumen constante (o capacidad calorificac isocérica) C,
de un sistema cerrado es:

_dQ, (1-11)

LoodT

Donde dQ,y dT son el calor transferido al sistema y la variacion de la temperatura del mismo

durante un proceso infinitesimal a volumen constante.

La explicacion fisica de que C, = C, radica en dQ, y dQ,, ya que los calores afiadidos a

presion constante y a volumen constante para producir el mismo incremento de temperatura dT ,
son distintos. En un proceso a presion constante, parte del calor afiadido se invierte en realizar

trabajo de expansion PdV , mientras que en un proceso a volumen constante el sistema no realiza

trabajo sobre el entorno. Ademas la variacion de energia interna a presion constante es diferente de

la que se produce a volumen constante: dU , = dU, j121113)14
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1.3.CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO

El principio béasico de la técnica de Calorimetria Diferencial de Barrido es que la muestra sujeta a
andlisis es sometida a una sefial de calor y la respuesta es medida en términos de energia y
temperatura de los eventos térmicos que toman lugar en la medicién en un rango de temperatura o
tiempo bajo estudio. El perfil de temperatura puede efectuarse en forma de calentamiento,
enfriamiento o un programa isotérmico, donde el calentamiento es el perfil de temperatura méas
utilizado. Consecuentemente el uso de esta técnica en el campo farmacéutico va enfocado

generalmente a la medicion de respuestas de fusion de la muestra.

Operativamente, se coloca la porcién de muestra dentro de un crisol metalico (generalmente de 5
mg a 10 mg dentro de un crisol de aluminio), llevando simultaneamente un crisol de referencia
vacio; los cuales son colocados dentro de un horno donde se someten a un programa de
enfriamiento o calentamiento a una velocidad controlada, generalmente de 5 °C/min a 10 °C/min.
Cuando la porcién de muestra sufre un evento térmico de cambio de fase (fusion o cristalizacion,
etc.) la temperatura y la energia asociada a ese evento es registrada para ser posteriormente

relacionada al fenémeno en estudio (Figura 1-1). (4

Sample Reference

-

B B

Figura 1-1 Diagrama de DSC. A: Horno, B: Termocuplas

En esencia, el calor aportado a la muestra contribuye al proceso de fusién en vez de aumentar la
temperatura; al mismo tiempo, el calor aportado al crisol de referencia se invierte en aumento de
temperatura del mismo. Cuando la fusion se completa la muestra regresa al programa de
temperatura, de aqui que el resultado de la diferencia del programa de temperatura de los dos

crisoles, es un pico el cual representa el fenémeno termodindmico de transicién de fase. (4
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Generalmente, el programa de temperatura para un analisis DSC es disefiado de tal modo que la
temperatura del portador de muestra aumenta linealmente como funcién del tiempo. Por otra parte,
la muestra de referencia deberia tener una capacidad calorifica bien definida en el intervalo de
temperaturas en que vaya a tener lugar el barrido. El principio basico subyacente a esta técnica es
que, cuando la muestra experimenta una transformacion fisica tal como una transicion de fase, se
necesitara que fluya mas (0 menos) calor a la muestra que a la referencia para mantener ambas a la

misma temperatura. 4

Que fluya mas o menos calor a la muestra depende de si el proceso es exotérmico o endotérmico.
Por ejemplo, para que una muestra sélida funda se requerira que fluya mas calor a la muestra para
aumentar su temperatura a la misma velocidad que la de referencia. Esto se debe a la absorcion de
calor de la muestra, en tanto ésta experimenta la transicion de fase endotérmica desde sélido a
liquido. Por el contrario, cuando la muestra experimenta procesos exotérmicos (como una
cristalizacion) se requiere menos calor para alcanzar la temperatura de la muestra. Determinando la
diferencia de flujo calorifico entre la muestra y la referencia, los calorimetros DSC son capaces de

medir la cantidad de calor absorbido o eliminado durante tales transiciones. 4

A cada termograma de la transferencia de calor, se debe adjuntar una descripcién completa de las
condiciones empleadas, incluyendo marca y modelo del instrumento, registro de la Ultima
calibracién, tamafio e identificacion de la muestra (incluyendo los antecedentes térmicos), envase,
identidad, velocidad de flujo y presién de la atmésfera gaseosa; direccion y velocidad del cambio de

temperatura y la sensibilidad del instrumento y del registrador. 4
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Es apropiado realizar un examen preliminar a lo largo de un intervalo amplio de temperatura
(tipicamente desde temperatura ambiente hasta temperatura de descomposicion o hasta
aproximadamente de 10° a 20° por encima del punto de fusion), y sobre un amplio intervalo de
velocidades de calentamiento (de 2° a 20° por minuto), lo cual podria revelar efectos inesperados;
luego, se puede realizar un examen simple o examenes repetidos a lo largo de un intervalo
estrecho, delimitando la transicion de interés a una o méas velocidades de calentamiento menores. Al
examinar los materiales cristalinos puros, las velocidades de calentamiento de tan sélo 1°C/min
pueden resultar apropiadas, mientras que las velocidades de hasta 10° por minuto son mas

adecuadas para los materiales poliméricos y otros materiales semi-cristalinos. 4

1.3.1. INTERPRETACION BASICA DE LOS TERMOGRAMAS

Los datos del DSC son usualmente expresados en términos de Potencia (J/s) como funcién de la

temperatura, como es representado en la figura siguiente:

TJ'I]
T, T,
h“‘x Ill'". -
Y /_f"
|
Power (J/s)
Endothermic
TF'__.

Temperature

Figura 1-2 Tipica endoterma de fusion para un material ultrapuro de bajo peso molecular.
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El termograma anterior (Figura 1-2), muestra que a temperaturas inferiores a la del proceso de
fusidn es trazada una linea base, que indica el flujo de calor requerido para elevar la temperatura de
la muestra, con el fin de mantenerla a la temperatura que demanda el programa de temperatura.

Esto es, por lo tanto, una funcién de la Capacidad Calorifica Cp de la muestra. Este parametro

representa la energia requerida para elevar la temperatura de la muestra en 1K. En términos de una

sefial en el DSC, puede ser expresado en la siguiente forma:

4Q _cp. dT

i 1-12
dt P dt (-12)

Donde (jj? es el Flujo de Calory (glt- es la Velocidad de Calentamiento. Por lo tanto en principio el

Flujo de Calor correspondiente a la linea base conlleva la Capacidad Calorifica de la muestra (ver

ecuacion 1-10). 41712

Al seguir el calentamiento, el proceso de fusion comienza. Sin embargo se requieren ciertos
cuidados en la interpretacion de los datos, pues el termograma presenta la sefial de fusion de un
compuesto ultrapuro de bajo peso molecular, el cual por definicion da picos de fusién estrechos. En
la practica, muchos materiales presentan picos de fusién anchos debido a la naturaleza de la
muestra y presencia de gradientes térmicos dentro del crisol de muestra. También muchos
materiales muestran multiples picos debido a la naturaleza multicomponente del material y de la

tendencia de estos componentes a cocristalizar en distintas estructuras. (4

Debido a esto, surge la pregunta en qué punto del pico debe ser considerado el punto de fusién.
Existen varias opciones para elegir el punto de fusién del pico (Figura 1-2): la temperatura en donde
comienza una desviacion de la linea base (Tb), la temperatura “onset’ extrapolada (Tw), la
temperatura del pico (Tp), y la temperatura en la cual el trazo de la sefial regresa a linea base (Te), 0
la temperatura “offset” extrapolada. Algunos autores recomiendan que para las muestras en donde
los gradientes de temperatura son pequefios y el proceso de fusiéon es estrecho, el “onset’
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extrapolado debe ser usado, y Temperatura de Pico debe ser usado para procesos de fusion

anchos. 4

El &rea bajo el pico A (Figura 1-3) representa la entalpia de cambio asociada al proceso de acuerdo

a la siguiente féormula:

A=k'm(—AH) (1-13)

donde k' es la Sensibilidad Calorimétrica (un factor de conversion eléctrico), m es la masa de la

muestra, y AH es la entalpia.

Consecuentemente es necesario calibrar el instrumento bajo condiciones similares a las del
experimento y medir el area del patrén de calibracién. Para muchos experimentos es aceptable usar
el metal Indio como patron, el cual posee un calor de fusion de 28.71 J/g. Sin embargo, si los
eventos o fendmenos a estudiar difieren considerablemente de la temperatura de fusién del Indio

(156.61 °C), es necesario utilizar un patrén que funda cerca de la regién de experimentacion. (4

Una consideracion extra, es la relacion entre el area absoluta del pico y de la velocidad de
calentamiento; a mayores velocidades de calentamiento el pico aparecera considerablemente mas

grande. Esto puede ser comprendido a través de la Figura 1-3:

Temp.
(arb)

Time (arb)

Figura 1-3 Efecto de la Velocidad de Calentamiento en la sensibilidad de la sefial.
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Durante el proceso de fusion, el calor aportado a la muestra va a ser utilizado para fundir el material,
por lo que un diferencial de temperatura se desarrollara entre la muestra y la referencia, en donde la
muestra se mantiene isotérmica durante el proceso; a velocidades de calentamiento pequefas (T's,
T', A') el retraso va a ser relativamente pequefio a cualquier temperatura dada, debido a que la
temperatura de referencia T'r no habra incrementado grandemente en el tiempo de fusién a
velocidad de calentamiento baja, por lo tanto A" va a ser pequefio. Para velocidades de
calentamiento mayores (T"s, T"r, A") la diferencia entre T"s'y T";serd mayor durante la fusidn, por lo
tanto A" va a ser mayor. También se concluye lo siguiente: velocidades de calentamiento bajas
favorecen la resolucion, sin embargo la Sensibilidad mejora a velocidades de calentamiento
grandes. De aqui, que cualquier experimento debe encontrar la velocidad de calentamiento que le

proporcione el balance entre Resolucidn y Sensibilidad. 4

1.3.2. OPTIMIZACION DE EXPERIMENTOS

Un calorimetro diferencial de barrido mide el Flujo de Calor hacia o desde una muestra, donde
usualmente la muestra es calentada. Cualquier cambio que afecte las caracteristicas del flujo de
calor, dentro del DSC o la muestra, va a afectar la recoleccion de datos registrados por el
instrumento. Por lo tanto es necesario conocer y entender las variables que pueden afectar la sefal

del flujo de calor. 4112

Un experimento tipico DSC recolecta informacion del flujo de calor que se transfiere desde o hacia
la muestra como una funcion de la temperatura o el tiempo. En ausencia de cualquier transicion la

informacién del flujo de calor puede ser representado por la siguiente ecuacion:

Q _dQ dT (1-14)
dt  dT ~ dt
dQ dQ

En donde m es el flujo de calor, a7 es la capacidad calorifica y O(;I es la velocidad de

calentamiento, en otras palabras:
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Flujo de Calor = Capacidad Calorifica - Velocidad de Calentamiento

Cuando una muestra sufre una transicién térmica, por ejemplo fusion, puede ser considerada como
un cambio significativo en la capacidad calorifica de la muestra o como un término extra en la

ecuacion de flujo de calor f (T t), el cual representa los eventos cinéticos:

dQ _dQ dT _
wca  a f(T,t) (1-15)

Flujo de Calor = Capacidad Calorifica - Velocidad de Calentamiento + Eventos Cinéticos

Como no existe un instrumento que mida el flujo de calor neto, es necesario efectuar medidas
diferenciales midiendo el flujo de calor entre la muestra y la referencia inerte. La magnitud de este
flujo de calor va a ser gobernada por la resistencia térmica del sistema, y de la diferencia de

temperatura entre la muestra y la referencia:

dQ _
dt

(T. —T5)/R (1-16)
donde Try Ts son las temperaturas de la referencia y la muestra respectivamente, y R es la

resistencia térmica entre la referencia y la muestra.

De las dos ecuaciones anteriores se puede apreciar que los términos claves que pueden afectar la
medicion del flujo de calor son:

— Lavelocidad de calentamiento

— La capacidad calorifica

— Eventos cinéticos (fusion, degradacion, etc.)

— Laresistencia térmica entre la muestra y la referencia

— Ladiferencia de temperatura entre la muestra y la referencia
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Estas variables deben ser entendidas y controladas para obtener datos DSC de calidad, es decir,
datos reproducibles y representativos de las propiedades de la muestra.

Algunas de estas variables pueden ser controladas o al menos influenciadas por el operador el
equipo. La velocidad de calentamiento en claramente una variable sobre la que el operador tiene
control. El operador sélo puede influir en otras, como la resistencia térmica del DSC; por ejemplo al

cambiar el gas de purga a otro con mayor conductividad térmica se mejora la transferencia de calor.

En un tipico experimento DSC, una muestra con peso conocido se coloca en un crisol de aluminio,
junto con un crisol de referencia dentro del equipo. Ambos se calientan en un entorno controlado, y
se registra la diferencia de flujo de calor entre ambas. Experimentos similares se efectian con
materiales de referencia con el fin de obtener constantes de calibracion como temperatura y flujo de
calor que en experimentos subsecuentes puedan ser reproducidos.

Las variables que afectan el experimento DSC pueden ser agrupadas en las siguientes categorias:

equipo, muestra y experimento.

1.3.2.1. Equipo:

Ademas del equipo DSC hay otros implementos auxiliares y equipos que necesitan ser calibrados y

provistos de mantenimiento para asegurar que los datos producidos por el DSC son exactos. 4

1.3.2.1.1. Balanzas analiticas.

La balanza analitica usada para pesar la muestra es a menudo el factor determinante que influye en
la exactitud de los resultados calorimétricos. La balanza debe ser monitoreada y calibrada contra
una masa patron cada vez que se efectie una determinacion en el DSC. Ademas, la balanza debe
ser lo suficientemente exacta para que la cantidad de muestra a pesar posea una masa confiable, la
cual refleje una entalpia correcta durante las determinaciones calorimétricas. Una balanza con 5
digitos es considerada como la minima necesaria cuando se pesan muestras en un rango de 10 mg
a 20 mg, una balanza con 6 digitos para pesos entre 1 mg y 10 mg; una con 7 digitos, para
muestras menores a 1 mg. Las balanzas deben permanecer limpias y el plato de la balanza se debe
limpiar antes de efectuar la pesada correspondiente, con el fin de asegurar que no exista algin

residuo que se adhiera a la parte externa del crisol. (4
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1.3.2.1.2. Gas de purga.

La mayoria de experimentos en materiales farmacéuticos son llevados a cabo en una atmdsfera
inerte, usualmente nitrégeno (N2). El gas Helio (He), el cual tiene una mayor conductividad térmica,
puede ser usado si la resistencia térmica del DSC necesita ser disminuida. Esto tiene el efecto de
incrementar la resoluciéon de las sefiales que estan cerca unas de otras con respecto a la

temperatura. 4

1.3.2.1.3. Flujo de purga.

Un gas de purga con flujo constante a través del DSC asegura que los productos volatiles
producidos durante el experimento son acarreados fuera del sensor de medicidén. También asegura
un ambiente constante e inerte alrededor del &rea de la muestra, lo cual ayuda a mantener una
reproducibilidad de la linea base de experimento a experimento.

Un cambio en la velocidad del gas de purga usado en el DSC puede afectar de varias formas; en
primer lugar es posible que pueda cambiar la temperatura y entalpia de calibracién, la magnitud de
esta variacion puede cambiar dependiendo del tipo de la configuracion del disefio del DSC, por
ejemplo hay dispositivos que pueden calentar el gas de purga antes de que entre a la celda del
DSC; en segundo lugar, para experimentos donde las sustancias volatiles son generadas mientras
la muestra es calentada, la forma del pico puede ser afectada por la velocidad a la cual las

sustancias volatiles son removidas. (4

1.3.2.1.4. Calibracion de temperatura del DSC

En cualquier experimento en DSC cuando la muestra es calentada, la muestra y sus alrededores no
estan en equilibrio térmico. La temperatura de la muestra va a ser ligeramente menor que la
temperatura del horno. La transferencia del calor entre el horno, la muestra y la referencia no es
instantanea y depende de las caracteristicas de la transferencia de calor del disefio particular del
DSC. Consecuentemente, se requiere una correccion para que temperaturas de transicion exactas
sean medidas en los registros de flujo de calor del DSC. Esto introduce el concepto de Retraso
Térmico dentro del sistema. De hecho existen varios retrasos térmicos a ser considerados: el
retraso entre el horno y el fondo del crisol de muestra, el retraso entre el fondo de crisol de muestra

y la muestra y el retraso dentro de la muestra misma. Existen varias metodologias para compensar
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uno o todos los retrasos. Los gradientes de temperatura dentro la muestra pueden ser disminuidos,
por ejemplo, utilizando pequefias cantidades de muestra, crisoles con una caracteristica de buena
transferencia de calor y velocidades de calentamiento bajas. Sin embargo el retraso térmico nunca

va a poder ser removido y por lo tanto debe medirse.

La calibracion de la temperatura requiere de patrones trazables, con transiciones de temperatura
conocidas y ser corridos en condiciones similares o iguales a las condiciones a las que van a ser
corridas las muestras. La temperatura de transicion del flujo de calor observada en el DSC para el
patron es comparada con el valor conocido y es aplicada la correccidn, en general con la ayuda de
software. Los patrones para calibracién de temperatura usados en DSC son los de punto de fusién
de metales puros como Indio (In), Plomo (Pb) y Estafio (Sn). Estos metales estan disponibles con
alto grado de pureza y con puntos de fusién bien conocidos. Varias organizaciones como el NIST
(National Institute of Standars and Technology) proveen estos patrones con certificado de

trazabilidad.

Los patrones de temperatura no abarcan el retraso térmico dentro de la muestra, por lo tanto este
argumento pone de manifiesto la necesidad del uso de materiales organicos para la calibracion de
temperatura en determinaciones farmacéuticas; sin embargo, la escasa disponibilidad de patrones
puros y certificados es un importante argumento en contra del uso de patrones organicos.

La calibracion de la temperatura debe ser efectuada en el rango de interés de experimentacion. Al
menos efectuar dos puntos de calibracién, y éstos deben abarcar el rango de interés; por lo tanto se
puede utilizar Indio (156.6°C) y otro metal con punto de fusién superior, por ejemplo Plomo
(327.5°C) o Estario (231.93°C).

La Figura 1-4 muestra la Temperatura Onset del punto de fusién del Indio a diferentes velocidades
de calentamiento. A medida que la velocidad de calentamiento incrementa el retraso térmico entre el

horno y la muestra incrementa. 4
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Figura 1-4 Efecto de la velocidad de calentamiento en la Temperatura Onset de fusion del Indio.

1.3.2.1.5. Calibracion de entalpia del DSC

Existen muy pocos materiales que tengan entalpias exactamente conocidas y que estén disponibles
con certificado de trazabilidad. Muchos libros de texto citan valores de calor de fusién para diversos
materiales. Hay algunas instituciones de quimica que proveen para el patrén Indio un certificado que
incluye trazabilidad de temperatura y entalpia, y por lo tanto puede ser utilizado para calibrar el DSC

tanto para las abscisas (temperatura) como para la ordenada (entalpia). (4

1.3.2.1.6. Accesorios de enfriamiento.

Cualquiera sea el accesorio de enfriamiento utilizado, es importante que ambos, enfriador y DSC,
hayan alcanzado un equilibrio térmico antes de que sean efectuados posteriores determinaciones.
La cantidad de tiempo necesario para la estabilizacion puede variar considerablemente DSC y
sistemas de enfriamiento, sin embargo el experimento debe efectuarse hasta que ambos se hayan

estabilizado. 4
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1.3.2.2. Muestra.

Idealmente la muestra deberia ser un disco circular delgado, de alta conductividad térmica que no
interacciones con las celdas del DSC de tal forma que pueda ser colocado directamente dentro del
horno sin la necesidad de crisoles. Estos criterios son necesarios para minimizar los gradientes
térmicos en la muestra y reducir la resistencia térmica del DSC. Desafortunadamente escasos
materiales farmacéuticos cumplen estos criterios. Debido a esto, se deben tomar en cuenta ciertos
cuidados durante la preparacion de la muestra con el fin de minimizar el retraso térmico y gradientes

térmicos al mismo tiempo que la muestra es todavia representativa respecto al material a granel. ;4

1.3.2.2.1. Forma de muestra: Polvos.

Idealmente, estos deberian ser de libre flujo, y si es posible de una consistente distribucion de
tamafio de particula; si el material contiene grumos, puede ser necesario pasar una porcion a través
de dos mallas (50 um y 100 um) y correr la porcién de muestra recolectada entre estos dos
tamafios de malla. La presencia de aglomerados u otros grumos dentro de la muestra puede llevar a
la formacién de “Hombros” en los picos durante las transiciones. Se debe evitar la utilizacién de
mortero y pistilo hasta demostrar analiticamente que este proceso no afecta la estabilidad

polimérfica del material. 4

1.3.2.2.2. Cristalinidad e Historia Térmica.

Los efectos de tratamientos térmicos previos (historia térmica) pueden afectar significativamente la
forma de la curva para materiales semicristalinos; esto puede provocar dificultades de comparacion,
a menos que hayan sido aplicadas historias térmicas similares a ambas muestras. Este efecto es

bien conocido para polimeros, grasas y ceras.
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Para hidrocarburos de cadena larga, la cantidad u orden de cristalinidad va a depender de que tan
lento haya sido el proceso de enfriamiento desde el estado liquido hasta temperatura ambiente.
Para muestras que han sido enfriadas répidamente existe menos tiempo disponible para que las
moléculas se ordenen en estructuras regulares; el resultado va a ser un material con un pico
pequefio de fusion. Por otro lado si la muestra es enfriada lentamente hay suficiente tiempo para
una mayor cristalizacion, dando como resultado un pico grande de fusion.

Cuando se estudian este tipo de materiales, es de mucha importancia establecer si es apropiado
estandarizar la historia térmica del mismo. Si este es el caso, un método simple de lograr esto es
crear un programa de calentamiento, enfriamiento y recalentamiento en el DSC. El primer
calentamiento borra la historia térmica de la muestra (asumiendo que la temperatura méxima a la
que se llegue es suficiente para borrar cualquier nucleo sin causar problemas de degradacion), la
etapa de enfriamiento le proporciona a la muestra una historia térmica conocida, y el segundo
calentamiento permite medir en la muestra propiedades con historia térmica conocida.

Las sustancias organicas pueden existir en forma cristalina y amorfa. Una sustancia amorfa puede
presentar varias transiciones mientras es calentada, la primera transicion es un cambio endotérmico
en la linea base, esto es la temperatura de transicion vitrea; mientras la temperatura incrementa se
puede observar un pico exotérmico de cristalizacion, esto es si la muestra puede formar mas
estructuras cristalinas; y finalmente cualquier material cristalino funde y generalmente se

descompone a mayores temperaturas. Todo este proceso se puede observar en la Figura 1-5: 4
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Figura 1-5 Terrmograma de salbutamol sulfato amorfo, mostrando transicién vitrea, recristalizacion, fusion y

degradacion.
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1.3.2.2.3. Tamafo de muestra.

A medida que la cantidad de masa incrementa, asi también incrementa el tiempo necesario para
que la muestra funda. Cuando una muestra funde la temperatura permanece constante. Esto puede
ser observado como una discontinuidad en la sefial de la temperatura de la muestra durante la
transicion de fusion. Cuando la masa de la muestra incrementa hay un incremento en el gradiente
térmico dentro de la muestra, lo cual conlleva a una disminucién de la pendiente en el borde entre la

linea base y el pico de fusion (ver Figura 1-6). (4
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Figura 1-6 Comparacion de tres muestras de Indio variando la masa. Velocidad de calentamiento 10°C/min. Las curvas
superiores corresponden al flujo de calor y las inferiores a la temperatura de la muestra ploteadas contra el

tiempo.

La Figura 1-7 muestra los mismos datos de la Figura 1-6, pero en la Figura 1-7 los datos son
ploteados contra la temperatura en sustitucion del tiempo. Las tres muestras funden exactamente a
la misma Temperatura Onset, pero el maximo del pico se mueve a una temperatura mayor a medida

que la masa de la muestra incrementa.

41



20

- \/ /,

Heat Flow (mW)

2.78 mg of Indium
40 —=-- 055 mg of Indium
— = 22.26 mg of Indium

—60- , ,
150 155 160 165 170
Exo Up Temperature (°C)

Figura 1-7 Comparacion de tres muestras de Indio variando la masa. Velocidad de calentamiento 10°C/min.

En la Tabla 1-1 se muestra un resumen de los efectos de la masa de muestra sobre las

transiciones.

Tabla 1-1 Efecto del tamafio de muestra sobre las transiciones medidas en DSC.

Tamaio de Muestra Sensibilidad Resolucion Temperatura Onset '!'e.m peratur:a
Maxima del Pico
Aumenta Aumenta Disminuye Constante Aumenta
Disminuye Disminuye Aumenta Constante Disminuye

1.3.2.2.4. Crisol de muestra.

Existe una amplia gama de crisoles disefiados para cumplir necesidades especificas al igual que
ciertas aplicaciones. Es importante determinar qué tipo de crisol se va a ocupar para una
determinada muestra o aplicacion. Esta por demas decir que la calibracion del equipo debe hacerse
con el mismo tipo de crisoles a usar en los experimentos programados. Una vez colocados dentro
del equipo el crisol con muestra y el de referencia, es importante proporcionarles un tiempo
prudencial para que alcancen entre ellos el equilibrio térmico (sefial estable de flujo de calor). Al
DSC le va a costar mas tiempo proporcionar el equilibrio térmico entre crisol de muestra y crisol de

referencia a medida que la masa ya sea de la muestra o del crisol aumente.
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Los crisoles disponibles para el DSC pueden ser clasificados en tres tipos: crisoles estandar,

crisoles herméticos y crisoles de alta presion, siendo los més utilizados los crisoles estandar.

Los crisoles estandar son los mas utilizados para muestras solidas y polvos, y vienen en dos partes,
cazuela y tapa (Figura 1-8). La cazuela es sellada presionando la tapa hacia la cazuela o plegando
las orillas una sobre la otra con la ayuda de una prensa. Hay disponibles varios materiales de
crisoles, siendo el mas utilizado el de aluminio para aplicaciones farmacéuticas. Si la muestra
reacciona con el aluminio se pueden utilizar crisoles de platino u oro. Los crisoles no son
herméticos. Si por el proceso de sellado del crisol la muestra sufre transformacion, entonces la tapa
del crisol solamente debe colocarse sobre la cazuela y no ser sellado. Es importante el uso de la

tapa ya que provee un buen flujo de calor hacia la parte superior de la muestra.

—]
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Figura 1-8: Crisol estandar (Cazuela y Tapa).

Después que el crisol es sellado hay que verificar que el fondo de la cazuela esté lo mas plana
posible, sino hay que frotarlo en una superficie plana para darle la forma plana deseada, todo con el

fin de asegurar una buena transferencia de calor entre el DSC y el crisol. 4

1.3.2.2.5. Crisol de referencia

El crisol de referencia debe ser del mismo material del que es usado para la muestra. Idealmente la
masa del crisol de referencia debe estar lo mas cercana a la masa del crisol de muestra mas la
muestra; esto disminuye la Caida Inicial de Linea Base observada al inicio de los termogramas.
Para compensar la deficiencia de masa del crisol de referencia se pueden colocar una o dos tapas
extras para alcanzar la masa total del crisol de muestra con la muestra.

Una vez que los crisoles son sellados es dificil saber si contiene muestra o no, por lo tanto es
recomendable haceruna pequefia marca de identificacion en la tapa. Seria muy costoso descartar

crisoles de referencia en buen estado solamente porque no se sabe que contienen.
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El tipo especifico de crisol utilizado para el disefio del DSC debe ser proporcionado por el
proveedor. Es prudente investigar con el fabricante cual es el tipo de crisol idoneo para una

aplicacion especifica.

1.3.2.3. Experimento

1.3.2.3.1. Caida Inicial de Linea Base

La Figura 1-9 muestra los termogramas de tres experimentos a diferentes velocidades.

Heat Flow (mW)

20°C/min
—— 10°C/min
==== 5°C/min

90 100 110 120 130 140 150
Exo Up Temperature (°C)

Figura 1-9 Comparacion del efecto de la velocidad de calentamiento sobre la caida inicial de linea base.

A medida que incrementa la velocidad de calentamiento también incrementa la caida inicial de la
linea base y la sefial de flujo de calor; debido a que al inicio de cada experimento la potencia es
incrementada en el horno, de tal forma que caliente rapidamente y la velocidad de calentamiento
aumenta al inicio del experimento hasta alcanzar la velocidad de calentamiento deseada. Esta

transicion puede ser descrita en la expresion siguiente:

Flujo de Calor = Capacidad Calorifica - Velocidad de Calentamiento.

La magnitud de caida puede ser disminuida ajustando la masa entre los crisoles de muestra y
referencia, tal como se muestra en la Figura 1-10:
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Figura 1-10 Comparacién de varios termogramas de una droga utilizando varias configuraciones de crisol de referencia.
Todas las corridas se efectuaron a 10°C/min y utilizando nitrégeno como gas de purga a 10 ml/min.

Notese que la caida es minimizada cuando el crisol de referencia y muestra poseen masas

similares, también se puede ver que la entalpia de fusién de esta sustancia permanece sin cambio
significativo.

La Figura 1-11 muestra una expansion en la parte inicial del analisis efectuado a 10°C/min en
donde la velocidad de calentamiento ha sido calculada de la derivada de la termocupla de muestra a
intervalos de 30 segundos.
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Figura 1-11 Flujo de Calor y datos de derivada de temperatura para los primeros cinco minutos de un experimento DSC.

Para este sistema (especificamente: DSC, crisol de muestra, gas de purga, etc.) la velocidad de
calentamiento y el flujo de calor se han estabilizado después de aproximadamente 2.5 min. En
general este es un tiempo de estabilizacion aproximado para cualquier velocidad de calentamiento,
es decir que es necesario iniciar el experimento abajo del primer fenémeno a estudiar por lo menos
a 2.5 min del primer pico; por ejemplo si una sustancia funde a 55 °C y es utilizada una velocidad de
calentamiento de 10°C/min, la méaxima temperatura para comenzar el experimento es 30°C (55-[10
X 2.5]). 4
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1.3.2.3.2. Velocidad de Calentamiento

La Figura 1-12 muestra la fusion del Indio como una funcién de la velocidad de calentamiento.
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Figura 1-12 Efecto en la velocidad de calentamiento en experimentos DSC. Experimento realizado con 2,78 mg de Indio
en un crisol de aluminio, y como gas de purga Nitrégeno a 25 mL/min.

Se pueden ver varios efectos al aumentar la velocidad de calentamiento:

— La Temperatura Offset de la linea base incrementa

— Laaltura, magnitud y ancho del pico de fusion incrementa

— Latransicion de fusion se observa a mayores temperaturas
Ademas se pueden efectuar las siguientes consideraciones, cuando la velocidad de calentamiento
incrementa, también lo hace el ancho del pico, por lo tanto disminuye la resolucion; no asi la
sensibilidad la cual incrementa y finalmente el tiempo del experimento disminuye. En la
investigacion farmacéutica es razonable comenzar con una velocidad de 10°C/min, y en donde la
muestras tienen transiciones que son separadas por unos cuantos grados (por ejemplo
polimorfismo) el criterio de resolucién generalmente vence sobre el criterio de tiempo y sensibilidad,

y en estos casos se utilizan velocidades de calentamiento bajas. 4
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1.3.2.3.3. Manejo de datos

Con la instrumentacién computarizada de los DSC pardmetros adicionales necesitan ser
considerados. Los datos que son guardados en la computadora consisten en un conjunto de tiempo,
temperatura y flujo de calor los cuales son enviados desde el microprocesador hasta el DSC. Los
datos deben ser tratados matematicamente y es de importancia entender el efecto que estos valores
van a tener en los datos almacenados de flujo de calor.

Uno de estos parametros de almacenamiento es La Velocidad de Muestreo de Datos, el cual con el
fin de reducir el tamafio de los archivos, es una funcién del software que permite la seleccién del
numero de puntos de datos a ser recolectados a una velocidad de muestreo. A medida que el
numero de puntos colectados es menor en un experimento, cada transicidn térmica es descrita con
un numero menor de puntos; esto se refleja en una disminucion de la entalpia de la sefial debido a
que se pierde cierta cantidad de area. En general utilizar menos de un punto por segundo afecta la

integracidn del pico, asi como también otras mediciones hechas sobre el pico. 4
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1.4. VALIDACION

Considerando que el laboratorio de andlisis es parte de un eslabdn en la cadena productiva de
medicamentos, la confiabilidad de los resultados es uno de los aspectos que debe ser abordado

mediante lo que se conoce como validacion. 15

Se llama “validaciéon” a la obtencion de pruebas, convenientemente documentadas, demostrativas
de que un método de fabricacion o control es lo suficientemente fiable como para producir el
resultado previsto dentro de intervalos definidos. Por lo que, “Validar” es verificar documentalmente

que un método o proceso hace lo que tienen que hacer. 1617

La validacion es necesaria porque proporciona un alto grado de confianza y seguridad en el método
analitico y en la calidad de los resultados, ademas, permite un conocimiento profundo de las
caracteristicas de funcionamiento del método analitico. Este conocimiento y seguridad se traduce en
una disminucion del numero de fallos y repeticiones de analisis, con el consiguiente ahorro de los
costos asociados. También, la validacion brinda una eficiencia para el cumplimiento de los plazos
previstos de los analisis de los lotes que necesitan ser liberados en la produccién. Por otra parte, los
métodos analiticos deben validarse para cumplir con las exigencias legales de los organismos
reguladores de productos, entre los cuales destacan los organismos reguladores de medicamentos.
El FDA (Food and Drug Adminitration, por sus siglas en inglés), el cual es un organismo regulador
de medicamentos en Estados Unidos de América, requiere para el registro de nuevos productos que
los métodos analiticos sean validados y debidamente documentados. La produccion de
medicamentos en El Salvador esta legislada bajo el Reglamento Técnico Centroamericano sobre las
Buenas Practicas de Manufactura para la Industria Farmacéutica, en donde en el capitulo de control
de calidad, establece que las metodologias analiticas deben estar validadas y documentadas. 7)1

(17

49



1.4.1. DOCUMENTACION DE LA VALIDACION

La documentacion es una parte esencial de la validacion ya que interviene en todo el proceso. La

Figura 1-13 resume las fases de que consta una validacion.

PROTOCOLO DE
VALIDACION

REALIZACISON DE
LA VALIDACION

EVALUACION
RESULTADOS
ANALITICOS

I INFORMES I

CERTIFICADO DE
VALIDACION

Figura 1-13 Esquema de las fases de una validacion.

1.4.1.1. Protocolo de validacién

El primer paso es redactar el "Protocolo de Validacion" que consiste en un plan experimental
disefiado para que, cuando se ejecute, sea una prueba evidencial de que el sistema ha sido
validado.
En el protocolo se ha de incluir una definicién del sistema a validar e identificar los parametros a
validar, asi como sus criterios de aceptacion. Debe ser especifico para cada producto y método y
debe ir firmado y fechado por las personas responsables de la validacion y de su aprobacion. 1)
El esquema de un protocolo de validacion incluye los aspectos siguientes:
— Objetivo
Exposicion clara de la finalidad de la validacién y propuesta de fechas de inicio y final.
— Responsables
Relacion de las personas que llevaran a cabo la validacion y de las que la aprobaran.

— Factores criticos
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Es fundamental identificar los factores de mayor influencia sobre las caracteristicas de
funcionamiento del método analitico; por ejemplo, efecto de los excipientes en la valoracion
de principios activos, influencia de los procedimientos de fabricacion, presencia de
impurezas que pueden interferir, efecto de la temperatura, pH, tiempo de preparacion de la
muestra, etc.

Parametros a estudiar

Los parametros a estudiar se seleccionan en funcion de las caracteristicas de la muestra,
tipo de método analitico y rango de concentracidn del analito.

Muestras

El muestreo de lotes industriales se realizara de acuerdo con procedimientos escritos que
indicaran también los sistemas de rotulacién y tratamiento previo de las muestras.

Si se precisan placebos, existiran procedimientos escritos del método de preparacion.
Equipos

Se han de identificar los equipos a utilizar en el proceso de validacion  (pH-metros,
balanzas, cromatdgrafos, etc.), y comprobar que estdn convenientemente cualificados,
incluyendo estos datos en el informe de validacion.

Métodos analiticos

Existiran métodos escritos provisionales describiendo el procedimiento para la
determinacion de los parametros a evaluar, con indicacion de reactivos, patrones,
materiales, técnica y calculos.

Limites de aceptacion

Se estableceran a priori para cada uno de los parametros, basandose en las necesidades o
finalidad del método y en la informacién recogida durante la fase de desarrollo del

procedimiento analitico.

1.4.1.2. Realizacion de la validacion y evaluacion de los resultados analiticos

Todos los datos primarios deben ser perfectamente auditables en los diarios de laboratorio.

Una vez realizada la validacion, se evaluaran los resultados obtenidos y si difieren de los esperados

se afadira un addendum al protocolo, explicando los cambios introducidos respecto al protocolo

original y las razones que los justifican. 12 16]

51



1.4.1.3. Informes técnicos

Los informes técnicos deberan incluir:

Referencias de la calibracion y cualificacion de los instrumentos utilizados y resultados de la
verificacion de los parametros de idoneidad antes de iniciar el estudio de validacion.

Métodos escritos definitivos descubriendo el procedimiento para la determinacién de cada uno de
los parametros a evaluar.

Resultados de las determinaciones de cada parametro incluyendo esquemas, copias originales de
los espectros, cromatogramas, curvas de valoracion, etc.

Discusion de los resultados y conclusiones. Se indicara la aceptacion o no de la validacion del
método analitico. También se puede aceptar un método analitico con limitaciones para un tipo de

muestras concreto.

1.4.1.4. Certificado de validacion

Por ultimo, se extendera un Certificado de Validacion o documento formal de aprobacion firmado
por las personas responsables. Este certificado puede ser independiente, incluyendo un
resumen del protocolo de validacion y de los resultados obtenidos, o bien anexarse al final del

informe. (1121 (161

1.4.2. CRITERIOS FUNDAMENTALES DE VALIDACION

1.4.2.1. Caracteristicas De Funcionamiento De Los Métodos Analiticos

Las caracteristicas de los métodos analiticos deben definirse y usarse experimentalmente de forma
que cualquier analista pueda interpretarlos correctamente.

Sin embargo, existe una terminologia tan abundante y tantas opiniones diferentes (incluso "filosofias
analiticas" diferentes) que no resulta facil para el analista decidir qué atributos debe utilizar. 1)

Las caracteristicas de funcionamiento de un método analitico comprenden todos los datos y
resultados experimentales que demuestran su aptitud para el uso al que se destina. Se consideran

los siguientes grupos de caracteristicas de funcionamiento:
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Caracteristicas de fiabilidad. Son las que demuestran la capacidad de un método analitico
para mantener a lo largo del tiempo los criterios fundamentales de validacion.
Caracteristicas de practicabilidad. Son las que deciden si el procedimiento analitico es facil
o dificilmente realizable en la practica.

Caracteristicas de idoneidad. Son el conjunto de parametros que garantizan que el sistema

responde, en el momento del andlisis, a los requisitos fijados en la validacion del método.

1.4.2.1.1. Fiabilidad

Las caracteristicas de fiabilidad comprenden los cinco criterios fundamentales de validacion, no

necesariamente aplicables en todos los casos y de los que derivan en la practica todos los

parametros de validacion. 1]

Proporcionalidad entre concentracion del analito y respuesta del instrumento. Este concepto
se relaciona con los parametros linealidad, intervalo o rango y también con la sensibilidad.
Dispersién de una serie de resultados alrededor del valor medio o central, es decir, el " mas-
menos" de un procedimiento analitico. Este concepto se relaciona con los siguientes
parametros: precision, repetibilidad, reproducibilidad y robustez.

Diferencia entre el valor determinado en el analisis y el valor verdadero. Concepto
relacionado con los parametros exactitud y recuperacion.

Cantidad minima de analito requerida para obtener un resultado significativo. Concepto
relacionado con los parametros sensibilidad, limite de deteccién y limite de cuantificacion.
Capacidad de un método para determinar el analito sin interferencias de impurezas,
productos de degradacion, excipientes u otras sustancias presentes en la muestra.

Concepto relacionado con los parametros selectividad y especificidad.

1.4.2.1.2. Practicabilidad

Los parametros de practicabilidad se evalUan en la fase de desarrollo del método analitico: tiempo,

coste, tamafio de la muestra, cualificacion del personal, tipo de equipo e instrumentacion,

condiciones de seguridad, etc.
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Hay que tener en cuenta los objetivos del método analitico. Asi, en un laboratorio de |+D es
corriente utilizar métodos laboriosos que requieren un consumo elevado de tiempo, sin importar
demasiado la rentabilidad global del procedimiento que, a lo mejor, se ha disefiado para obtener
unos pocos resultados en relacion a un estudio concreto. En cambio, en un Laboratorio de Control,
el tiempo de preparacion de la muestra y de utilizacién de aparatos, el tiempo global del analisis v,
en general, los criterios de rentabilidad del personal y del equipo tienen una importancia primordial.

[16]

1.4.2.1.3. Idoneidad

Los parametros de idoneidad no son de validacidn y deben considerarse dentro de las Buenas
Practicas del Laboratorio Analitico.

Normalmente el término idoneidad se aplica al conjunto de parédmetros relacionados con la
verificacion del buen funcionamiento de los instrumentos analiticos. Asi, en un método por
cromatografia liquida o de gases serian: nimero de platos teoricos, factores de resolucion, simetria,
y capacidad, tiempo de retencion relativo y coeficiente de variacion del sistema. Las monografias de
la USP que utilizan métodos cromatogréficos cuantitativos, establecen los valores apropiados de
estos parametros para que el sistema instrumental sea considerado idoneo.

Un sistema analitico es idéneo si responde, en el momento de su utilizacion, a los requisitos fijados
en la validacion del método. Los instrumentos se cualifican, los métodos se validan y la idoneidad

verifica el buen funcionamiento del sistema (instrumento y método) en el momento de su uso. 2

1.4.3. SELECTIVIDAD - ESPECIFICIDAD

En alguna literatura de validacion los términos selectividad y especificidad se consideran
equivalentes y se definen como la capacidad de un método analitico para medir exacta y
especificamente el analito, sin interferencias de impurezas, productos de degradacion, compuestos
relacionados o excipientes que puedan estar presentes en la matriz de la muestra. (1) ;21116117

Algunos autores diferencian ambos términos y asi consideran la selectividad como la capacidad de
detectar simultanea o separadamente sustancias quimicas diferentes presentes en una misma
muestra y la especificidad como la capacidad de detectar el analito sin interferencias de ningun

otro compuesto. (1121 16] [17]
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En el analisis farmacéutico actual, la tendencia mayoritaria es la utilizacion de métodos
relativamente selectivos (por ejemplo cromatografia liquida y de gases) en los que la presencia de
otros componentes tienen escasa influencia en los resultados. No obstante, se pueden utilizar
métodos poco especificos (por ejemplo potenciométricos o espectrofotométricos) si existen métodos
complementarios que demuestren la ausencia de substancias que puedan interferir. 112 116117

La selectividad de un método analitico se determina comparando los resultados del analisis de
muestras conteniendo impurezas, productos de degradacion, substancias relacionadas o
excipientes con los resultados del analisis de muestras que no contienen dichas substancias. (12 1]

(171

1.4.3.1. Tipos de métodos analiticos y selectividad

La selectividad es una condicion esencial para conseguir una buena exactitud por lo que es, en
todos los casos, un criterio clave. Los estudios de selectividad varian segun el tipo de método
analitico: g

Métodos de identificacion: La selectividad debe demostrar que el método funciona en presencia de
otras substancias que pueden interferir y de las de composicidn similar.

Ensayos de pureza: La selectividad debe garantizar que el método analitico permite una evaluacion
de las impurezas que se pretenden analizar cualitativamente o cuantitativamente. Si, por ejemplo,
se trata de determinar impurezas y substancias extrafias por cromatografia en capa fina, hay que
demostrar que el método es capaz de separarlas todas de acuerdo con los limites de deteccion y/o
cuantificacion establecidos.

Determinacion cuantitativa de un componente: Cuando se determina la riqueza de una materia
prima o el contenido en principio activo u otro componente (conservador, antioxidante) en un
medicamento, el estudio de selectividad debe asegurar que la sefial medida con el método analitico
procede Unicamente de la substancia a analizar sin interferencias de excipientes, productos de
degradacion y/o impurezas.

Los requerimientos de selectividad pueden ser muy diferentes segin sean los objetivos del método
analitico y la fase de desarrollo del farmaco. Por ejemplo, en las fases iniciales de obtencion de un
producto nuevo de sintesis, es importantisimo determinar la estructura (anélisis elemental,
espectroscopia IR, RMN, masas, difraccion de rayos X, etc.) para demostrar la "identificacion"; en

cambio, en un control rutinario de materia prima la "identificacion" puede consistir en una
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comparacion con un patrén de referencia. Analogamente, el estudio de selectividad de un método
UV puesto a punto para valorar el principio activo de unos comprimidos, sera diferente si se aplica el
método para determinar la velocidad de disolucion o bien para hallar el contenido en principio activo;
en este Ultimo caso se requerira un estudio mas completo que incluya la comparacién con un
método alternativo mas especifico que el método UV. (11121 16 17]

Para efectuar estudios de selectividad se precisa la maxima informacién sobre impurezas y
productos de degradacion; potencialmente presentes en la muestra, asi como de interferencias
debidas a excipientes u otros componentes. Conseguir esta informacidén y disponer de estas
sustancias puede suponer un ingente trabajo pluridepartamental entre los técnicos de Sintesis,
Anélisis y Galénica.

Resulta evidente, después de lo dicho, que la selectividad es un criterio complejo, dificil de validar y
que las pautas generales para su determinacion exigen una interpretacion cautelosa por parte del

técnico que deba adaptarlas a un método analitico particular. 1112161 17]

1.4.3.2. Selectividad en métodos analiticos de determinacién cuantitativa de

componentes

Se supone que se han efectuado estudios previos y que se han definido las impurezas y productos
de degradacién (aunque no necesariamente se conoce su estructura).

Cabe distinguir dos casos perfectamente diferenciados: materias primas y formas farmacéuticas. 2

1.4.3.2.1. Materia prima

— La determinacion de la selectividad se obtiene comparando los resultados analiticos de un
patron  de referencia (0 de un patrén de trabajo preparado a partir de otro de referencia)
con los de un Patron cargado con todas las substancias (impurezas y productos de
degradacion) que, potencialmente, puedan estar presentes como contaminantes. La
concentraciéon de contaminantes afiadidos como carga no debe ser inferior a los limites
establecidos para cada uno de ellos. Si dichos limites no se han estudiado suele afadirse
un 1% de cada uno.
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Si no se dispone de productos de degradacion se deberd efectuar ensayo para las
impurezas, tal como se ha descrito anteriormente y otro especial para productos de
degradacion. En este ensayo se puede comparar un patrén con un lote de materia prima
caducado o bien con el mismo patréon sometido a un proceso de degradacion. Las
condiciones del proceso de degradacidn deben estudiarse para cada materia prima; por
lo general se incluyen luz, temperatura y humedad y en ocasiones pH extremos (&cidos,
basicos) y accion de oxidantes y/o reductores. Se procura que la proporcion de materia
prima degradada no sobrepase el 10% del total.

Cuando no se dispone de muestra de ciertos contaminantes o existen contaminantes de
estructura desconocida, se debe utilizar ademas, algun método alternativo. Se analiza un
patrén de referencia y una muestra de materia prima conteniendo impurezas y productos de
degradacion, (puede tratarse de una materia prima degradada o de un lote caducado) por el
método en cuestion y por un método alternativo. El grado de coincidencia de los resultados
demostrara la selectividad.

El método alternativo debe ser indicativo de estabilidad, es decir, con una capacidad alta de
proporcionar informacion sobre la pureza de la muestra. Por ejemplo, métodos
cromatograficos (capa fina, gases, liquido) o termométricos (anélisis térmico y calorimetria
diferencial). Si el método analitico a validar es cromatografico, el método alternativo puede
ser una cromatografia en condiciones diferentes.

En cualquier caso, se recomienda que por lo menos uno de los dos métodos sea
cromatografico y que exista la posibilidad de comprobar la pureza de los componentes del
cromatograma: cromatografia de gases-espectrometria de masas, cromatografia liquida con
detector de diodos, recolecciéon y analisis de las fracciones que eluyen del sistema
cromatografico, elucion y analisis de las manchas de una placa de cromatografia en capa

fina, etc.

57



Cuando un estudio de selectividad demuestra interferencia de alguna substancia presente
en la muestra no significa, necesariamente, que el método analitico deba rechazarse por
falta de especificidad. Se podra utilizar siempre que en el método de control de rutina de la
materia prima se incluya, ademas del procedimiento de determinacién cuantitativa, el
procedimiento alternativo complementario que demuestre que aquellas substancias estan
ausentes, o bien que se hallan en concentraciones inferiores a las que pueden producir una

interferencia significativa en el resultado.

1.4.3.2.2. Forma farmacéutica

El estudio de selectividad debe demostrar que las impurezas y especialmente, los productos de

degradacion no interfieren en los resultados. Hay que comprobar, ademas que la presencia de

excipientes y/u otros principios activos y las posibles interacciones medicamento-envase primario no

tienen efectos relevantes sobre la determinacion del principio activo. 12161 117]

Las posibilidades analiticas en un estudio de selectividad de una forma farmacéutica son diferentes:

Preparacién de un placebo reciente conteniendo todos los ingredientes de una muestra
normal excepto el analito y determinacién del mismo en las condiciones del método. De
forma ideal ninguno de los componentes deberia dar una respuesta cuantificable.
Preparacion de un placebo degradado y analisis del mismo.

Adicion de patron de analito al placebo reciente y comparacion de la respuesta con la de un
patron puro de analito. Los resultados deben ser concordantes. En métodos
cromatograficos (HPLC, CG) la resolucion entre el pico del analito y los debidos a las
interferencias debe ser, en general, superior a 1.0.

Adicion de un patrén de analito cargado con impurezas y productos de degradacion al
placebo reciente y comparacion con la respuesta de un patrén puro de analito, utilizando

ademas, un método alternativo apropiado para ensayo de estabilidad.
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— Degradacion de una muestra de medicamento (o del placebo reciente méas analito)
acondicionada en su envase definitivo y comparacion con la respuesta de un patron puro de
analito. EI medicamento degradado se obtiene a partir de muestras procedentes de los
estudios de estabilidad acelerada a diferentes condiciones ambientales. Si se trata de una
validacion retrospectiva pueden utilizarse muestras de medicamentos en el limite de su

fecha de validez.

En la practica habitual en la demostracion de la selectividad se utiliza placebo reciente (primer
caso), placebo reciente cargado con analito (tercer caso) y uno de los dos métodos (cuarto o quinto
caso, placebo reciente cargado con analito degradado o bien muestra de medicamento degradado o
caducado). Los datos del estudio de placebo degradado (segundo caso) suelen obtenerse

implicitamente del estudio (quinto caso). (1) 2 116 (17)

Igual que ocurre con las materias primas, hay que destacar la importancia de los sistemas de

comprobacion de pureza de los picos en métodos de cromatografia liquida.

1.4.4. LINEALIDAD

Dentro de este término se incluye la proporcionalidad entre cantidad o concentracion de analito y
respuesta, asi como el intervalo o rango de concentraciones de analito para los cuales el método es
satisfactorio. La linealidad se relaciona, ademas, con la sensibilidad de calibrado o cociente
diferencial entre la sefial medida y la concentracion de analito.

Se entiende como linealidad la capacidad de un método analitico de obtener resultados linealmente
proporcionales a la concentracion de analito en la muestra, dentro de un intervalo determinado. 112

(161 [17]
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1.4.4.1. Determinacion de la proporcionalidad y de la linealidad

El ensayo de linealidad puede efectuarse tanto sobre cantidades o soluciones patron del analito,

como sobre muestras problema que contengan cantidades o concentraciones crecientes de analito,

efectuandose posteriormente el tratamiento matematico de los resultados analiticos. Normalmente

estos calculos se efectian con programas de ordenador. (1 121116) (17

Las fases de este ensayo son las siguientes:

En primer lugar, conviene cerciorarse de que el intervalo lineal dinamico del sistema
instrumental sea mas amplio que el intervalo de concentraciones a estudiar. Para ello puede
efectuarse un tanteo previo con unos cuantos patrones que abarquen un rango de
concentraciones mas amplio que el intervalo de concentraciones a establecer (por ejemplo
10 - 200 % del valor declarado). Si la sensibilidad del sistema instrumental se mantiene
constante se puede continuar con el estudio completo de linealidad. Si la sensibilidad es
variable, es recomendable efectuar el estudio de linealidad a dos niveles de concentracion.
Preparar una serie de patrones de analito de cantidades o concentraciones crecientes. El
numero de patrones puede estar comprendido entre 3 y 10 y el intervalo de cantidades o
concentraciones se selecciona de acuerdo con las cantidades esperadas de analito en la
muestra. Asi, por ejemplo:

o Valoracion de una materia prima. Analizar 3-5 patrones a un intervalo de cantidades
o concentraciones del 80-120% de la tedrica.

o Valoracion de un principio activo en un producto terminado. Analizar 5-7 soluciones
patrén con un intervalo de concentraciones del 50 - 150 % de la tedrica.

o Sise supone que la cantidad o concentracién del analito puede variar ampliamente
(ensayos de impurezas o productos de descomposicion, determinacion de un
analito en fluidos biolégicos, etc.) los patrones deberan abarcar todo el intervalo de
concentraciones previsto (por ejemplo: 10-100 ppm para una impureza; 10 % - 200
% de la concentracion promedio del analito en fluidos biolégicos).

Efectuar el andlisis siguiendo exactamente el procedimiento descrito. Cada analisis se
efectuara como minimo por duplicado. En procedimientos cromatograficos se recomienda
efectuar las inyecciones por triplicado, a no ser que se utilice un procedimiento con patrén

interno.
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Determinar la linea de calibracion que relaciona respuesta (&reas, alturas, absorbancias,
etc.) con cantidad o concentracion de analito. Generalmente se halla la recta de regresion
por el método de ajuste de los " minimos cuadrados". En algunos casos se necesita alguna
transformacion matematica previa (logaritmos, reciprocos) para obtener funciones de
calibrado lineales.

La recta de calibracién es del tipo:

y =a+bx (1-17)

siendo xla cantidad o concentracion, y la respuesta, b el valor de la pendiente y a el

valor de la ordenada en el origen
Tratamiento estadistico de los datos analiticos, a fin de evaluar la linealidad y la

proporcionalidad.

1.4.4.2. Representacion grafica de la recta de regresion

Se puede efectuar en papel milimetrado o, preferiblemente, mediante un programa grafico de

ordenador. Conviene representar también los valores experimentales de y. Una gréfica realizada

de esta forma da una idea inmediata de la relacién entre las dos variables X, Y : 112111611171

Si la recta no pasa por el origen de coordenadas el método a evaluar esta afectado por un
error sistematico (sesgo) por defecto o por exceso.

Si existen diferencias apreciables entre los valores experimentales y los puntos de la recta,
significa que la linealidad no es muy buena o que el error experimental es importante y los

limites de confianza seran amplios.
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1.4.4.3. Interpretacion estadistica de la regresion lineal

La representacion anterior suele ser suficiente. Sin embargo, conviene efectuar una interpretacion

estadistica de la regresion 12 (161117

1.4.4.3.1. Coeficiente de Correlacion r

El coeficiente de correlacion refleja el grado de relacion entre las variables x (cantidad o
concentracion), y (respuesta). Su valor maximo es 1. Si r es cercano a la unidad significa que
existe correlacién con una probabilidad elevada. Existen tablas de r que dan el grado de

significacién del valor obtenido para el coeficiente de correlacion.

Férmula para hallar r :

_ 2(X; ii)()/i _y)i (1-18)
206X (Y- y)?

En anélisis quimico se obtienen valores de r elevados, iguales o superiores a 0,999, si bien en
andlisis de trazas se aceptan valores mas bajos (iguales o superiores a 0,990). Valores muy
elevados de r no deben tomarse erroneamente como indicadores de linealidad.

El cuadrado del coeficiente de correlacion se denomina coeficiente de determinacién e indica la
proporcion de la varianza total de y que es explicada por el modelo lineal de regresion.

La linealidad se demuestra estadisticamente por otros procedimientos que se describen a

continuacion.
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1.4.4.3.2. Test de linealidad

Existen varios procedimientos para verificar la linealidad:

— Coeficiente de variacion de los factores de respuesta ( F )
El factor de respuesta es la relacion entre la lectura y la cantidad o concentracién. Para una

cantidad o concentracién determinada, el factor de respuesta puede tomarse como una
expresion aproximada de la sensibilidad de calibrado a esta cantidad o  concentracién. En
una calibracion lineal los factores de respuesta deben ser semejantes entre siy cercanos al
valor de la pendiente; por este motivo se puede tomar el coeficiente de variacion de los
factores de respuesta como una expresion de la linealidad. Se considera que coeficientes
de variacion superiores al 5% indican falta de linealidad. En la mayor parte de los casos se
trata de una curva sigmoidea (en forma de ese) sobre la cual debera determinarse la zona

de linealidad.

— Andlisis de la varianza de la regresion.
Este método es mas riguroso desde el punto de vista matematico, pero so6lo puede aplicarse
si existen réplicas para cada concentracion. El valor de Fexp €s la relacion entre la varianza
de curvatura o no linealidad (debida a la falta de ajuste entre la recta de regresion y los
datos experimentales) y la varianza dentro de las series (debido al error experimental dentro
de las series). Si Fexp < F tablas para un grado de significacion determinado (generalmente

P =0,0506 0,01) implica que la linealidad es correcta.

— Significacion Estadistica de la Desviacion Estandar de la Pendiente b (Test de
Proporcionalidad)
A la pendiente b se le llama también coeficiente de regresion. A mayor pendiente, mayor
sensibilidad (respuesta del método frente a los cambios de concentracién del analito).

o La Desviacion Estandar de la Pendiente s, se utiliza como expresion matemética

de la linealidad: a menor Desviacion Estandar mejor linealidad. Se determina con

una de las férmulas siguientes:
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g = ylx 1-19
" o (1-19)
S
s, = yix (1-20)
, (Xx)°
\ZX n

Siendo s, la Desviacion Estandar de los Residuos de y (Tambien conocido

como: Desviacion Estandar del Error Experimental, Error Tipico Experimental, Error
Aleatorio de la Ordena o Desviacion Estandar de la Regresion) debida a la variacion
dentro de las series mas la variacién debida a la falta de ajuste entre la recta de
regresion y los datos experimentales.

Elvalorde s, se obtiene por diferentes formulas:

_ 2 -9)°
Sy/x _\ n—2 (1-21)

_ Yyl -aXy, —bXxy,
S = n-2

(1-22)

o Para expresar la linealidad también se utiliza la desviacion estandar relativa
DER(b):

DER(b) = Sk;’loo (1-23)

o Los Limites de Confianza de la Pendiente LC(b) se hallan a partir de la

expresion:
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LC(b) =b+ts, (1-24)

siendo t el valor de la distribucion de Student para v = (n—2) grados de libertad a

la probabilidad escogida.

o Otro test estadistico de importancia es el Contraste de Significacion de la Pendiente
top (D) :

b
QAMZS (1-25)
b

En la tabla de t,, de Student se halla el grado de significacion para v =(n—2)

grados de libertad a la probabilidad escogida, en donde la Hipdtesis Nula es
H,:b=0

— Significacion Estadistica de la Desviacién Estandar de la Ordenada en el Origen a (Test de
Error Sistematico)
El valor de a, ordenada en el origen (También conocido como: intercepcidn con el eje de
ordenadas), indica el error sistematico del método. En el caso ideal debe ser cero.

o La Desviacion Estandar de la Ordenada en el Origen s, se obtiene por las

formulas:

I,
a ylx\nZ(Xi—i)z

%:%V%f (1-27)

o Ladesviacion estandar relativa de la Ordenada en el Origen DER(a) es igual a:

S (1-26)
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DER(a) = 22100 (1-28)
a

o Los limites de confianza de la Ordenada en el Origen LC(a) se hallan a partir de

la expresion:
LC(a)=axts, (1-29)

siendo t el valor de la distribucion de Student para v = (n—2) grados de libertad a
la probabilidad escogida.

Si estos limites incluyen el cero, se cumple la condicion de falta de error
sistematico.

o La significacién estadistica de la Ordenada en el Origen t__(a) se puede deducir

exp
también de la expresion:

texp(a) = Sa (1'30)

a

En la tabla de t,, de Student se halla el grado de significacion para v =(n—2)

grados de libertad a la probabilidad escogida, en donde la Hipotesis nula es
H,:a=0

1.4.4.4. Comparacion de pendientes y términos independientes

Cuando se dispone de dos rectas de calibracion surge la necesidad de demostrar que son
estadisticamente idénticas. Dos rectas de calibracién efectuadas con el mismo procedimiento
analitico, con series de concentraciones similares, no deben diferir significativamente en los valores
deayb. 11607

Existen varias pruebas estadisticas para la comparacion de dos pendientes y de dos términos

independientes
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Si una recta es y=a+bx ylaotraes y=a +bx los valores a'y b' son aceptables si estan

comprendidos respectivamente dentro de los limites de confianza de a (axts, )y b(b=ts, ).

1.4.5. SENSIBILIDAD, LIMITE DE DETECCION, LIMITE DE
CUANTIFICACION.

Estos parametros se relacionan con la cantidad de analito requerida para dar un resultado
significativo, cualitativo o cuantitativo.

La sensibilidad es la capacidad de un método analitico de registrar ligeras variaciones de la
concentracion.

Debe distinguirse entre sensibilidad de calibrado y sensibilidad analitica.

La sensibilidad de calibrado es igual a la pendiente de la recta de calibracién, es decir, la sefial o
respuesta por unidad de concentracion o cantidad.

La sensibilidad analitica es la sensibilidad de calibrado dividida por la desviacion estandar de la
respuesta.

Dos técnicas pueden tener la misma sensibilidad de calibrado pero la sensibilidad analitica sera
mayor en la mas precisa.

Mientras que la sensibilidad de calibrado es constante dentro de un intervalo determinado, la
sensibilidad analitica varia con la concentracion del analito, puesto que la precision cambia con la
cantidad de analito presente en la muestra. (111211161117

Si la precision del método se expresa como desviacion estandar, se observa generalmente un
incremento lineal de ésta al aumentar la concentracion. Si, en cambio, se expresa como CV se
observa una disminucién no lineal al aumentar la concentracion (Figura 1-14). A concentraciones

muy bajas el CV es muy elevado y los resultados son inciertos.

67



Desviacién
estandar

Concentracién
(A) (B)

.

Figura 1-14 (A) Relacion entre Desviacion Estandar y Concentracion. (B) Relacion entre Coeficiente de Variacién y

Concentracion.

1.4.5.1. Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion

En términos generales, el limite de deteccion de un analito LOD se puede describir como aquella
cantidad o concentracion que proporciona una sefial y en el instrumento, la cual es
significativamente diferente de la sefial del “Blanco” o “Ruido de Fondo”. Aln no existe un acuerdo
total entre investigadores, editores y asociaciones profesionales y estatutarias sobre la frase
“significativamente diferente”. Sin embargo, va en aumento en definir el limite de deteccién como la

cantidad o concentracion de analito que proporciona una sefial igual a la sefial del blanco y,,, mas

tres veces la desviacion estandar del blanco s,), .

LOD: Y 0p = Yo +38y (1-31)

El limite de deteccion, segun la Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC, por sus
siglas en inglés), es la menor concentracién C. o cantidad Q. de analito detectable con razonable
certeza por un procedimiento analitico dado. Es decir, es la cantidad o concentracion minima de
analito a partir de la cual es factible realizar el analisis.

Segun USP, el limite de deteccion es la menor concentracion de analito en una muestra que puede
ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones experimentales

establecidas. (11211161 117
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Un resultado "positivo" no es suficiente para que el analista considere detectado un analito. Se
precisa, ademas, conocer e limite de deteccién en las condiciones del método. De lo contrario se
puede incurrir en un falso positivo: suponer el analito presente en la muestra cuando de hecho no lo

esta.

El limite de deteccion es un parametro analitico de gran interés en ensayos limite, analisis de trazas,
contaminantes y productos de degradacion. Los términos cualitativos del tipo "ausencia de..." o
"resultado negativo" tienen su expresion numérica en el limite de deteccion. Es mas correcto decir

"menos de 1 ppm de ..." que "ausencia de...” (121 (16] [17)

El limite de cuantificacion o determinacion LOQ es, segln la Farmacopea de los Estados

Unidos (USP, por sus siglas en inglés), la menor concentracién (C) o cantidad (Q.) de analito de
una muestra que puede ser determinada con aceptable precisidn y exactitud bajo las condiciones
experimentales establecidas.

El limite de cuantificacion es un término cuantitativo (menor cantidad medible) mientras que el limite
de deteccion es cualitativo (menor cantidad detectable). Numéricamente es mayor el limite de
cuantificacion y representa la menor cantidad de analito que puede analizarse con un CV aceptable.
Concentraciones menores pueden detectarse pero no cuantificarse.

La determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion es laboriosa, por lo que solo se efectla
cuando el nivel inferior de rango del método analitico se acerca a los limites de deteccién o
cuantificacion, como es el caso de impurezas y productos de degradacion. Si las concentraciones a
determinar son elevadas, se puede sustituir su estudio por la determinacion de la precision y la

exactitud a la concentracién mas baja que presenta el analito en la practica. 12 116117

1.4.5.1.1. Determinacion de los limites de deteccidn y cuantificacion

— Relacion Sefal/Ruido
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Se compara la respuesta del blanco de la muestra (matriz de la muestra conteniendo
todos los ingredientes excepto el analito a estudiar) con la respuesta de muestras
preparadas por la adicion de pequefas cantidades de analito al blanco.

Para ello en primer lugar, se obtiene el nivel medio de ruido del blanco, y se multiplica por 3
para el limite de detecciéon o por 6 6 10 para el limite de cuantificacién; estos valores se
comparan con las respuestas de la serie de blancos con analito, hallandose finalmente la

concentracion de analito que corresponde al valor de la sefial.

Estudio de la menor cantidad detectable
El limite de deteccion se determina mediante el analisis de muestras con cantidades o
concentraciones conocidas de analito y estableciendo el nivel minimo en el que éste puede
detectarse fiablemente.
Este método se emplea, por ejemplo, en cromatografia en capa fina para hallar el limite de
deteccion de las impurezas y/o productos de degradacion en una materia prima. Primero se
determina experimentalmente la maxima cantidad de materia prima (carga maxima)
que se separa correctamente en las condiciones cromatograficas establecidas (sin
"colas", ni distorsién en la mancha). Después se halla experimentalmente la menor
cantidad de impureza o producto de degradacién que puede detectarse fiablemente
sin interferencia de la mancha principal. Para ello se preparan una serie de soluciones
conteniendo una cantidad constante de materia prima, del orden de la carga
maxima, y cantidades decrecientes del analito que se desea estudiar. El limite de
deteccidn se  calculara a partir de la dilucion en que no se pueda distinguir la respuesta
del analito de la del blanco.
El resultado se expresa en valor absoluto o bien en forma de porcentaje respecto a la
"carga maxima" de materia prima. Este Ultimo sistema es el utilizado habitualmente por las

Farmacopeas en los ensayos de pureza por cromatografia en capa fina.

Estimacion del limite de deteccion mediante la utilizacion de parametros de la linea de
calibracion.

Si la recta de calibracién del ensayo de linealidad y =a+bx se ha confeccionado con un

rango de concentraciones bajo, se admite utilizar la ordenada en el origen a para estimar,
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aproximadamente, el limite de deteccién. El limite inferior de la respuesta se toma como

B\a\ y el limite de deteccion expresado en las mismas unidades que las abscisas en la recta

, . 3a
de calibracion, es b

Ademas de la estimacion anterior esta la siguiente:
Una suposicion basica del método de los minimos cuadrados no ponderados es que cada
punto en la representacién grafica (incluido el punto que representa al blanco o fondo) tiene

un variacion distribuida normalmente (s6lo en direccion de y ) con una desviacion estandar

estimada por s, ,, .

Es, por tanto, adecuado utilizar s ,, en lugar de s, en la estimacion de los limites de

X
deteccion y cuantificacion. Es, por supuesto, posible realizar el experimento del blanco

varias veces y obtener un valor independiente para s, y si son correctos los supuestos
mencionados, los dos métodos para estimar s,, no diferirdn significativamente. Sin

embargo, las determinaciones multiples del blando consumen mucho tiempo, y el uso de

s,/x €s muy adecuado en la practica. El valor de a, la ordenada en el origen calculada, se
puede utilizar como una estimacion de y,,, en donde se tiene el supuesto que esta

apreciacion deberia ser una medida mas exacta de y,, que la simple determinacion de la

medida del blanco.

Por lo tanto:

LOD: Yy o ®a+3s,,, (1-32)
LOQ: Y 0o =a+Ks,, (1-33)
— Analisis repetido del blanco de la muestra

Se analizan una serie de blancos de la muestra (n = 10 ) y se calcula la media y,, y la

desviacion estandar s,, de las respuestas obtenidas. A partir de estos valores, existen
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diferentes expresiones en las que intervienen la sensibilidad (pendiente de la recta de
calibraciéon) y que dan una estimacién de los limites de deteccion y cuantificacion

expresados en unidades de concentracion.

Las férmulas a utilizar varian en funciéon de:

El procedimiento: métodos con correccion de lectura frente al blanco o métodos sin
correccion

El grado de ajuste de la recta de calibracion: si el ajuste es defectuoso intervienen las

desviaciones estandar de la pendiente s, y de la ordenada en el origen s,

Del nimero de réplicas que se efectuan al analizar la muestra problema: medicion tnica o

n mediciones.

o Existe correccion de la lectura frente al blanco.
Este es el caso de muchos procedimientos espectroscopicos (espectrofotometria
UVIVIS, espectrofluorimetria) en los que la lectura del problema se obtiene por

comparacion con un blanco.

_K><sbI
b

L (1-34)

L : Limite de deteccion o cuantificacion
K Constante = 3. (Usualmente K =3 para limite de detecciény K :6—10 para
limite de cuantificacién).

s, - Desviacion estandar de la respuesta de los n blancos

b : Pendiente de la recta de calibracion

o No existe correccion de la lectura frente al blanco. Este es el caso de los
procedimientos cromatograficos (GC, HPLC).
Se aplica la férmula siguiente:
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_ K xSy + Yy
b

L (1-35)
L, K, s,,, b :Igual que en férmula anterior

Y, : Media de la respuesta de los n blancos

Las dos férmulas anteriores s6lo son validas si la mayor fuente de error es la

desviacion estandar del blanco, es decirsi s,, >> s, Yy S,

o Cuando los test de linealidad y proporcionalidad de la recta de calibracién revelan
falta de ajuste hay que sustituir la desviacion estandar del blanco sy en las dos

formulas anteriores por la siguiente expresion:

2
| 52+ +(§) 52 (1-36)

Esta expresion tiene en cuenta los errores por falta de linealidad y la existencia de
S€sgo.

Cuando el ajuste de la recta es muy defectuoso, la estimacion obtenida aun con
esta formula sera poco fiable; al no presentar ninguna ventaja, es preferible en este
caso determinar los limites de deteccion y/o cuantificacion por un método que

suponga menos trabajo experimental (relacion sefial-ruido u otro).

— Si en el método analitico se efectua la medicion final por duplicado o triplicado, disminuye la

incertidumbre de la medicion y mejora la precision. Por este motivo el limite de deteccion es

. 1 . .
menor y se introduce el factor —— en las formulas dos primeras formulas:
A/N
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_Kxsy 1 (1-37)

L
b n

Lo Kxsytyy 1 (1-38)

b An

— Determinacion por extrapolacion a concentracion cero de muestras conteniendo bajas
concentraciones de analito.
Los limites de deteccion y cuantificacién pueden estimarse también por extrapolacion a
partir del analisis de muestras conteniendo concentraciones bajas, menos de 50 L de
analito.
Se efectlia una serie de lecturas de (k) niveles de baja cantidad o concentracion con (n)
repeticiones. Con la respuesta de todas la repeticiones se determina la respuesta promedio
y su desviacion estandar para cada nivel.
Luego se calcula la ecuacion de linea de calibraciéon de “respuesta promedio” versus
‘cantidad o concentracién”, y de la extrapolacién de la ‘respuesta promedio” a

concentracion cero se estimara el valor como vy, .

A continuacion, se calcula la ecuacion de la “desviacion estandar de respuesta” versus
‘cantidad o concentracion” y de la extrapolacion de “desviacion estandar de respuesta” a

concentracion cero se estimara el valor como s, .

Conociendo y,, y S, se aplicaran las mismas formulas descritas anteriormente.

1.4.6. PRECISION (REPETIBILIDAD, REPRODUCIBILIDAD)

Es el grado de concordancia entre los valores de una serie repetida de ensayos analiticos
efectuados sobre una muestra homogénea o, expresado de otra forma, la distribucion de los valores
analiticos alrededor de su media. 11211161 [17]

La precision indica el "mas-menos" o grado de reproducibilidad del método analitico bajo
condiciones normales de trabajo, es decir la capacidad del método para dar resultados semejantes

cuando se aplica repetidamente a una muestra. (112 (161117
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La idea de precision, en general, viene expresada por la media para el valor central y la desviacion

estandar para la dispersion de los resultados. 112 116] [17]

Un estudio de precision requiere la repeticion del andlisis sobre una muestra. La precision asi

obtenida se denomina "del método", puesto que incluye todo el procedimiento analitico, desde la

preparacion de la muestra hasta la lectura instrumental. También se puede determinar directamente

la precision del "sistema instrumental”, hallando la variabilidad de respuesta de una solucién patron.

(11121 [16] [17]

Dentro del término precision del método sé pueden distinguir tres tipos de estudios:

Repetibilidad: es la medida de la precision de un método efectuado en las mismas
condiciones, sobre la misma muestra, por un mismo analista, en el mismo laboratorio, con
los mismos aparatos y reactivos y en el curso de la misma serie de anélisis efectuados,
generalmente, en un corto intervalo de tiempo.

Reproducibilidad: es la medida de la precisién de los resultados de un método analitico
efectuado sobre la misma muestra pero en condiciones diferentes (diferentes analistas,
aparatos, dias, etc.). Cuando, ademas, los laboratorios son distintos se habla de precision
interlaboratorios.

El término “Reproducibilidad” es utilizado generalmente para referirse a la variacion entre
laboratorios diferentes, dejando el término “Precision Intermedia” para referirse a la
variacion dentro de un mismo laboratorio.

Robustez: el estudio de robustez evalua los efectos de pequefios cambios en las

condiciones operacionales del analisis sobre la fiabilidad del método analitico.

Aunque en sentido estricto no pueden considerarse equivalentes, la distincion entre

reproducibilidad y robustez no deja de ser sutil ya que, al fin y al cabo, la robustez es el grado

de reproducibilidad de un método analitico sometido deliberadamente a pequefias variaciones

en el "modus operandi" con objeto de conocer su estabilidad frente a ellas y definir las de mayor

influencia sobre la variabilidad de los resultados.
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1.4.6.1. Expresion de la precision de un método analitico

1.4.6.1.1. Desviacion estandar y coeficiente de variacion

La precision se expresa matematicamente por la desviacion estandar s o, preferiblemente, por el
coeficiente de variacion CV (desviacion estandar relativa DER ). El valor aceptable de precision
de unmétodo depende de la concentracion del analito y del numero de repeticiones del analisis.

Existen tablas que establecen el CV maximo aceptable de un método analitico en funcion de los

limites de aceptacion del resultado y del nimero de réplicas. (Ver ejemplo en Tabla 1-2)

Tabla 1-2 CV maximo aceptable segin el nimero de réplicas en determinados intervalos de aceptacién.

Intervalo de CV (%) Méaximo Aceptable
Aceptacion (%) n=1 n=2 n=3 n=4 n=5
95-105 1,9 2,7 3,3 3.8 4,2
90 -110 3.9 55 6,7 78 8,7
85-115 58 8,2 11,6 11,6 12,9
99 - 101 0,39 0,55 0,67 0,78 0,87
95,5-101,5 0,58 0,82 1,00 1,16 1,30
98,0 - 102,0 ,077 1,09 1,33 1,54 1,72

Asi por ejemplo, si el intervalo de aceptacion es 90-110%, el CV méximo del método debe ser
inferior al 3,9% para una Unica determinacién. Si el CV es mas alto pero es inferior a 5,5%,

convendra efectuar el ensayo por duplicado (n=2).

Por lo que se refiere a la precision del sistema instrumental (mas pequefia que la del método)
suelen aceptarse coeficientes de variacion inferiores al 1-2%.
y CV,

sistema

La relacion entre CV es aproximadamente la siguiente:

método
CVmétodo = CVsistema X/E
Y basada en el principio de la aditividad de varianzas:

(Cvmétodo)2 = (CV

sistema

)"+ (CVoyr05)”
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1.4.6.1.2. Limites de confianza

Se pueden expresar de diferentes maneras:
— De los resultados individuales
o Media mas-menos la desviacion estandar: x+s
o Media mas-menos dos veces la desviacion estandar: x + 2s

o Media mas-menos la desviacion estandar multiplicada por la t,, , de Student:

LC(X) =X £ 1s (1-39)

Estadisticamente ésta es la expresion mas correcta ya que tiene en cuenta la

distribucion de Student cuando el numero de réplicas es inferior a 30. El valor de

t,, se halla en las tablas de Student para v =(n—1) grados de libertad y una

a,

significacion, generalmente del 5%.

— De los resultados promedio
Los limites de confianza de la media de una serie de resultados son:

LC(X) =X+t (1-40)

A/N

1.4.6.2. Determinacién de la repetibilidad

El ensayo de repetibilidad del método se efectia sobre una serie de alicuotas de una muestra
homogénea que se analizan independientemente desde el principio (preparaciéon de la muestra)
hasta el final (lectura de resultados) por el mismo analista y el mismo instrumento. El nimero de
repeticiones del analisis deberia ser superior a 5 y la concentracion del analito en la muestra
problema suele ser similar a la nominal o declarada. 3

Puede ser necesario utilizar dos concentraciones del analito (alta y baja) o mas (alta, media, baja),
cada uno con sus replicados, cuando:

— La proporcién de analito en la muestra puede oscilar notablemente (rango amplio).
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— Elintervalo lineal del sistema instrumental es pequefio.

En analisis de producto terminado suelen darse como buenos, coeficientes de variacion inferiores al

2-3% en el ensayo de repetibilidad.

1.4.6.3. Determinacion de la reproducibilidad

Un ensayo de reproducibilidad debe estudiar las principales condiciones de variabilidad del método
analitico: tiempo (diferentes dias), analistas e instrumentos. [

La reproducibilidad global se determina por el coeficiente de variacion. Si se desea estudiar el efecto
de cada uno de los tres factores (dia, analista, instrumento) por separado, debera realizarse un
analisis de varianza.

En ocasiones se considera suficiente efectuar un ensayo de reproducibilidad teniendo en cuenta
unicamente la variable tiempo.

En analisis de producto terminado suelen darse como buenos, coeficientes de variacion inferiores

del4 - 5 % en el ensayo de reproducibilidad.

1.47. EXACTITUD (RECUPERACION)

La exactitud indica la capacidad del método analitico para dar resultados lo mas proximos posibles
al valor verdadero. Si la diferencia entre el valor hallado y el valor verdadero es pequefia, la
exactitud es buena. Una diferencia grande significa que la exactitud es inadecuada y revela la
existencia de errores determinados que deberian corregirse. 12116 [17]

No deben confundirse exactitud y precision. La precision esta relacionada con la dispersion de una
serie de mediciones, pero no da ninguna indicacion de lo cerca que estan del valor verdadero.
Podemos tener mediciones muy precisas pero poco exactas; sin embargo, para que un método
sea exacto se requiere un cierto grado de precision. 1] 21 16] [17]

La falta de exactitud puede ser por defecto o por exceso.
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— Las desviaciones por exceso suelen producirse cuando existen interferencias analiticas y la
selectividad del método no es la adecuada: los resultados finales son superiores a los
verdaderos. En este caso, deberia modificarse el método para hacerlo mas selectivo

— Las desviaciones por defecto suelen darse en métodos analitico muy laboriosos, con varias
fases, extracciones, purificaciones etc., que se traducen, inevitablemente, en una
disminucion de la recuperacién. Un estudio de exactitud permite establecer el porcentaje de
recuperacion promedio. Si el porcentaje es bajo se pueden utilizar unos factores de
correccion en los calculos finales que compensen las pérdidas de analito, debidas a las

manipulaciones previas a la medicién final.

Otra alternativa consiste en utilizar un método de patrén interno que se afiade en las
primeras fases de preparacion de la muestra. En este caso la concentracion del problema
se relaciona con el cociente de lecturas (respuestas, areas, absorbancias,...) entre la sefial
del analito y la sefial del patron interno, por lo que la exactitud del método se ve poco
afectada; a lo largo del analisis se pueden producir pérdidas de analito y patron interno pero
su relacion se mantiene constante. Los analisis con patron interno también eliminan el error
de inyeccion en los métodos cromatograficos. Sin  embargo, la seleccién de un estandar
interno adecuado, puede representar un problema analitico dificil y complica la validacién de

la selectividad, puesto que el método debe ser selectivo para ambos componentes.

1.4.7.1. Expresion de la exactitud

Matematicamente la exactitud se expresa en forma de porcentaje de recuperacion de la cantidad de
analito presente en la muestra o bien en forma de diferencia entre el valor hallado y el valor
verdadero. (11211161 17]

Estadisticamente suele efectuarse un test de Student para determinar si el valor medio hallado y el
valor considerado verdadero no difieren significativamente para un grado de probabilidad

determinado.
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(1-41)

Si t,,, < t,, paraelriesgo escogido y v =n—1 grados de libertad, significa que ambos valores no

son estadisticamente diferentes y que el método analitico tiene la exactitud requerida.

Si t,,,> t,, significa que el método analitico no es exacto y existe un error sistematico, por defecto

0 por exceso.

Las formulas anteriores se pueden utilizar también con porcentajes de recuperacion. Basta sustituir

el valor x por el porcentaje de recuperacion %R, y el valor verdadero x por "100%".

1.4.7.2. Determinacion de la exactitud

1.4.7.2.1. Anélisis repetitivo de una muestra de concentracion Unica conocida.

La muestra, generalmente, sera un placebo al que se afiade una concentracién conocida de analito
patron. Se analiza varias veces (n = 6 - 10) y se evalua la exactitud por uno de los dos

procedimientos siguientes:

— Los resultados pueden expresarse en forma de porcentaje respecto al tedrico

(recuperacion) y se efectlia con un testde t, , de Student.

— También se pueden comparar los resultados del placebo + analito con los del analito solo a
la misma concentracion; por ejemplo, los obtenidos para la misma concentracion de analito
al efectuar la determinacién de linealidad. En este caso se utilizan respuestas (areas,

absorbancias, etc.) y se comparan las dos series mediante un test de F,,  de Snedecor

seguido de un testde t,, de Student.

1.4.7.2.2. Andlisis repetitivo de varias muestras de concentraciones diferentes conocidas
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Si la proporcion de analito en la muestra varia notablemente (rango amplio) o se requiere un estudio
de exactitud riguroso, deberéa evaluarse este pardmetro para diferentes concentraciones del analito.
Un disefio habitual utiliza 3 concentraciones (alta, media, baja) dentro del rango de linealidad
que se analizan por triplicado. Por ejemplo, en un producto acabado el estudio de exactitud se
realiza a 120% - 150% (alta), 100% (media, igual a la declarada) y 50% - 80% (baja).
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2.1. DELIMITACION ESPACIAL

El estudio de la validacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Desarrollo de la Industria

Farmacéutica “Corporacién Bonima S.A. de C.V.”, durante un periodo aproximado de 4 meses.

2.2. EQUIPO Y MATERIALES

— Equipo:
o Calorimetro Diferencial de Barrido. Marca Mettler Toledo, Modelo DSC1
El dato utilizado de los termogramas durante toda la exploracion y la validacién, fue la

entalpia de fusion AH ., , la cual aparece dentro del termograma como “Integral”.

o Microbalanza. Marca Mettler Toledo, Modelo XP26
— Recursos Electrénicos
Para el célculo y analisis matematico y estadistico de los datos se us6 tanto la opcién de

“Funcion” como la “Herramienta de Andlisis de Datos” del software Microsoft Excel

2.3. EXPLORACION

Para iniciar la exploracion de la metodologia de contenido quimico de Ibuprofeno en Tabletas bajo la
técnica de Calorimetria Diferencial de Barrido se seleccionaron los parametros de equipo, entre
ellos la Velocidad de Calentamiento, Rango de Temperaturas, ambiente dentro del horno (gas de
purga), tipo de Crisol y las caracteristicas del mismo (abertura o no); la seleccién de los parametros
a utilizar dependieron de la estabilidad que presenté el Ibuprofeno a través de la sefial de entalpia
de fusién. Lo que se espero es que la pureza del Ibuprofeno no fuera afectada por el calentamiento
sufrido durante la determinacion de la entalpia de fusién. Para la medicién del grado de estabilidad
del Ibuprofeno se efectud el analisis de la pureza de la sustancia con la ayuda de la ecuacion de
Van't Hoff (aplicacion incluida en el software del Calorimetro Diferencial de Barrido). Si la pureza de
la sefial no disminuia del 98.0%, entonces se pudo considerar que la programaciéon de los

parametros del equipo fueron adecuados para la determinacién del Ibuprofeno. 12

83



Luego se utilizo la entalpia de fusion como sefial de medicion de la masa de Ibuprofeno. Se
determind el porcentaje de contenido quimico de Ibuprofeno en las tabletas, en donde la entalpia de
fusion del Ibuprofeno dentro de la tableta se compard con la entalpia de fusion de una masa
conocida de estandar de Ibuprofeno. Se evalu6 si el resultado de contenido de la exploracion caia
dentro del rango de especificacion del 90,0% al 110,0% citado en las farmacopeas internacionales.

Si caia dentro del rango significaba que la técnica era factible para efectuar la determinacion de los
parametros de validacion y asi conocer el grado de exactitud y precisidn que esta nueva aplicacion

de la técnica calorimétrica es capaz de producir. 11217

Para asegurar que la presencia de la matriz no afectaba significativamente los resultados de
contenido de ibuprofeno en la tableta, se efectué una comparacion significativa de la linea de
calibrado (recta de estandarizacién) de la muestra con los valores de la pendiente (b) y la ordenada

en el origen (a), con respecto a los limites de confianza de la pendiente LC(b) =b+ts, y de la
ordenada en el origen LC(a) =axts, de la linea de calibrado del estidndar. La linea de calibrado

de la muestra se considerd equivalente a la del estandar si los valores de (b) y (a) estaban

comprendidos dentro de los limites de confianza de la linea de estandarizacion. Ver Tabla 2-1. [1g19]

(20]

Tabla 2-1 Exploracion: Evaluaciones, Criterios y Limites

Evaluacion Variables / Férmulas Criterios Limites
Velocidad de Calentamiento, Rango de

E;pk;:;:;rt‘r:: Temperaturas, ambiente dentro del horno T;Tg:j:::ETS:;Z:tZ: Pureza del Ibuprofeno.
- (gas de purga), tipo de Crisol y las , Pureza,,, ;,ofeno = 98,0%
del equipo L . Van't Hoff
caracteristicas del mismo (abertura o no)
Exploracion de Porcentaje sobre lo rotulado de Ibuprofeno: m Porcentaje sobre lo rotulado de
. -1 St .
Contenido o el P, 100 Fol= Ibuprofeno:
oRot = Fst xAH,, x X St
Quimico e TR, AHg, %(C,;H,40,) 1 90,0-110,0
Comparacion de Linea de Calibrado del
linea de calibrado ) . estandar: . '
de la muestra Linea de Calibrado de la muestra: y=a+bx b y a deben estar dentro de
respecto a la y=a +bx LC(b) =b+ts, LC(b) y LC(a)

linea de calibrado
del estandar. LC(a)=ax=ts,
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El nivel de masa que representd el 100% para el analisis rutinario se determind sobre la base de las
siguientes condiciones:

— Cantidad de masa (mg) que produjo una sefal razonable de entalpia de fusion (mJ).

— Cantidad de masa tanto del estandar (lbuprofeno) como de la muestra (Ibuprofeno y

Excipientes) que cupieron dentro del crisol.

2.4. ESPECIFICIDAD

Se prepard una matriz con los diversos componentes de la formulacién y en la proporcion que
posee la tableta. Se mezclaron los diversos componentes y se tamiz6 la mezcla final a través de
una malla que deshizo los grumos presentes en la mezcla. Después de tamizar se procedié a un

mezclado final, obteniéndose una mezcla de polvos uniformemente distribuida.

En primer lugar se corri6 la matriz a fin de determinar si existia interferencia de alguna sefial de los
excipientes sobre la sefial de Ibuprofeno. En segundo lugar se corrié la matriz previamente sometida
a estrés de temperatura durante 15 dias a 80°C, con el fin de determinar si debido a la temperatura
se producia alguna impureza de los excipientes que puediera interferir sobre la sefial de Ibuprofeno
durante su determinacion, en lotes que se evaluen en estudios de estabilidad de las Tabletas de

Ibuprofeno. Ver Tabla 2-2. (12 [16]

Tabla 2-2 Especificidad: Etapas, Disefio y Evaluacion.

NO debe haber sefial de
interferencia alguna de la matriz

Especificidad 01 Matriz: Formulacién de Tableta sin Principio Activo Ibuprofeno. .,
en la region temperatura de
fusion del Ibuprofeno
NO debe haber sefial de
e Matriz: Formulacion de Tableta sin Principio Activo Ibuprofeno. interferencia alguna de la matriz
Especificidad 02 - , . o , .
Condicion de estrés de la matriz: 80°C durante 15 dias. en la region temperatura de

fusion del Ibuprofeno
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2.5. LINEALIDAD Y RANGO

Se efectud una linea de calibracion (linea de estandarizacion) compuesta de nueve niveles (grupos
k) de masa: 2 mg, 3 mg, 4 mg, 5 mg, 6 mg, 7 mg, 8 mg, 9mg y 10 mg a los cuales se les determin6
la respuesta de la entalpia de fusion. El nivel de 6 mg correspondid al 100%, por lo que el nivel de 2
mg correspondio al 33.33% respecto a 6 mg y el nivel de 10 mg correspondio al 166.67% respecto a
6 mg. Con este disefio se cumplio la recomendacion de la norma ICH Q2 (Validation of Analytical
Procedures), que en la determinacion de Contenido Quimico debe cubrirse como minimo un Rango

del 80% al 120%; y la Linealidad debe efectuarse por lo menos con 5 niveles.

La ecuacién de la curva Entalpia de Fusién (mJ) versus la masa (mg) fue calculada por la
unificacion de dos curvas de estandarizacion de diferente dia, en cada dia se efectuaron los nueve
niveles citados por duplicado. Por lo tanto, al momento del célculo de la ecuacion de la curva se
contd con cuatro replicas por nivel. Los datos de la primera curva pudieron ser unificados con la
segunda curva si los factores de respuesta de la primera no difierian significativamente de la

segunda en una evaluacion estadistica t-Student. Ver Tabla 2-3. 1112 6] 117]

Tabla 2-3 Linealidad: Etapas, Disefio y Evaluacion.

Sustancia: Estandar de Ibuprofeno Linea de Calibrado del estandar:
Linealidad 01 Niveles (k): 2mg, 3mg,4mg, 5mg, 6mg, 7mg, 8mg, 9mg, 10mg y=a, + blx
Repeticiones (n) por nivel; 2
Sustancia: Estandar de Ibuprofeno Linea de Calibrado del estandar:
Linealidad 02 Niveles (k): 2mg, 3mg,4mg, 5mg, 6mg, 7mg, 8mg, 9mg, 10mg y=a, +b,x

Repeticiones (n) por nivel: 2
Prueba Student de los Factores

Evaluacion Estadistica de Linealidad 01: 'y = &, + b, X de Respuesta prpmegio de cada
) ) linealidad:
Linealidad 01 versus Linealidad 02: y = &, + b2X H Fi-F
Linealidad 02 polrl =12z
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Las evaluaciones para el rango lineal fueron: Ecuacion de la Linea de Calibracion, Coeficiente de

Correlacion, Coeficiente de Variacion (DER: Desviacion Estandar Relativa) de los Factores de

Respuesta, Contraste de Significacion de la Pendiente, Contraste de Significacion y Limites de

Confianza de la Ordenada en el Origen. Ver Tabla 2-4. (1 1211161 117 (18] [19] [20]

Tabla 2-4 Linealidad: Evaluaciones, Criterios y Limites.

Evaluacion Variables / Férmulas Criterio Limites de Aceptacion
Rango Lineal Documentar Rango
Ecuacion de la Ecuacion de AH ;) versus m,  de X2 Mgy
Linea de Ibuprofeno: Documentar Ecuacion.
Estandarizacion y =a+bx y 1 AH )
Coeficiente de r— 2(% = x)(¥; —Y) r|>0,995
. — 2 —\2 =\
Correlacion \/Z(Xi —X) Z(yi -y)
Coeficiente de AH
. .z 100
Variacién de los CV, =s. — F = (m3) CV, <5,0%
Factores de F m
(mg)
Respuesta
. Ct_);tras?t’e Ze | - b H,:b=0 H,:b=0
ignificacion de la exp0) = —
Pendiente Sp v=(n-2) Pl (b)‘ <a
Contraste de H :a=0
Significacion de la t (a)= @ H, :a=0 0=
Ordenada en el exp s, v=(n-2) Plt, (a)‘ >
Origen
Limites de
Confianza de la LC(a) =axts, v=(n-2) a-ts, <0<a+ts,

Ordenada en el
Origen

87




26.LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE
CUANTIFICACION (ESTIMACION)

Se estimd la sefial de Entalpia de Fusion y:AH ., del Limite de Deteccion y Limite de
Cuantificacion mediante la utilizacion de los parametros de la linea de calibracion. Donde s,
“Desviacion Estandar de los Residuos de y ” se utilizd en lugar de s,, “Desviacion Estandar de la
Sefial del Blanco”. Y el valor de a, la “Ordenada en el Origen” se utilizd en sustitucion de vy,,
‘Sefial del Blanco” en las siguientes ecuaciones, LOD:y o, =V, +3S, ¥
LOQ: Y 09 = Yu +Ks,, donde K =10. Luego con ayuda de la linea de estandarizacion se
calculd la cantidad correspondiente en masa x:m,,, ., de la sefial estimada del Limite de Deteccion

Yoo Y Limite de Cuantificacion y, o, . Ver Tabla 2-5. 2 161 117

Tabla 2-5 LOD y LOQ: Criterios y Limites de Aceptacion.

Parametro Variables / Formulas Criterio Limites de Aceptacion
Ll .d’e Equivalente a: Yo =2 Documentar limite estimado
Deteccion )
LOD: Y o ®a+3s,,, SH=5
y =a+bx
LOQ: Y109 = Yu + KSy _
Limite de . Y =2 e
e . Equivalente a: Documentar limite estimado
Cuantificacion _ S. =5
LOQ: Yiog =8+ Ksylx bl = Oy/x
K =10
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2.7. PRECISION

2.7.1. PRECISION DEL EQUIPO

Se determiné la precision del equipo, utilizando como referencia el patrén Indio. El cual fue corrido
bajo los mismos parametros de equipo seleccionados para la presente validacion, a excepcion del
rango de temperatura, el cual fue modificado de tal manera que sobrepasara la temperatura de
fusion del Indio.
Los parametros de operacién del Calorimetro Diferencial de Barrido son los siguientes:

— Tipo y Material del Crisol: Estandar de Aluminio

— Capacidad del Crisol: 40 uL

— Caracteristicas del Crisol: Sellado sin perforar

— Gasy Flujo: Aire, 0 mL/min.

— Temperatura Inicial: 40,0°C

— Temperatura Final: 180,0°C

— Velocidad de Calentamiento: 5,00°C/min

Ademas, ya que el metal patrén Indio no es destruido durante la determinacién, se efectué una
preparacion, es decir una sola pesada, para efectuar los seis “registros” del metal, y eliminar asi el
efecto del error en el pesaje del metal. Debido a lo explicacion anterior, es posible determinar la
variabilidad solamente de la respuesta del equipo Calorimetro Diferencial de Barrido para una masa
constante de un metal patrén, en este caso el metal Indio.

La evaluacion fue: Coeficiente de Variacién CV de los factores de respuesta. (1] 21 (16] (171 18] (19] [20]
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2.7.2. REPETIBILIDAD DE ESTANDAR

Se determind la repetibilidad del estandar utilizando estandar de Ibuprofeno al nivel seleccionado de
andlisis rutinario que representa el 100% y el 50%. Los cuales son 6mg y 3mg de Ibuprofeno
respectivamente. Cada nivel tuvo seis repeticiones.

Este disefio se realizd dos veces, cada vez en dias distintos a fin de utilizar los datos obtenidos para
el calculo de la precision intermedia del estandar (reproducibilidad teniendo como variable el dia de

anélisis). Ver Tabla 2-6.

Tabla 2-6 Repetibilidad de Estandar: Etapas, Disefio y Evaluaciones.

Sustancia: Estandar de Ibuprofeno Coeficiente de variacion del factor

Repetibilidad de Estandar 01 Niveles (K): Equivalentes en cantidad de masas de 50% y 100% de respuesta en cada nivel:
Repeticiones (n) por nivel: 6 CVg,
Sustancia: Estandar de Ibuprofeno Coeficiente de variacion del factor
Repetibilidad de Estandar 02 Niveles (k): Equivalentes en cantidad de masas de 50% y 100%  de respuesta en cada nivel:
Repeticiones (n) por nivel; 6 CVg

La evaluacion fue: Coeficiente de Variacion CV del factor de respuesta de cada nivel; ademas se

efectud un test de igualdad de varianzas G, , ,, de Cochran para determinar si el factor “cantidad

de masa” tenia alguna influencia en la variabilidad del factor de respuesta, y posteriormente si no
habia influencia del factor masa se procedié a determinar el coeficiente de variacién total del factor

de respuesta de ambos niveles. Ver Tabla 2-7. 111211161 17] 118 (19] [20]
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Tabla 2-7 Repetibilidad de Estandar: Evaluaciones, Criterios y Limites

Evaluacion Variables / Formulas Criterio Limites de Aceptacion
Coeficiente de Variacion de 100 AH k()
los Factores de Respuesta CVy =S5 — Fr=— CVg <3,0%
. F m
en cada nivel k k(mg)
2 2 2
H s #S5..#S,
2 2 2
Contraste de significacion (s2) Glakm Hois) =5s;...=5
. 2\ _ max / k
de Homogeneidad de G, (87) = S 0
. Sk
Varianzas G(a,k,v) Gexp < G(a,k,n)
v=N, -1
Coeficiente de Variacion de 100
los Factores de Respuesta CVp =s — Hy:s! =si..=; CVe <3,0%
de ambos niveles F
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2.7.3. REPETIBILIDAD DE MUESTRA

Para determinar la repetibilidad de la muestra se seleccion6 un lote de Ibuprofeno 600 mg Tableta,
al cual se le determiné el contenido quimico utilizando seis pesadas individuales de la muestra al
nivel seleccionado de analisis rutinario que represente el 100%.

Este disefio se realiz6 dos veces, cada vez en dias distintos a fin de utilizar los datos obtenidos para
el calculo de la precision intermedia de la muestra (reproducibilidad teniendo como variable el dia de

analisis). Ver Tabla 2-8. 1112 116] (177 18] [19] [20]

Tabla 2-8 Repetibilidad de Muestra: Etapas, Disefio y Evaluaciones.

Sustancia: Ibuprofeno 600 mg Tableta Coeficiente de variacién del
Repetibilidad de Muestra 01 Nivel: Equivalente en cantidad de.masa al 100% de Ibuprofeno a porcentaje sobre lo rotulado:
determinar. cV
Repeticiones (n) por nivel: 6 KR
Sustancia: Ibuprofeno 600 mg Tableta Coeficiente de variacién del
Repetibilidad de Muestra 02 Nivel: Equivalente en cantidad de.masa al 100% de Ibuprofeno a porcentaje sobre lo rotulado:
determinar. cV
% Rot

Repeticiones (n) por nivel; 6

La evaluacion fue: Coeficiente de Variacion CV de los porcentajes sobre lo rotulado evaluados

contra la linea de calibracion. Ver Tabla 2-9.

Tabla 2-9 Repetibilidad de Muestra: Evaluacion, Criterio y Limite de Aceptacion.

Evaluacion Variables / Férmulas Criterio Limites de Aceptacion

Coeficiente de

Variacion de los s 100 y=a+bx S R
porcentajes sobre %Rot " TR0t o DOt a: AH(mJ) %Rot = 91
lo rotulado
AH
b . (mJ)
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2.7.4. REPRODUCIBILIDAD DE ESTANDAR (PRECISION INTERMEDIA.
VARIABLE: DIA)

Se utilizaron los datos de las dos repetibilidades efectuadas a fin de determinar la influencia de la
variable dia sobre los factores de respuestas.
La evaluacion fue: Coeficiente de Variacion CV del factor de respuesta. En primer lugar se efectué

un contraste estadistico F,, , de Snedecor de comparacion de varianzas muestrales y

posteriormente, si no habia diferencia significativa de las varianzas muestrales de cada repetibilidad,
se procedia a determinar el coeficiente de variacion total del factor de respuesta de ambas
repetibilidades (incluidos ambos niveles).

También se determinaron los limites de confianza del factor de respuesta. Ver Tabla 2-10. 1121 16 (17

[18] [19] [20]
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Tabla 2-10 Reproducibilidad de Estandar: Evaluaciones, Criterios y Limites de Aceptacion.

Evaluacion

Variables / Formulas

Criterio

Limites de Aceptacion

nivel

Contraste de “P 1 1 (n, - 1)32 +(n, - 1)82
significacion de SP\ non 8y = : : : 2 H "X =X
Student para la v \ n +n, -2 071 =A2

Comparacion de dos - E t P top| = O
Medias suponiendo _ Xi—Xz2 | hh, o
varianzas iguales T s, \/n+n, v=n+n,—-2
ta,v
Contraste de ,
significacién de X1 — X2 S 3
Student para la Loy = 2 g2 —+ n Ho X=Xz
Comparacion de dos 42 V= 12 2 Pit., =
Medias suponiendo \'n, s? sz
varianzas NO iguales n n
1 2
+
n-1 n,-1
S Holil=i2
oeficiente de
Variacién de los i F: Factor de Respuesta
Factores de CVp =s — CV; <5,0%
Respuesta en cada F = AH (m)
(mg)

Limites de Confianza
de los Factores de
Respuesta de ambos

LC(F)=F+t, s,

F: Factor de Respuesta
v=(n-1)

Documentar limites

niveles
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2.7.5. REPRODUCIBILIDAD DE MUESTRA (PRECISION INTERMEDIA.
VARIABLE: DIA)

Se utilizaron los datos de las dos repetibilidades efectuadas a fin de determinar la influencia de la

variable dia sobre los porcentajes de recuperacion.

La evaluacion fue: Coeficiente de Variacion CV del factor de respuesta. En primer lugar se efectud

un contraste estadistico F,, , de Snedecor de comparacion de varianzas muestrales y

posteriormente, al determinar la correlacion de las varianzas promedio de cada repetibilidad

mediante t,, Student, se determiné el coeficiente de variacion total del factor de respuesta de

ambas repetibilidades. Ver Tabla 2-11. (11121 1161 (17) 18] 1191 120]

Tabla 2-11 Reproducibilidad de Muestra: Evaluaciones, Criterios y Limites de Aceptacion.

Evaluacion Variables / Férmulas Criterio Limites de Aceptacion
exp
Contraste de s, i+ 1 - (n,=Ds; +(n, ~D)s; -
significacion de Student \'n, n, P n,+n, -2 H, : X1 =Xz
para la Comparacion de 0
dos Medias suponiendo Xi—X | nn L P lexp| = X
varianzas iguales top = L2 v=n+n,—2
s, \\m+n, 2
ta,v
Contraste de - ) ) \2
significacion de Student to = KXo Sy SZJ H, X=X
para la Comparacion de Sl2 822 _ , N,
dos Medias suponiendo \ E + E V= §? 2 s2 P texn =a
varianzas NO iguales 1 S2
(nl] N [nzj
n-1 n,-1
Coeficiente de Variacion 100 -
de los porcentajes sobre CVyrot = Soprot —— Hy i X1 =Xz CVyrot <5,0%
lo rotulado %Rot
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2.8. RECUPERACION

Se determind la recuperacion de la metodologia en la muestra desde el tratamiento de la muestra,
pasando por la etapa de pesada, hasta llegar a la colocacion del crisol con la muestra en el
Calorimetro Diferencial de Barrido, a través del disefio de la adicion de analito Ibuprofeno a la matriz
de la tableta. Se utilizaron tres niveles de adicion de masa, y cada nivel fue realizado por triplicado.
La suma de masa del analito y la matriz es equivalente al peso promedio de la Tableta de
Ibuprofeno 600 mg (1200 mg), sin embargo la proporcion entre el analito y la matriz varia en cada
nivel de acuerdo a la cantidad adicionada de analito (Ibuprofeno). Ver Tabla 2-12 y Tabla 2-13. Este
disefio se efectud con el propdsito de evaluar si la metodologia analitica por DSC es capaz de
recuperar el 100,0% de analito independientemente de la fraccion en que se encuentre dentro de la

tableta. (171211161 117

Tabla 2-12 Recuperacion: Disefio de Fraccion de Analito con Matriz respecto al peso total de Tableta.

Fraccion de Analito

respecto al peso total de
tableta

Analito (Ibuprofeno) 300 mg 600 mg 900 mg
Matriz 900 mg 600 mg 300 mg
Peso total de tableta 1200 mg 1200 mg 1200 mg

Tabla 2-13 Recuperacion: Etapas, Disefio y Evaluacion.

Etapa Diseno Evaluacion / Formula
Sustancia a adicionar: Ibuprofeno
Matriz: Componentes de la Tableta (exceptuando lbuprofeno) Porcentaje Promedio
Recuperacion Niveles (k): Equivalentes en fraccion de analito en tableta Recuperado:
correspondientes a 0,25 0,50 y 0,75 %R,

Repeticiones (n) por nivel: 3
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La evaluacion fue: Porcentaje de Recuperacion %R de cada nivel calculado contra la ecuacion de

la linea de calibracion. Ademas se efectud un test de igualdad de varianzas G, ,, de Cochran

para determinar si el factor “cantidad de masa” tenia alguna influencia en los resultados en los
diversos niveles, y posteriormente, si no habia influencia del factor masa, se procedio a realizar una

prueba t,, Student para estimar si no existia una diferencia significativa entre la recuperacion

media de todos los niveles y el 100,0% esperado.

También se determinaron los limites de confianza de los porcentajes de recuperacion. En primer
lugar los limites de confianza para estimar con un 95% de confianza los resultados de recuperacion
de datos individuales en la prueba de contenido quimico para lotes de Ibuprofeno Tableta
analizados rutinariamente. Y en segundo lugar se determinaron los limites de confianza para
estimar con un 95% de confianza los resultados de recuperacion promedio en la prueba de

contenidos quimico para lotes de Ibuprofeno Tableta analizado rutinariamente. Ver Tabla 2-14. (1)

[19][20]
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Tabla 2-14 Recuperacion: Evaluaciones, Criterios y Limites de Aceptacion.

Evaluacion Variables / Formulas Criterio Limites de Aceptacion
p .
o -
- %R, 98,0% < %R, <102,0%
Recuperacion de a:AH
cada nivel
AH (mJ)
b:
M(mg)
H, :sf#s2..#8
P a2 2 2
.Co.n.trast.e' de ) Glaken) Hy:is) =S,...=5¢
significacion de G (SZ) _ (Smax k
Homogeneidad de &P If 0
Varianzas G(a,k,v) Gexp < G(a,k,n)
V= (nmax _1)
H,: x=pu
ta,v
e Pt |>«a
Contraste de X— 1 v=n-1 P
significacion de top = s N
Student para la S - Ori 0
Exactitud n X: %R
e 100,0% texp = ta,v
SISyRr
Limites de
Confianza de los
valores D
LC(%R) =%R+t s, v=(Nn,, —1 imi
i dividuales de (%R) . SHR (nyz —1) Documentar limites
porcentaje de
recuperacion
Limites de
Confianza de los - s
valores promedio  LC(%R)=%R *t_ x “HR v =Ngx —1) Documentar limites
de porcentaje de AN
recuperacion
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2.9. COMPARACION METODOLOGIA DSC VRS
METODOLOGIA HPLC

Los andlisis de cuantificacién de contenido quimico de Ibuprofeno en las Tabletas se realizaron bajo
los lineamientos de la Farmacopea Estadounidense (USP), en donde la metodologia de contenido
quimico utiliza la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) para la determinacion
de Ibuprofeno.

Se contrasto si existen diferencias significativas entre los resultados obtenidos utilizando la técnica
de Calorimetria Diferencial de Barrido y la técnica cromatografica de la Farmacopea
Estadounidense, comparando los resultados de las metodologias utilizando una evaluacion

estadistica t,, Student sobre los promedios del porcentaje sobre lo rotulado de cada metodologia.

Se utilizaron 5 lotes. Cada muestra de cada lote se analizé por duplicado en donde se obtuvo un
promedio por lote de porcentaje sobre lo rotulado. Finalmente se efectud la comparacién estadistica

sobre los promedios de cada lote en cada metodologia. Ver Tabla 2-15.

Los resultados de Contenido Quimico de Ibuprofeno 600 Tabletas utilizando la metologia de la USP,

fueron proporcionados por la empresa a través de los certificados de andlisis de cada lote. (111271 16]

(1711181 [19] [20]

Tabla 2-15 Comparacion de Metodologias DSC y HPLC. Disefio y Evaluacion.

Porcentaje sobre lo rotulado:

WHPLC
Determinacién de contenido Producto: Ibuprofeno 600 mg Tableta %R osc
- Lotes: 5a 10
quimico de Ibuprofeno -
tabletas Repeticiones (n) por lote: 2
Metodologias: DSC y HPLC %Rot = (A'*hgifaj w Prab ;ﬂ
me Tab

y =a+bx
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La evaluacion fue: estimar si existia diferencia significativa entre los porcentajes sobre lo rotulado de

cada metodologia con la ayuda de la evaluacion estadistica t,, Student. En primer se efect6 un

contraste estadistico F,, ~ de Snedecor de comparacion de varianzas muestrales a fin de

Va2

determinar qué tipo de contraste t,, Student se utilizaria dependiendo si las varianzas muestrales

eran iguales o no. Ver Tabla 2-16.

Tabla 2-16 Comparacién de Metodologias DSC y HPLC: Evaluaciones, Criterios y Limites de Aceptacién.

Evaluacion Variables / Férmulas Criterio Limites de Aceptacion
Contraste de significacion S, 1 + 1 s - (n, =Ds? +(n, —-1)s>
de Student para la \'n, n, L \ n,+n,—2 H, X1 =X2
Comparacion de dos Medias 0
(metodologias) suponiendo S v L P texn za
varianzas iguales g T Xe [, 2
exp Sp \n1+n2 v=n+n, —
ta,v
Contraste de significacion . ) 2 \2
de Student para la Loy = KX Sty S Hy i xi =Xz
Comparacion de dos Medias Sf 322 n n,
. . —+ = V= Pt >a
(metodologias) suponiendo \ n n 2\2 2 exp
varianzas NO iguales ! 2 (SlJ (SZJ
n, N n,
n-1 n,-1
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3.1. EXPLORACION

Durante el desarrollo de la metodologia de contenido quimico de Ibuprofeno en Tabletas bajo la

técnica de Calorimetria Diferencial de Barrido se efectuaron varios parametros de exploracion, los

cuales fueron:

— Exploracion de los parametros de equipo

— Exploracién de Contenido Quimico

— Comparacion de linea de calibrado de la muestra respecto a la linea de calibrado del

estandar.

3.1.1. EXPLORACION DE LOS PARAMETROS DE EQUIPO

Con el fin de encontrar los parametros de operacion del calorimetro diferencial de barrido, tales
como Rango de Temperaturas, Velocidad de Calentamiento, ambiente dentro del horno, etc., se
efectuaron varias “registros” de Estandar de Ibuprofeno y de Ibuprofeno 600 mg Tableta a varios
niveles de masa de Ibuprofeno, a fin de determinar la respuesta de Pureza de Ibuprofeno en cada
nivel a través de la Ecuacion de Van't Hoff. El software del Calorimetro Diferencial de Barrido posee
la opcién de calcular la pureza, por lo que el porcentaje de Pureza Molar se refleja en el

termograma. La Tabla 3-1y Tabla 3-2 poseen los resultados de Pureza en cada nivel.

Tabla 3-1 Exploracion de Estandares en DSC

Nivel (masa) [mg]

Pureza [%)]

2,1140 99,601 + 0,167 mol%
2,3440 99,402 + 0,216 mol%
2,4840 99,443 + 0,124 mol%
4,0120 99,433 + 0,209 mol%
4,0060 99,433 + 0,226 mol%
4,4560 99,002 + 0,183 mol%
6,7800 99,060 * 0,268 mol%
6,2080 99,188 + 0,234 mol%
9,9040 97,535 + 0,482 mol%
8,7600 98,150 + 0,565 mol%
9,4020 98,774 + 0,412 mol%
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Tabla 3-2 Exploracion de Muestras en DSC

Nivel (masa) [mg] Pureza [%)]
2,2208 99,632 + 0,052 mol%
2,0888 99,616 + 0,035 mol%
2,0238 99,546 + 0,107 mol%
3,9196 99,599 + 0,087 mol%
4,1146 99,605 + 0,085 mol%
4,4256 99,640 + 0,074 mol%
9,2771 99,735 £ 0,057 mol%
7,9812 99,723 £ 0,059 mol%
9,4981 99,753 £ 0,052 mol%

Para todos los “registros” se utilizaron los siguientes parametros de operacion del calorimetro
diferencial de barrido (ver Figura A - 1 en Anexo 01) :

— Tipo y Material del Crisol: Estandar de Aluminio

— Capacidad del Crisol: 40 L

— Caracteristicas del Crisol: Sellado sin perforar

— Gasy Flujo: Aire, 0 mL/min.

— Temperatura Inicial: 40,0°C

— Temperatura Final: 90,0°C

— Velocidad de Calentamiento: 5,00°C/min

La razén por la que no se tuvieron que cambiar los parametros desde el primer “registro” de la
exploracion es porque se obtuvo un buen resultado de pureza en el primer “registro” y por lo tanto
se procedié a verificar que la pureza se mantuviera dentro de los limites esperados aun cambiando

la cantidad de masa de Ibuprofeno.

De acuerdo a los porcentajes de pureza reflejados en la Tabla 3-1 y Tabla 3-2, se puede establecer
que los parametros de operacion del Calorimetro Diferencial de Barrido son los satisfactorios para
efectuar la determinacion de Contenido Quimico. Por lo tanto los pardmetros de operacion
seleccionados del Calorimetro Diferencial de Barrido para la exploracién son adecuados para el
desarrollo y validacion de la metologia.
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3.1.2. EXPLORACION DE CONTENIDO QUIMICO

Con el fin de poder determinar si es posible obtener porcentajes sobre lo rotulado de Ibuprofeno en
Tabletas, que cumplan especificaciones farmacopeicas, utilizando la técnica de Calorimetria
Diferencial de Barrido, se procedi6 a efectuar una prueba de Contenido Quimico, la cual determina
la cantidad de Ibuprofeno presente en las tabletas.

En primer lugar se “corrieron” seis estandares a varios de niveles de masa de Ibuprofeno, a los
cuales se les determind el Factor de Respuesta promedio. Luego se procedio a ‘registrar” seis
preparaciones de muestra a un mismo nivel de masa de Ibuprofeno tedrico, y posteriormente
calcular con respecto al Factor de Respuesta promedio de los estandares la cantidad real de

Ibuprofeno en las tabletas expresado en porcentaje sobre lo rotulado.
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Tabla 3-3 Exploracion de Contenido Quimico en DSC

Exploracion de Metodologia / Contenido Quimico en DSC
Producto Ibuprofeno Tableta

Cantidad Rotulada 600 mg/Tab

Peso promedio de Tableta ~ 1200,12 mg

ESTANDARES
NUmero Peso (mg) Entéllpia de Fir;tizlr:)i(?n’j/or:g)a[l:zz:(izrd:e Factor de Respuesta
Fusién (mJ) Respuesta] Inverso (mg/mJ)
1 2,1140 270,12 127,78 7,82615E-03
2 2,3440 304,77 130,02 7,69105E-03
3 4,0120 534,92 133,33 7,50019E-03
4 4,0060 533,94 133,29 7,50272E-03
5 6,7800 900,03 132,75 7,53308E-03
6 6,2080 826,09 133,07 7,51492E-03
Media (M) 131,70 7,59468 E-03
Desviacion Estandar (s) 2,30 1,34468 E-04
CV (%) 1,74 1,77
MUESTRAS

Entalpia Normalizada de

Pesoporcion  Entalpiade . (mJ/mg) [Factor de

Preparacion de Muestra Porcentaje sobre o

tab. (mg) Fusién (mJ) Respuesta] Rotulado (%)

1 7,8400 498,91 127,29 96,7

2 8,2300 539,91 131,22 99,7

3 8,8520 562,83 127,18 96,6

4 8,5540 572,26 133,81 101,6

5 8,8140 588,29 133,50 101,4

6 9,2960 617,95 132,96 101,0

Media (i) 130,99 99,5
Desviacion Estandar (s) 3,05 23
CV (%) 2,33 2,33

En los datos de la exploracion de la metodologia de Contenido Quimico se puede observar que el
factor de respuesta inverso del estandar presenta un coeficiente de variacién de 1,77%, lo cual
demuestra que los estandares poseen preliminarmente un comportamiento con poca variabilidad.
Por otra parte, el dato promedio de 99,5% Contenido Quimico en las muestras se encuentra dentro
de los limites especificados en las farmacopeas (90,0% - 110,0%), soporta preliminar y fuertemente,
que es posible utilizar la técnica de calorimetria diferencial de barrido para la cuantificaciéon de
ibuprofeno en tabletas (ver Tabla 3-3).
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3.1.3. COMPARACION DE LINEA DE CALIBRADO DE LA MUESTRA
RESPECTO A LA LINEA DE CALIBRADO DEL ESTANDAR

Con el fin de determinar si la proporcionalidad de las preparaciones de muestra no difieren de la
proporcionalidad de las preparaciones de estandares, se efectuaron “registros” de estandar y

muestra a los mismos niveles de masa de Ibuprofeno. Luego se determiné la linea de calibrado
tanto para los estandares y=a-+bx como para las muestras y=a +bx en donde los
coeficientes de la muestra b y a se compararon con los limites de confianza de los coeficientes
del estandar tanto la pendiente LC(b) =b=*ts, como la ordenada en el origen LC(a)=az+ts,

de la linea de calibrado de los estandares. La Tabla 3-4 posee la comparacion de los coeficientes de
la muestra con respecto a los limites de confianza de los coeficientes de la linea de calibrado del

estandar.
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Tabla 3-4 Exploracion: Comparacion entre Linea de Estandar y Linea de Muestra

Exploracion: Comparacién entre Linea de Estandar y Linea de Muestra

ESTANDARES MUESTRAS
Entalpia
Entalpia Normalizada
Normalizada de
) Entalpia de Fusién  de Fusién (mJ/mg) Entalpia de )
Nivel Peso (mg) Peso (mg) ) Fusién (mJ/mg)
(mJ) [Factor de Fusién (mJ)
[Factor de
Respuesta]
Respuesta]
2mg 2,1140 270,12 127,78 2,2208 27517 123,91
2,3440 304,77 130,02 2,0888 273,68 131,02
2,4840 326,50 131,44 2,0238 242,94 120,04
4mg 4,0120 534,92 133,33 4,2766 572,26 133,81
4,0060 533,94 133,29 4,4066 588,29 133,50
4,4560 594,90 133,51 4,6475 617,95 132,96
9mg 9,9040 1299,30 131,19 9,2771 1189,13 128,18
8,7600 1166,35 133,14 7,9812 1052,60 131,88
9,4020 1213,56 129,07 9,4981 1237,51 130,29
Media () 131,42 129,51
Desviacion Estandar (s) 2,10 4,71
RSD (%) 1,60 3,64
Min. 127,78 120,04
Max. 133,51 133,81
Cantidad de Datos (n) 9 9
Limite d Limite de
LINEALIDAD DEL ESTANDAR e Conflanza LINEALIDAD DE LA MUESTRA
Confianza Inferior
Superior
Pendiente (b) 130,90 127,81 133,99 Pendiente (b) 130,66
Intercepcion (a) 3,21 -15,55 21,96 Intercepcion (a) 1,74
Coef. Correlacion( r) 0,9997 Coef. Correlacion( r) 0,9993
Coef. Determinacion (r?) 0,9993
Error Tipico Experimental (Syx) 11,7536
Grados de Libertad (n-2) 7
Nivel de significacion () 0,050
Estadistico tq, n2) 2,3646
Error Tipico de la Pendiente (sb) 1,307
Error Tipico de la Intercepcion (sa) 7,931
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Los datos de Error Tipico de la Pendiente como Error Tipico de la Intercepcién se obtuvieron con la

ayuda del Analisis de Datos, opcion Regresion, en la hoja de célculo electronica, los cuales se

pueden ver reflejados en la Tabla 3-5.

Tabla 3-5 Exploracion: Andlisis de Datos en Hoja de Calculo Electrénica

ANALISIS DE DATOS-REGRESION

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion mdltiple 0,999651188

Coeficiente de determinacion R*2 0,999302498

R"2 ajustado 0,999202855

Error tipico 11,75361273

Observaciones 9

Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad
Intercepcion 3,207746317 7,931386905 0,404436999 0,697963651
Pendiente 130,902032 1,307138418 100,1439711 2,60891E-12
Inferior 90,0% Superior 90,0% Inferior 95% Superior 95% Inferior 99,0% Superior 99,0%

Intercepcion -11,8188896 18,23438224 -15,5470035 21,96249614 -24,54800968 30,96350231
Pendiente 128,4255555 133,3785085 127,8111408 133,9929232 126,3277229 135,4763411

En la Tabla 3-4, los valores de la pendiente “130,66” y la ordenada en el origen (intercepcion) “-1,74”

de la linea de calibrado de la muestra se encuentran dentro de los limites de confianza de la

pendiente “127,81...133,99” y la ordenada en el origen “-15,55...21,96” de la linea de calibrado del

estandar; lo cual indica preliminarmente que la matriz no afecta significativamente los resultados de

contenido quimico de Ibuprofeno en tabletas. Esta afirmacion va a ser desafiada con el parametro

de validacién de especificidad, pues la comparacion de linea de calibrado de la muestra respecto a

la linea de calibrado del estandar se ha efectuado en condiciones fuera de estrés de la matriz de

Ibuprofeno.
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El resumen de los resultados de las evaluaciones de Exploracion de los parametros de equipo,

Exploracion de Contenido Quimico y Comparacion de linea de calibrado de la muestra respecto a la

linea de calibrado del estandar, estan en la Tabla 3-6

Tabla 3-6 Exploracién. Resumen de Resultados

Evaluacion

Formula / Criterios

Importantes

Resultado del Estandar Resultado de la Muestra

Exploracion de los

Pureza del Ibuprofeno.

Quimico

%(C,;H,,0,) : 90,0-110,0

Mayoria = 98,09 T > 98,09
e e ol PUTEZ8, oo > 98,0% ayoria = 98,0% odos = 98,0%
. . Porcentaje sobre lo rotulado
Exploracion de Contenido de Ibuprofeno: 99.5%

Comparacion de linea de
calibrado de la muestra
respecto a la linea de
calibrado del estandar

Linea de Calibrado de la muestra:
y=a +bx
Donde b y a' deben estar
dentrode LC(D) y LC(Q)

de la linea de calibrado del estandar

y =a+bx

y =3,21+130,9x y =—174+130,66x

0,05
LC(b):127,81...133,99 b’ :130,66
LC(a) . —15,5521,96 a' 174

A partir de los parametros desarrollados durante la exploracion se puede definir el nivel de masa

que representard el 100% para el andlisis rutinario, ya que sobre la base de las siguientes

condiciones Cantidad de masa (mg) que produce una sefial razonable de entalpia de fusion (mJ) y

Cantidad de masa tanto del estandar (lbuprofeno) como de la muestra (lbuprofeno y Excipientes)

que quepan dentro del crisol de aluminio de 40 L, la cantidad idénea corresponde a 6 mg de

Ibuprofeno. Alrededor de esta cantidad girara tanto el anélisis rutinario asi como el desarrollo de la

validacion de la metodologia analitica.
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3.2. ESPECIFICIDAD

En la primera etapa se “corrio” la matriz, sin condiciones de estrés térmico, a fin de determinar si

existe interferencia de alguna sefial de los excipientes sobre la sefial de Ibuprofeno.

La Figura A - 2 del anexo 02 refleja los termogramas de la matriz sin haber sido sometida a
condiciones de estrés térmico. En donde se puede observar en cada termograma que la matriz no
aporta sefial alguna interferente en la region de interés de integracién de la sefial de Ibuprofeno
(aproximadamente entre 72°C y 83°C). La pequefia sefial del orden de pW (comparada con los mW
de las sefiales de estandar y muestra) es debida, probablemente, a movimientos de la matriz dentro
del crisol durante el calentamiento, los cuales son movimientos aleatorios que no estan dentro del

control del analista.

En la segunda etapa se corri6 la matriz previamente sometida a estrés de temperatura durante 15
dias a 80°C, con el fin de determinar si debido a la temperatura se produce alguna impureza de los
excipientes que pueda interferir sobre la sefial de Ibuprofeno durante su determinacion en lotes que
se evaluen en estudios de estabilidad de las Tabletas de Ibuprofeno: ello se observa en la Figura A -
3 del Anexo 02. Los termogramas reflejan que la matriz en condiciones de estrés, no aporta sefial
alguna interferente en la region de interés de integracion de la sefial de Ibuprofeno;
aproximadamente desde 72°C hasta 83°C. La pequefia sefial del orden de yW tiene la misma

explicacion que el caso de los termogramas de la matriz en condiciones de no estrés.
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El resumen de los resultados de las evaluaciones del parametro de Especificidad, esta en la Tabla
3-7.

Tabla 3-7 Resumen de los Resultados de Especificidad

| Evaluacion Limite Propuesto Resultado

NO debe haber sefial de interferencia
alguna de la matriz en la regién NO hay interferencia
temperatura de fusion del Ibuprofeno

Matriz: Formulacion de Tableta sin

Principio Activo Ibuprofeno.

Matriz: Formulacion de Tableta sin
NO debe haber sefial de interferencia

alguna de la matriz en la regién NO hay interferencia
temperatura de fusion del lbuprofeno

Principio Activo Ibuprofeno.
Condicion de estrés de la matriz: 80°C

durante 15 dias.

La matriz, tanto en condiciones no estresantes como en condiciones de estrés, cumple
satisfactoriamente el parametro de validacion de especificidad, no aportando sefial interferente
alguna en la regién de interés de integracion de la sefial de Ibuprofeno; aproximadamente desde

72°C hasta 83°C.
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3.3. LINEALIDAD Y RANGO

Se efectuaron dos lineas de estandarizacion en dias diferentes. Y en cada dia se efectuaron los

nueve niveles citados por duplicado.

Los termogramas referentes a la linealidad del dia 01 y linealidad linealidad del dia 02, estan desde
la Figura A - 4 hasta la Figura A - 12 del Anexo 03.

La Tabla 3-8 y

Tabla 3-9 contienen los datos de las linealidades efectuadas tanto en el dia 01 como en el dia 02.
La linea de estandarizacion del dia 01 posee un coeficiente de correlacién lineal de 0,9993 y el de la
linea de estandarizacién del dia 02 es también 0,9993; lo cual indica fuertemente que ambas lineas
de estandarizacion poseen un comportamiento de proporcionalidad directa lineal. Ademas, ambas
linealidades poseen datos similares en cuanto a la pendiente, lo cual al compararlo con el valor
promedio de sus factores de respuesta, el cual también es similar al valor de la pendiente, se puede
constatar que la respuesta del DSC de la entalpia de fusion de cualquier masa de Ibuprofeno va a

presentar valores directamente proporcionales a la cantidad de masa adicionada del analito.
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Tabla 3-8 Linealidad Dia 01: Factores de Respuesta

Linealidad 01

Nombre del Estandar Ibuprofeno
Lote ET0802000288
Potencia Base Tal Cual (%) 100,0

ESTANDARES
Entalpia de Entalpia Normalizada de
Nivel Peso (mg) Fusion Fusién (mJ/mg) [Factor
(md) de Respuesta]
2mg 2,1200 277,36 130,83
2,1340 282,92 132,58
3mg 3,1880 426,47 133,77
3,1140 411,50 132,15
4mg 4,0780 537,58 131,82
4,1180 531,79 129,14
5mg 5,1520 685,93 133,14
5,1000 675,38 132,43
6mg 6,1660 829,66 134,55
6,0780 790,91 130,13
7mg 7,0780 924,58 130,63
7,1760 937,87 130,70
8mg 8,1120 1067,56 131,60
8,1360 1073,62 131,96
9mg 9,1100 1177,35 129,24
9,1840 1227,74 133,68
10 mg 10,0360 1339,44 133,46
10,1940 1382,98 135,67
Media (1) 132,08
Desviacion Estandar (s) 2,13
Coeficiente de Variacion (%) 1,61
Dato Minimo 129,14
Dato Maximo 135,67
LINEALIDAD
Pendiente (b) 133,34
Intercepcion (a) -6,85
Coef. Correlacion (r) 0,9993
Coef. Determinacion (r?) 0,9986
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Tabla 3-9 Linealidad Dia 02: Factores de Respuesta

Linealidad 02

Nombre del Estandar Ibuprofeno
Lote ET0802000288
Potencia Base Tal Cual (%) 100,0

ESTANDARES
Entalpia de  Entalpia Normalizada de
Nivel Peso (mg) Fusion Fusién (mJ/mg) [Factor
(md) de Respuesta]
2mg 2,1020 282,26 134,28
2,0860 277,99 133,26
3mg 3,1840 421,27 132,31
3,1060 411,53 132,50
4mg 4,0860 534,17 130,73
4,0600 530,43 130,65
5mg 5,0620 665,29 131,43
5,0860 661,28 130,02
6mg 6,0020 787,39 131,19
6,0740 784,13 129,10
7mg 7,1260 930,47 130,57
7,1080 946,67 133,18
8mg 8,0180 1060,14 132,22
8,1340 1052,57 129,40
9mg 9,1580 1186,45 129,55
9,0280 1156,58 128,11
10 mg 10,0360 1345,34 134,05
10,0180 1329,45 132,71
Media (1) 131,40
Desviacion Estandar (s) 2,26
Coeficiente de Variacion (%) 1,72
Dato Minimo 128,11
Dato Maximo 134,28
LINEALIDAD
Pendiente (b) 131,10
Intercepcion (a) 0,65
Coef. Correlacion (r) 0,9993
Coef. Determinacion (r?) 0,9986
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3.3.1. EVALUACION ESTADISTICA DE LINEALIDAD 01 Y LINEALIDAD 02

A fin de determinar si no existe variabilidad en los factores de respuesta de los niveles de los
estandares corridos en dias diferentes, es necesaria la ayuda de una evaluacion estadistica t-
Student, en donde se compararon estadisticamente los factores de respuesta promedio de cada a

partir de sus datos individuales de todos los niveles.

Tabla 3-10 Linealidad: Factores de Respuesta de Dia 01y 02

Factores de Respuesta de Linealidad Dia 01y Linealidad Dia 02

ESTANDARES Linealidad 01 Linealidad 02
Entalpia Normalizada de Entalpia Normalizada de
Fusion (mJ/mg) Fusion (mJ/mg)
[Factor de Respuesta] [Factor de Respuesta]
130,83 134,28
132,58 133,26
133,77 132,31
132,15 132,50
131,82 130,73
129,14 130,65
133,14 131,43
132,43 130,02
134,55 131,19
130,13 129,10
130,63 130,57
130,70 133,18
131,60 132,22
131,96 129,40
129,24 129,55
133,68 128,11
133,46 134,05
135,67 132,71
Media (u) 132,08 131,40
Desviacion Estandar (s) 1,79 1,78
Varianza (s?) 3,19 3,15
Coeficiente de Variacion (%) 1,35 1,35
Dato Minimo 129,14 128,11
Dato Mé&ximo 135,67 134,28
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Tabla 3-11 Linealidad: Evaluacion Estadistica de los Factores de Respuesta de Dia 01y 02

Prueba F para varianzas de dos muestras

a: 0,05

Linealidad 01 Linealidad 02
Media 132,0816055 131,4035627
Varianza 3,192610593 3,150921876
Observaciones 18 18
Grados de libertad 17 17
F 1,013230641
P(F<=f) una cola 0,489348962
Valor critico para F (una cola) 2,271892889

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

a:0,05

Linealidad 01 Linealidad 02
Media 132,0816055 131,4035627
Varianza 3,192610593 3,150921876
Observaciones 18 18
Varianza agrupada 3,171766234
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 34
Estadistico t 1,142162264
P(T<=t) dos colas 0,261366538
Valor critico de t (dos colas) 2,032244498

En la Tabla 3-10 se puede observar que los datos de Linealidad 01 y Linealidad 02 se comportan
con una variabilidad similar, lo cual se puede verificar en la Prueba F que presenta un valor de F
menor que el valor critico de F (una cola) y también presenta una probabilidad mucho mayor que el
nivel de significancia (Ver Tabla 3-11). Por lo tanto se procede a evaluar el factor de respuesta
promedio de Linealidad 01 y Linealidad 02 mediante la Prueba t suponiendo varianzas iguales; en
donde con ayuda del analisis estadistico se verifica que los factores de respuesta promedio que
otorgan los datos individuales de ambas linealidades son similares ya que el valor estadistico t es
menor que el valor critico de t (dos colas) y también posee una probabilidad de ocurrencia mayor

que el nivel de significancia (Ver Tabla 3-11).
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Dado que no hay diferencia significativa entre la variabilidad y la media de los datos de Linealidad
01y Linealidad 02 se procede a calcular la ecuacion de la linea de estandarizacion de Entalpia de
Fusion (mJ) versus la masa de Ibuprofeno (mg). La ecuacion fue calculada por la unificacion de los

datos de las lineas de estandarizacion.

3.3.2. ECUACION DE LA LINEA DE ESTANDARIZACION

La linea de estandarizacion de la Entalpia de Fusién (mJ) versus la masa de Ibuprofeno (mg) fue
calculada por la unificacion de dos lineas de estandarizacion de diferente dia, en cada dia se
efectuaron nueve niveles de masa por duplicado y por lo tanto al momento del célculo de la
ecuacion de la linea se cuenta con cuatro replicas por nivel. Los niveles (grupos k) de masa son: 2,
3,4,5,6,7,8,9y 10 mg.

La linea de estandarizacion (ver Figura 3-1) correspondiente a la ecuaciéon y =—-3,18 +132,24x

posee un coeficiente de correlacién de \r\ :0,999(2) el cual es mayor que el limite propuesto de

\r\ >0,995. Lo cual demuestra fuertemente que existe una correlacién de tipo lineal entre la

Entalpia de Fusion (mJ) versus la masa de lbuprofeno (mg). Ademés los datos individuales

graficados ofrecen una perspectiva visual de esta correlacion lineal.

Entalpl'a de Fusionvrs Cantidad Ibuprofeno
Ecuaciondelineade Estandarizacion
1600
1,400 — &
. y =- 3,18 + 132,24x
§1.200
o
21000
g
E 800
o
Tg 600
[=
W 400
200
000
0.0000 2.0000 4 0000 6.0000 8.0000 10.0000 12.0000
Peso (mg)

Figura 3-1 Linealidad: Ecuacién de Linea de Estandarizacién
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Tabla 3-12 Linealidad: Datos de la Ecuacion de la Linea de Estandarizacion

Datos de la Ecuacion de la Linea de Estadarizacion

ESTANDARES
Entalpia
. Entalpia de Fusién Norrnalizada de . .
Nivel Peso (mg) mJ) Fusion (md/mg) Recuperacién Exactitud
[Factor de
Respuesta]
2mg 2,1200 277,36 130,83 2,1215 100,07
2,1340 282,92 132,58 2,1636 101,39
3 mg 3,1880 426,47 133,77 3,2491 101,92
3,1140 411,50 132,15 3,1359 100,70
4 mg 4,0780 537,58 131,82 4,0894 100,28
4,1180 531,79 129,14 4,0456 98,24
5mg 5,1520 685,93 133,14 5,2112 101,15
5,1000 675,38 132,43 51314 100,62
6 mg 6,1660 829,66 134,55 6,2981 102,14
6,0780 790,91 130,13 6,0051 98,80
7 mg 7,0780 924,58 130,63 7,0160 99,12
7,1760 937,87 130,70 7,1165 99,17
8 mg 8,1120 1067,56 131,60 8,0972 99,82
8,1360 1073,62 131,96 8,1430 100,09
9 mg 9,1100 1177,35 129,24 8,9275 98,00
9,1840 1227,74 133,68 9,3085 101,36
10 mg 10,0360 1339,44 133,46 10,1532 101,17

10,1940 1382,98 135,67 10,4825 102,83
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Tabla 3-13 Linealidad: Datos de la Ecuacién de la Linea de Estandarizacién (continuacion)

Entalpia
Normalizada de
. Entalpia de . . )
Nivel Peso (mg) . Fusion (md/mg) Recuperacién Exactitud
Fusion (mJ)
[Factor de
Respuesta]

2mg 2,1020 282,26 134,28 2,1586 102,69
2,0860 277,99 133,26 2,1263 101,93
3 mg 3,1840 421,27 132,31 3,2098 100,81
3,1060 411,53 132,50 3,1361 100,97
4 mg 4,0860 534,17 130,73 4,0636 99,45
4,0600 530,43 130,65 4,0353 99,39
5mg 5,0620 665,29 131,43 5,0551 99,86
5,0860 661,28 130,02 5,0248 98,80

6 mg 6,0020 787,39 131,19 5,9785 99,61
6,0740 784,13 129,10 5,9538 98,02
7 mg 7,1260 930,47 130,57 7,0605 99,08
7,1080 946,67 133,18 7,1830 101,06
8 mg 8,0180 1060,14 132,22 8,0411 100,29
8,1340 1052,57 129,40 7,9839 98,15
9 mg 9,1580 1186,45 129,55 8,9963 98,23
9,0280 1156,58 128,11 8,7704 97,15
10 mg 10,0360 1345,34 134,05 10,1979 101,61
10,0180 1329,45 132,71 10,0777 100,60

Media (i) 131,74 100,13

Desviacion Estandar (s) 1,79 1,43

Coeficiente de Variacion (%) 1,36 1,43
Dato Minimo 128,11 97,15
Dato Maximo 135,67 102,83

Cantidad de Datos (n) 36 36
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El coeficiente de variacidn de los Factores de Respuesta de los datos individuales es
CV; :1,36%, dato apreciablemente menor que el limite propuesto de CV. <5,0% (ver Tabla
3-12 y Tabla 3-13). Esta variabilidad minima de los nueve niveles de la linea de estandarizacion
demuestra que la proporcionalidad directa lineal se mantiene independientemente el nivel en el

rango de niveles seleccionados, desde 2 mg de Ibuprofeno hasta 9 mg de Ibuprofeno.

Tabla 3-14 Linealidad: Evaluacion Estadistica de la Ecuacion de la Linea de Estandarizacion

ANALISIS DE DATOS-REGRESION

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion mdltiple 0,99921967
Coeficiente de determinacion R*2 0,99843996
RA2 ajustado 0,99839407
Error tipico 13,8458852
Observaciones 36

Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad
Intercepcion -3,17941429 5,93860461 -0,5353807 0,59587148
Pendiente 132,235601 0,8964301 147,513566 2,6101E-49

Inferior 90.0% Superior 90.0% Inferior 95% Superior 95% Inferior 99.0% Superior 99.0%

Intercepcion -13,2211445 6,86231595 -15,2481108 8,88928225 -19,3822696 13,0234411
Pendiente 130,719806 133,751397 130,413836 134,057366 129,789786 134,681416

Los datos del contraste de significacion de la pendiente demuestran una correlacion lineal alta de la

linea de estandarizacion correspondiente a la ecuacién y =-3,18+132,24x, pues el valor de la

probabilidad P

texp(b)‘:2,610E‘49 es mucho menor que cualquier nivel de significancia

comunmente seleccionado P

texp (b)‘ <<« . Desde otro punto de vista también se puede apreciar

que el valor t_ (b) =147,51 es mucho mayor que lo propuesto por la hipdtesis nula H, :b=0.

exp
Por lo tanto, desde ambas perspectivas la hipétesis alternativa H, :b =0 sugiere fuertemente que

existe una correlacion lineal (ver Tabla 3-14).
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Los datos del contraste de significacion de la ordenada en el origen demuestran que los datos
estadisticamente tiene su origen de proporcionalidad lineal cercana a cero y que no existe un sesgo

en la respuesta de la Entalpia de Fusidn (mJ) versus la masa de Ibuprofeno (mg), pues el valor de la

probabilidad P

texp (a)‘:0,5958(7) es mayor que cualquier nivel de significancia comunmente

seleccionado P, (a) > (ver Tabla 3-14).

Desde otro punto de vista también se puede apreciar que los limites de confianza de la ordenada en

el origen LC(a)=ax=ts, incluyen el valor de “Cero” a—ts, <O<a+ts, para los niveles de

significancia cominmente seleccionados. Por lo tanto, desde ambas perspectivas la hipétesis

alternativa H,:a=0 sugiere fuertemente que linea de estandarizacion correspondiente a la
ecuacién y =-3,18+132,24x pasa estadisticamente por el origen y que esta libre de sesgo (ver

Tabla 3-15).

Tabla 3-15 Linealidad: Limites de Confianza de la Ecuacién de la Linea de Estandarizacion

Limite de Confianza Limite de Confianza

LINEALIDAD DEL ESTANDAR nforor Superior
Pendiente (b) 132,24 130,41 134,06
Intercepcion (a) -3,18 -15,25 8,89
Coef. Correlacion (r) 0,9992

Coef. Determinacion (r?) 0,9984

Error Tipico Experimental (Syx) 13,8458852

Grados de Libertad (n-2) 34

Nivel de significacion () 0,050

Estadistico tq, n2) 2,0322

Error Tipico de la Pendiente (sb) 0,896

Error Tipico de la Intercepcion (sa) 5,939

Limite de Confianza

Limite de Confianza

EXACTITUD Inferior Superior
Intervalo de Exactitud 99,64 100,61
Grados de Libertad (n-1) 35

Nivel de significacion (a) 0,050

Estadistico tq, n-1) 2,0301
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El resumen de los resultados de las evaluaciones del parametro de Linealidad y Rango, estén en la

Tabla 3-16.

Tabla 3-16 Resumen de los Resultados de Linealidad y Rango

Formula / Criterios

Evaluacion Limite Propuesto Resultado
Importantes
Rango Lineal Documentar rango 2mg...10 mg
Ecuacion de AH ;)
Ecuacion de la Linea de
o versus Myg, de Documentar ecuacion y =-318 +132,24x
Estandarizacion
Ibuprofeno
Coeficiente de Correlacion r|>0,995 r:0,999(2)
Coeficiente de Variacion de 100 0 0
los Factores de Respuesta CVe =3¢ F Sz 2500 SN e
b t,,,(0) =14751
texp(b):S H1:b¢0 i
b
Contraste de Significacion d
ontraste de Significacion de Ptexp (b)‘ <a p o (b)‘ +2,610E
la Pendiente
H,:b=0
:01...0,05...0,01
v=(n-2) « Plt,, (b) <<a
a
texp (a) - S Ho a=0 texp (a) =-0,5353
Contraste de Signiﬁcac.ién de P texp (a)‘ .y =) texp ( a)‘ -0,5958(7)
la Ordenada en el Origen H,:a#0
V= (I"I _ 2) «:01...0,05...0,01 Ptexp (a)‘ >a
a-ts, <0<a+ts,
=a+ : -13,22<0<6,86
Limites de Confianza de la LC(a) =azts, a:01 =Us
Ordenad | Ori
rdenada en el Origen v =(n-2) 210,05 1525<0<889
0,01 —-19,38<0<13,02
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34.LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE
CUANTIFICACION (estimacion)

Se calcularon los valores del limite de deteccion y limite de cuantificacion mediante la utilizcion de
los datos de la linea de estandarizacion a ftravés de las siguientes ecuaciones,
donde K =10. Los datos estimados se

LOD:y o ®a+3s,, y LOQ:Yy o =a+Ks

y/x yIx?

pueden visualizar en la Tabla 3-17

Tabla 3-17 Linealidad: Estimacion de LOD y LOQ

Estimacion de Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion

LINEALIDAD DEL ESTANDAR

Pendiente (b) 132,24
Intercepcioén (a) -3,18

Coef. Correlacion (r) 0,9992
Coef. Determinacion (r?) 0,9984
Error Tipico Experimental (Syx) 13,846

Limites de Deteccion y Cuantificacion

Valor Valor
Exactitud (%)
Estimado Experimental

Limite de Deteccion

LOD (Entalpia mJ) 38,36 39,34

LOD (PESO mg) 03141 0,3140

LOD Entalpia Normalizada (mJ/mg) 12211 125,29 102,60
Limite de Cuantificacion

LOQ (Entalpia mJ) 13528 13129

LOQ (PESO mg) 1,0471  1,0380

LOQ Entalpia Normalizada (mJ/mg) 129,20 126,48 97,90

Los limites de deteccién y cuantificacion de Ibuprofeno estimados a partir de ecuacién de la linea de
estandarizacion son 0,3141 mg (38,36 mJ) y 1,0471 mg (135,28) respectivamente.
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Para verificar experimentalmente los Limites de Deteccion y Cuantificacion estimados mediante la
utilizacién de los parametros de la linea de calibracion, se peso la cantidad de Ibuprofeno estimada

para el Limite de Deteccion y el Limite de Cuantificacion a fin de obtener una respuesta y: AH

experimental y posteriormente determinar la exactitud de la respuesta experimental respecto a la

respuesta estimada a través de sus factores de respuesta.

exo Ibuprofeno 5t LOD y LOQ
[N ¢ ,
i
{\. r 4
; 1
IN_ , :
Ibuprof eno 5t LOD Nivel 0.1 mg 01, 18.01.2011 12:12:29  Integral -15,15 mJ
Ibuprofeno St LOD Nivel 0.1 mg 01, 0,1180 mg nomalizzd  -128,43 1g~-1
Onsst 74,64 °C
Pedk 75,80 °C

Left bl Limit 65,74 °C
Right bl Limit 79,60 *C
Baseline Type line

Ibuprofeno St LOD Nivel 0.3 mg 01, 18.01.2011 12:27:56 Inkzqral -39,34ml
s Ihuprofeno St LOD Nivel 0.3 mg 01, 0,3140 mg normdized  -125,27 Jg-1
— Crset 74,80 C
Peak Fa,01 °C

Left bl Limit 67,03 *C
Right bl Limit 80,67 °C
Baseline Type line

Ibuprofeno St LOQ Nivel 1 mg 01, 18.01.2011 14:18:26
M Integral -131,29m1
Thuprofeno St LOQ Nivel 1 mg 01, 1,0380 mg romalized  -176.49 Jg~1
onaet 75,05 *C
Ped 76,44 *C

Left bl Limnit 69,01 =C
Right bl Limit 81,66 =C
Baseline Type line

400 &0 0 Hp #0500 S0 S40 S0 S0 600 6I0 G40 eR0 A0 M0 FZp P40 7en’ FE0 E00 ERO0 G40 @ep BEO °C

Ly 05 10 15 20 25 2p 35 40 45 =p 55 3 55 7,0 75 ap as 90 95 rmin

Figura 3-2 Termogramas de Valores Experimentales de Limite de Deteccion (LOD) y Limite de Cuantificacion (LOQ)

En la Figura 3-2 se pueden apreciar las sefiales de las masas de Ibuprofeno experimentales para
verificar la respuesta del limite de deteccion y limite de cuantificacion. Ademas se puede observar
que hay un termograma con una cantidad de masa de 0,1180 mg de Ibuprofeno que posee una
respuesta de entalpia de 15,15 mJ; lo cual corresponde a un valor de entalpia normalizada de
128,43 mdimg (factor de respuesta). Al determinar la exactitud de este valor respecto al valor
estimado de la entalpia normalizada del limite de deteccion (122,11 mJ/mg), se obtiene una
exactitud de 105,18%, el cual en términos de diferencia es un 5,18%. Si con esta diferencia
tomamos en cuenta los valores de diferencia del limite de deteccion y limite de cuantificacién se
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confirma experimentalmente que entre mas pequefia sea la cantidad de masa de Ibuprofeno, mas

grande seré la diferencia de la exactitud.

Los limites estimados contrastan aceptablemente con los datos experimentales de la respuesta de
entalpia de las masas pesadas tanto para el limite de deteccion como para el limite de
cuantificacion, ya que la exactitud de los factores de respuesta experimentales respecto a los
factores de respuesta estimados es de 102,60% para el limite de deteccion y 97,90% para el limite
de cuantificacion. En términos de diferencia respecto al 100,00% esperado, estos representan
2,60% de diferencia para el limite de deteccion y 2,10% de diferencia para el limite de
cuantificacion, lo cual es una diferencia muy aceptable tratdndose de que las cantidades de masa

pesadas son muy pequefias (ver Tabla 3-17).

El resumen de los resultados de las evaluaciones de los parametros de Limites de Deteccién y

Cuantificacion, estan en la Tabla 3-18.

Tabla 3-18 Resumen de Resultados de LOD y LOQ

Resultado
Estimado

Parametro Férmula Criterios Importantes

LOD:y, o, ~ Y, +35, Y= 318+13224x

Limite de civalont v —a .
uivalente a; = _

Deteccion g bl Mg, 10,

LOD: yiop a+3sy, Shi = Sy/x

y =-318+132,24x

LOQ' yLOQ = yb| + KSbl 3

e o8 Equivalente a: Yo =8 11,0471
Cuantificacion guivalente a. 5, =5, Mgy + 1
LOQ: Y oo =a+Ks, y/x
K =10
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3.5. PRECISION

3.5.1. PRECISION DEL EQUIPO

Se determiné la precision del equipo, utilizando como referencia el patrén Indio. El cual fue corrido
bajo los mismos parametros de equipo seleccionados para la presente validacion, a excepcion del
rango de temperatura, desde 40,0°C hasta 180,0°C, el cual fue modificado de tal manera que

sobrepasara la temperatura de fusion del Indio.

Los termogramas referentes a la Precision el Equipo Calorimetro Diferencial de Barrido, estan la
Figura A - 13 del Anexo 04.

Tabla 3-19 Precision: Precision del Equipo

Precision del Equipo

Patrén
Identidad Indio (metal)
Lote WE 9677
Entalpia Normalizada de Fusién
Peso (mg) Entalpla de (mJ/mg) [Factor de
Fusion (mJ)
Respuesta]

6,4180 184,85 28,80

6,4180 184,09 28,68

6,4180 184,25 28,71

6,4180 184,21 28,70

6,4180 184,51 28,75

6,4180 184,73 28,78
Media (M) 28,74
Desviacion Estandar (s) 0,05
Varianza (s?) 0,00
Coeficiente de Variacion (%) 0,1 7
Dato Minimo 28,68
Dato Maximo 28,80
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El Coeficiente de Variacion CV de los factores de respuesta del metal patron Indio es

CV :0,17%, el cual representa la variabilidad de respuesta que el equipo Calorimetro Diferencial

de Barrido para la metodologia de determinacion de Ibuprofeno en tabletas (ver Tabla 3-19).

3.5.2. REPETIBILIDAD DE ESTANDAR.

Se determind la repetibilidad del estandar utilizando estandar de Ibuprofeno al nivel seleccionado de
andlisis rutinario que representa el 100% y el 50%. Los cuales son 6mg y 3mg de Ibuprofeno

respectivamente. Cada nivel tuvo seis repeticiones.

Los termogramas referentes a la repetibilidad del estandar del dia 01 estan desde la Figura A - 14
hasta la Figura A - 17 del Anexo 04.
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Tabla 3-20 Precision: Repetibilidad del Estandar (Dia 01)

Repetibilidad con Estandar Dia 01

Estandar Ibuprofeno
Lote ET0802000288
Potencia Base Tal Cual (%) 100,0
ESTANDAR
- Entalpia de Entalpia Normalizada de
Nivel Peso (mg) Fusion (mJ/mg)
Fusién (mJ)
[Factor de Respuesta]
3mg 3,1560 414,68 131,39
3,0120 395,87 131,43
3,0660 402,72 131,35
3,0360 391,79 129,05
3,1680 409,43 129,24
3,0260 393,39 130,00
Media () 3,0773 130,41
Desviacion Estandar (s) 0,0680 1,12
Varianza (s?) 0,0046 1,26
Coeficiente de Variacion (%) 2,21 0,86
Dato Minimo 3,0120 129,05
Dato Méximo 3,1680 131,43
6 mg 6,0760 793,84 130,65
6,0080 780,91 129,98
6,1140 812,96 132,97
6,1040 807,31 132,26
6,0680 809,20 133,36
6,1280 814,61 132,93
Media () 6,0830 132,02
Desviacion Estandar (s) 0,0432 1,39
Varianza (s?) 0,0019 1,92
Coeficiente de Variacion (%) 0,71 1,05
Dato Minimo 6,0080 129,98
Dato Méximo 6,1280 133,36
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Tabla 3-21 Precision: Repetibilidad del Estandar (Dia 01)...Continuacion.

Repetibilidad con Estandar Dia 01

COCHRAN

s2 Max 1,92
Sumatoria s2 3,18
Cochran Calculado 0,6046
Cochran Tabla k: 2, n:6 (o =0,05) 0,8772
DATOS DE NIVEL 3mgy 6 mg

Media (p) de Nivel 3mgy 6 mg 131,22
Desviacion Estandar (s) de Nivel 3 mg y 6 mg 1,47
Coeficiente de Variacion (%) de Nivel 3 mgy 6 mg 1,12

Al observar los datos en la Tabla 3-20 y la Tabla 3-21, la repetibilidad con estandar de Ibuprofeno en
el dia 01, el coeficiente de variacion de los factores de respuesta del nivel de 3 mg es
Ccv

:0,86%, Y €l nivel de 6 mg es cv. :1,05%, lo cual indica inicialmente que en

F(Nivel3mg) F(Nivel6mg)

ambos niveles el comportamiento de la variabilidad del Factor de Respuesta es bastante aceptable.

Para verificar con mayor cantidad de datos la variabilidad del Factor de Respuesta del estandar de
Ibuprofeno en el mismo dia, fue necesario realizar un contraste de Cochran en el cual se evalla si
no existe variabilidad significativa en el comportamiento de la varianza de ambos niveles. El
resultado del contraste de Cochran indica que no existe variabilidad significativa de la varianza entre
ambos niveles y por lo tanto los datos de los factores de respuesta del nivel de 3 mgy el nivel de 6
mg pueden utilizarse como si sélo fueran de un nivel. El coeficiente de variacion de los factores de

respuesta de ambos niveles es CV; :1,12%; un valor bastante aceptable para la reproducibilidad

del estandar de Ibuprofeno en el dia 01.
Los resultados de los coeficientes de variacion, tanto de los niveles como el coeficiente de variacion

de ambos niveles indica que es posible obtener factores de respuesta de preparaciones de estandar
repetibles durante el dia de analisis en la determinacion de la prueba de contenido quimico.

129



Los termogramas referentes a la repetibilidad del estandar del dia 02 estan desde la Figura A - 18
hasta la Figura A - 21 del Anexo 04.

Tabla 3-22 Precision: Repetibilidad del Estandar (Dia 02)

Repetibilidad con Estandar Dia 02

Estandar Ibuprofeno
Lote ET0802000288
Potencia Base Tal Cual (%) 100,0
ESTANDAR
) Entalpia Normalizada de
Nivel Peso (mg) Entalpla de Fusion (mJ/mg)
Fusién (mJ)
[Factor de Respuesta]
3mg 3,1560 414,52 131,34
3,0280 387,58 128,00
3,0580 399,34 130,59
3,1240 405,14 129,69
3,0740 394,92 128,47
3,1580 406,29 128,65
Media () 3,0997 129,46
Desviacion Estandar (s) 0,0542 1,31
Varianza (s?) 0,0029 1,73
Coeficiente de Variacion (%) 1,75 1,02
Dato Minimo 3,0280 128,00
Dato Méximo 3,1580 131,34
6 mg 6,0180 782,11 129,96
6,0700 800,63 131,90
6,0340 804,50 133,33
6,1740 800,26 129,62
6,1940 821,00 132,55
6,0700 780,54 128,59
Media () 6,0933 130,99
Desviacion Estandar (s) 0,0734 1,87
Varianza (s?) 0,0054 3,48
Coeficiente de Variacion (%) 1,20 1,42
Dato Minimo 6,0180 128,59
Dato Méximo 6,1940 133,33
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Tabla 3-23 Precision: Repetibilidad del Estandar (Dia 02)...Continuacion.

Repetibilidad con Estandar Dia 02

COCHRAN

s2 Max 3,48
Sumatoria s2 5,21
Cochran Calculado 0,6686
Cochran Tablak: 2, n:6  (a=0,05) 0,8772
DATOS DE NIVEL 3mg'y 6 mg

Media (u) de Nivel 3 mgy 6 mg 130,22
Desviacion Estandar (s) de Nivel 3 mg y 6 mg 1,73
Coeficiente de Variacion (%) de Nivel 3 mgy 6 mg 1,33

Al observar los datos en la Tabla 3-22 y la Tabla 3-23, en la repetibilidad con estandar de
Ibuprofeno, en el dia 02, el coeficiente de variacion de los factores de respuesta del nivel de 3 mg es
CcvV,

,:1,02%, y el nivel de 6 mg es Cv :1,42%, lo cual indica inicialmente que en

F (Nivel3mg F (Nivel6mg)
ambos niveles el comportamiento de la variabilidad del Factor de Respuesta es bastante aceptable.
Para verificar con mayor cantidad de datos la variabilidad del Factor de Respuesta del estandar de
Ibuprofeno en el mismo dia, fue necesario realizar un contraste de Cochran en el cual se evalua si
no existe variabilidad significativa en el comportamiento de la varianza de ambos niveles. El
resultado del contraste de Cochran indica que no existe variabilidad significativa de la varianza entre
ambos niveles y por lo tanto los datos de los factores de respuesta del nivel de 3 mgy el nivel de 6
mg pueden utilizarse como si sélo fueran de un nivel. El coeficiente de variacion de los factores de

respuesta de ambos niveles es CV. :1,33%; un valor bastante aceptable para la reproducibilidad
del estandar de Ibuprofeno en el dia 02.

Los resultados de los coeficientes de variacion, tanto de los niveles como el coeficiente de variacion
de ambos niveles indica que es posible obtener factores de respuesta de preparaciones de estandar

repetibles durante el dia de analisis en la determinacion de la prueba de contenido quimico.
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El resumen de los resultados de las evaluaciones de Repetibilidad del Estandar, estan en la Tabla
3-24.

Tabla 3-24 Precision: Resumen de los Resultados de Repetibilidad del Estandar

Evaluacién Férmula / Criterios Limite Probuesto Resultado Resultado
Importantes P Repetibilidad 01 Repetibilidad 02
Coeficiente de oV 100
Ny =S, — .
Variacién de los OTRR CVe ivetamg) - 0:86%  CVi yiseramg) - 1,02%
Factores de AH CVq <3,0%
Respuesta en cada F = — ), CVe (wivetsmg) - 105%  CVi (iveromgy  1,42%
0 mk
nivel (mg)
(S )
Gexp (SZ) — max2 k
Sy
Contraste de . , Hy:s! =si..=5;
significacion de H,is) #5;.. %5
, 0,6046 <0,8772 0,6686 < 0,8772
Homogeneidad de G (k)
Varianzas o Gexp < G(a,k,n)
G(a,k,v)
V= (nmax _1)
Coeficiente de
Variacion de los H,: 512 = 522 = S;f
Factores de v - 100 CVe <3,0% CV, :112% CV, :1,33%
Respuesta de ambos F o °F f
niveles

La variabilidad de los estandares de Ibuprofeno es un levemente mayor para el dia 02 comparado

con el dia, tanto para los factores de respuesta de cada nivel como para los factores de respuesta
de cada dia. Sin embargo ambas variabilidades son aceptables.
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3.5.3. REPETIBILIDAD DE MUESTRA

Para determinar la repetibilidad de la muestra se seleccion6 un lote de Ibuprofeno 600 mg Tableta,
al cual se le determind el contenido quimico utilizando seis preparaciones de la muestra al nivel

seleccionado de analisis rutinario que represente el 100%.
Este disefio se realizd dos veces, cada vez en dias distintos a fin de utilizar los datos obtenidos para
el calculo de la precision intermedia de la muestra (reproducibilidad teniendo como variable el dia de

analisis).

Los termogramas referentes a la repetibilidad de la muestra del dia 01 estan en la Figura A - 22 y la
Figura A - 23 del Anexo 04.

133



Tabla 3-25 Precision: Repetibilidad de la Muestra (Dia 01)

Repetibilidad con Producto Terminado Dia 01

Producto Ibuprofeno Tableta

Cantidad Rotulada 600 mg/Tab

Peso promedio TEORICO de Tableta 1200,12 mg

Peso promedio de Tableta en LOTE 1209,27 mg

Porcentaje de Ibuprofeno teérico de LOTE 100,8 %

LINEALIDAD (Ecuacién de la Linea de Estandarizacién)

Pendiente (b) 132,24

Intercepcioén (a) -3,18

PRODUCTO TERMINADO

B Ibuprofeno . Entalpia Normalizada .
Porcién de Muestra Peso porcidn Teobrico en Entalpla de de Fusion (mJ/mg) Porcentaje sobre
tab. (mg) Porcion (mg) Fusién (mJ) [Factor de Respuesta] lo Rotulado (%)

1 12,1340 6,0664 771,18 127,12 97,3
2 12,4260 6,2124 816,06 131,36 100,5
3 12,4960 6,2474 817,01 130,78 100,0
4 12,1000 6,0494 804,21 132,94 101,7
5 12,4560 6,2274 828,41 133,03 101,8
6 12,0340 6,0164 798,41 132,71 101,5

Media () 12,2743 6,1366 805,88 131,32 100,5

Desviacion Estandar (s) 0,2064 0,1032 19,99 2,25 1,7

Coeficiente de Variacion (%) 168 168 2,48 172 1,71

Dato Minimo 12,0340 6,0164 771,18 127,1233 97,3

Dato Maximo 12,4960 6,2474 828,41 133,0271 101,8

En la repetibilidad con muestra de Tabletas de Ibuprofeno, en el dia 01, el coeficiente de variacion

del porcentaje sobre lo rotulado es CV,,,, :1,71% (ver Tabla 3-25).

El resultado del coeficiente de variacion del porcentaje sobre lo rotulado indica que es posible

obtener resultados repetibles de Ibuprofeno en tabletas durante el dia de analisis de la prueba de

contenido quimico a fin de determinar el porcentaje sobre lo rotulado de Ibuprofeno.
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Los termogramas referentes a la repetibilidad de la muestra del dia 02 estan en la FiguraA-24 y la

Figura A - 25 del Anexo 04.

Tabla 3-26 Precision: Repetibilidad de la Muestra (Dia 02)

Repetibilidad con Producto Terminado Dia 02

Producto Ibuprofeno Tableta

Cantidad Rotulada 600 mg/Tab

Peso promedio TEORICO de Tableta 1200,12 mg

Peso promedio de Tableta en LOTE 1209,27 mg

Porcentaje de Ibuprofeno teérico de LOTE 100,8 %

LINEALIDAD (Ecuacién de la Linea de Estandarizacion)

Pendiente (b) 132,24

Intercepcioén (a) -3,18

PRODUCTO TERMINADO

Ibuprofeno Entalpia Normalizada )
Porcion de Muestra Peso porcidn Tedrico en Ent.alpia de de Fusion (mJ/img) Porcentaje sobra
tab. {mg) Porcion (mg) Fusion (m) [Factor de Respuesta] lo Rotulado ()

1 12,3080 6,1534 792,84 128,85 98,6
2 12,2200 6,1094 830,47 135,93 104,0
3 12,3260 6,1624 835,81 135,63 103,7
4 12,2960 6,1474 849,08 138,12 105,6
5 12,3700 6,1844 805,49 130,25 99,6
6 12,0540 6,0264 813,85 135,05 103,3

Media () 12,2623 6,1306 821,26 133,97 102,5

Desviacion Estandar (s) 0,1132 0,0566 20,89 3,61 2,8

Coeficiente de Variacion (%) 0,92 0,92 2,54 2,69 2,68

Dato Minimo 12,0540 6,0264 792,84 128,8462 98,6

Dato Maximo 12,3700 6,1844 849,08 138,1205 105,6
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En la repetibilidad con muestra de Tabletas de Ibuprofeno, en el dia 02, el coeficiente de variacion
del porcentaje sobre lo rotulado es CV,,,, : 2,68% (ver Tabla 3-26).
El resultado del coeficiente de variacion del porcentaje sobre lo rotulado indica que es posible

obtener resultados repetibles de Ibuprofeno en tabletas durante el dia de analisis de la prueba de

contenido quimico a fin de determinar el porcentaje sobre lo rotulado de Ibuprofeno.

El resumen de los resultados de las evaluaciones de Repetibilidad de la Muestra, estén en la Tabla
3-27.

Tabla 3-27 Precision: Resumen de los Resultados de Repetibilidad de la Muestra

Evaluacion Férmula / Criterios Limite Probuesto Resultado
Importantes P Repetibilidad 01 Repetibilidad 02
%Rot =[ij@x@
b me RTah
y =a+bx
Coeficiente de AH
a.
Variacion de los (mJ)
CVyirot <3,0% . 0 : 0
porcentajes sobre lo AH 1) il CVisror 1171% CViirot 1 2,68%
b: ™)
rotulado
: Mmg)
100
CVy4rot = Swgot 9%Rot

La variabilidad del porcentaje sobre lo rotulado de Ibuprofeno en tabletas es mayor para el dia 02
comparado con el dia 01. Sin embargo ambas variabilidades son aceptables, ya que son menores
que el limite propuesto. (ver Tabla 3-27).
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3.5.4. REPRODUCIBILIDAD DE ESTANDAR (PRECISION INTERMEDIA.
VARIABLE: DIA)

Se utilizaron los datos de las dos repetibilidades efectuadas a fin de determinar la influencia de la

variable “dia” sobre los factores de respuestas.

Tabla 3-28 Precision: Datos de Repetibilidad del Estandar del Dia 01 y 02
Reproducibilidad del Estandar (Variable: Dia)
Evaluacion Estadistica de Repetibilidad 01 y Repetibilidad 02

ESTANDARES Repetibilidad 01 Repetibilidad 02
Entalpia Normalizada de Entalpia Normalizada de
Nivel Fusion (mJ/mg) Fusion (mJ/mg)
[Factor de Respuesta] [Factor de Respuesta]
3mg 131,39 131,34
131,43 128,00
131,35 130,59
129,05 129,69
129,24 128,47
130,00 128,65
6mg 130,65 129,96
129,98 131,90
132,97 133,33
132,26 129,62
133,36 132,55
132,93 128,59
Media (1) 131,22 130,22
Desviacion Estandar (s) 1,47 1,73
Varianza (s?) 2,15 3,01
Coeficiente de Variacion (%) 1,12 1,33
Dato Minimo 129,05 128,00
Dato Maximo 133,36 133,33
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Tabla 3-29 Precision: Evaluacion Estadistica de Reproducibilidad del Estandar

Prueba F para varianzas de dos muestras

a:0,05

Repetibilidad 01 Repetibilidad 02
Media 131,2175048 130,2238826
Varianza 2,154627319 3,010142129
Observaciones 12 12
Grados de libertad 11 11
F 0,715789231
P(F<=f) una cola 0,294315462
Valor critico para F (una cola) 0,35487036
Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales
a:0,05

Repetibilidad 01 Repetibilidad 02
Media 131,2175048 130,2238826
Varianza 2,154627319 3,010142129
Observaciones 12 12
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 21
Estadistico t 1,514559944
P(T<=t) dos colas 0,144791066
Valor critico de t (dos colas) 2,079613837

La repetibilidad del dia 01 presenta una varianza de 2,15 y la repetibilidad del dia 02 presenta una
varianza de 3,01 de los factores de respuesta de las preparaciones de estandar (ver Tabla 3-28).

Ambas varianzas fueron contrastadas estadisticamente mediante una prueba F,

dando como resultado que las varianzas de ambos dias son estadisticamente desiguales, por lo
tanto, la comparacion de los factores de respuesta se realizd tomado en cuenta la desigualdad de

las varianzas de ambos dias al efectuar su comparacion mediante la prueba t,, de Student (ver

Tabla 3-29).
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La prueba de Student refleja que los valores de los factores de respuesta del dia 01 y 02 son
estadisticamente similares y por lo tanto es posible calcular el coeficiente de variacion de los

factores de respuesta CV_ de ambos dias, es decir calcular su reproducibilidad tomado como

variable el dia de la determinacion.

Tabla 3-30 Precision: Reproducibilidad del Estandar (Variable: Dia)

Reproducibilidad del Estandar (Variable: Dia)

ESTANDARES

Entalpia Normalizada de
Nivel Fusion (md/mg)
[Factor de Respuesta]

3mg 131,3942
131,4309
131,3503
129,0481
129,2393
130,0033
131,3435
127,9987
130,5886
129,6863
128,4710
128,6542

6mg 130,6517
129,9784
132,9670
132,2592
133,3553
132,9324
129,9618
131,8995
133,3278
129,6178
132,5476
128,5898

Media (u) 130,72

Desviacion Estandar (s) 1,65

Coeficiente de Variacion (%) 1,26

Dato Minimo 128,00
Dato Maximo 133,36
Cantidad de Datos (n) 24
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El coeficiente de variacion de los factores de respuesta de los dias 01 y 02 es CV, :1,26%,

resultado muy satisfactorio que refleja la variabilidad de las preparaciones de estandar de un dia de

andlisis hacia otro dia de analisis (ver Tabla 3-30).

Tabla 3-31 Precision: Limites de Confianza del Factor de Respuesta del Estandar

Limite de Confianza Limite de Confianza
Inferior Superior
Media (u) 130,72 127,30 134,14
Grados de Libertad (n-1) 23
Nivel de significacion () 0,050
Estadistico tq, (1) 2,0687

Los limites de confianza de los factores de respuesta de los niveles de preparacion de estandar a

3mg y 6mg son 127,30mJ /mg...134,14mJ / mg, los cuales indican que cada vez que se efectle

en diversos dias una preparacion de estandar, el factor de respuesta tiene una probabilidad del 95%

de caer dentro de los limites calculados (ver Tabla 3-31).
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El resumen de los resultados de las evaluaciones de Reproducibilidad del Estandar, estan en la

Tabla 3-32.

Tabla 3-32 Precisién: Resumen de los Resultados de Reproducibilidad del Estandar

Evaluacion

Formula / Criterios
Importante

Resultado

WO Reproducibilidad

niveles

Contraste de significacion de ta,v _
Student para la Comparacion de dos Hp X=X,
. . . 0,145 > 0,05
Medias suponiendo varianzas NO , N2 Pl =
iguales Gi + SZJ
n
V= 12 2
nl + 2
n-1 n,-1
Coeficiente de Variacion de los 100
Factores de Respuesta de Ambos CV; =s; T CV. <5,0% 1,26% < 5,0%

Limites de Confianza de los
Factores de Respuesta de ambos

niveles

LC(F)=F +t, s,
v=(n-1)

Documentar limites de

127,30...134,14
confianza
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3.5.5. REPRODUCIBILIDAD DE MUESTRA (PRECISION INTERMEDIA.
VARIABLE: DIA)

Se utilizaron los datos de las dos repetibilidades efectuadas a fin de determinar la influencia de la

variable dia sobre los porcentajes de recuperacion.

Tabla 3-33 Precision: Datos de Repetibilidad de la Muestra (Dia 01 y Dia 02)

Datos de Repetibilidad de la Muestra (Dia 01 y Dia 02)

MUESTRAS Repetibilidad 01 Repetibilidad 02
Porcentaje sobre lo  Porcentaje sobre lo
Rotulado (%) Rotulado (%)
97,3 98,6
100,5 104,0
100, 1 103,8
101,7 105,7
101,8 99,7
101,6 103,3
Media (M) 100,5 102,5
Desviacién Estandar (s) 1,7 2,8
Varianza (s?) 2,9 7,6
Coeficiente de Variacion (%) 1,7 2,7
Dato Minimo 97,3 98,6

Dato Maximo 101,8 105,7
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Tabla 3-34 Precision: Evaluacion Estadistica de Reproducibilidad de la Muestra

Prueba F para varianzas de dos muestras

a:0,05
Repetibilidad 01 Repetibilidad 02

Media 100,4879237 102,5068213
Varianza 2,945814041 7,572959939
Observaciones 6 6
Grados de libertad 5 5
F 0,388991103

P(F<=f) una cola 0,161659181

Valor critico para F (una cola) 0,1980069

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales

a:0,05
Repetibilidad 01 Repetibilidad 02

Media 100,4879237 102,5068213
Varianza 2,945814041 7,572959939
Observaciones 6 6
Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 8

Estadistico t -1,52478061

P(T<=t) dos colas 0,165822088

Valor critico de t (dos colas) 2,306004133

La repetibilidad del dia 01 presenta una varianza de 2,95 y la repetibilidad del dia 02 presenta una
varianza de 7,57 de los porcentaje sobre los rotulado de Ibuprofeno en tabletas de las
preparaciones de muestra (ver Tabla 3-33). Ambas varianzas fueron contrastadas estadisticamente

mediante una prueba F,, , de Snedecor, dando como resultado que las varianzas de ambos dias

son estadisticamente desiguales, por lo tanto, la comparacion de los porcentajes sobre lo rotulado
de Ibuprofeno en tabletas se realizd tomado en cuenta la desigualdad de las varianzas de ambos

dias al efectuar su comparacion mediante la prueba t, , de Student (ver Tabla 3-34).
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La prueba de Student refleja que los valores de los porcentajes sobre lo rotulado de Ibuprofeno en

tabletas del dia 01 y 02 son estadisticamente similares y por lo tanto es posible calcular el

coeficiente de variacion de los porcentaje sobre lo rotulado CV,,.,, de ambos dias, es decir calcular

su reproducibilidad tomado como variable el dia de la determinacion.

Tabla 3-35 Precision: Reproducibilidad de la Muestra (Variable Dia)
Reproducibilidad con Producto Terminado (Variable: Dia)

MUESTRAS

Porcentaje sobre lo
Rotulado (%)

Nivel

6 mg 97,3
100,5
100,1
101,7
101,8
101,6
6 mg 98,6
104,0
103,8
105,7
99,7
103,3

Media (1) 101,5

Desviacion Estandar (s) 24
Coeficiente de Variacion (%) 2,39
Dato Minimo 97,3
Dato Maximo 105,7
Cantidad de Datos (n) 12
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El coeficiente de variacion de los porcentaje sobre lo rotulado de Ibuprofeno en tabletas de los dias

01y 02es CV,,, :2,39%, resultado muy satisfactorio que refleja |a variabilidad de los resultados

de las preparaciones de muestra de un dia de analisis hacia otro dia de anélisis (ver Tabla 3-35).

El resumen de los resultados de las evaluaciones de Reproducibilidad de la Muestra, estan en la

Tabla 3-36.

Tabla 3-36 Precision: Resumen de los Resultados de Reproducibilidad de la Muestra

Evaluacion

Contraste de significacion de

Férmula / Criterios
Importantes

Limite Propuesto

Resultado
Reproducibilidad

Student para la Comparacion de dos Ho X=X,
Medias suponiendo varianzas NO Pit 0,166 > 0,05
g2 g2 2 exp| = &
iguales e 2}
n
V= 12 2
n N n,
n-1 n,-1
Coeficiente de Variacion de los cV s 100 oV <509 5 309 < 5.00¢
% = Oy, P — % SO, 0 , < ,
porcentajes sobre lo rotulado oRot TR 04 Rot VoRot 0 0
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3.6. RECUPERACION

Se determind la recuperacion de la metodologia en la muestra desde el tratamiento de la muestra,
pasando por la etapa de pesada, hasta llegar a la colocacién del crisol con la muestra en el
Calorimetro Diferencial de Barrido, a través del disefio de la adicion de analito Ibuprofeno a la matriz
de la tableta. Se utilizaron tres niveles de adicion de masa (0,25 0,50 y 075), correspondientes a la

fraccion de analito (Ibuproreno) respecto al peso total de tableta.

Los termogramas referentes a la recuperacion estan desde la Figura A - 26 hasta la Figura A - 28
del Anexo 05.
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Tabla 3-37 Recuperacion: Datos de Porcentaje de Recuperacién

Validacion Recuperacion: Adicion del Analito a la Matriz

Producto Ibuprofeno Tableta
Cantidad Rotulada 600 mg/Tab
Peso promedio TEORICO de Tableta 1200,12 mg

LINEALIDAD (Ecuacién de la recta)
Pendiente (b) 132,24
Intercepcioén (a) -3,18

Adicion del Analito a la Matriz

Ibuprofeno Entalpia Normalizada  Porcentaje
\ Peso porcion tab. ) Entalpia de B
Nivel (mg) Tedrico en _ de Fusion (mJ/mg) sobre lo
(mg) ) Fusién (mJ)
Porcién (mg) [Factor de Respuesta]  Rotulado (%)
3 12,1580 3,0392 399,08 131,31 100,1
(Fraccion de Analito Correspondiente a 0,25) 12,1220 3,0302 399,95 131,99 100,6
12,0120 3,0027 385,56 128,40 97,9
6 12,0780 6,0384 766,65 126,96 96,4
(Fraccion de Analito Correspondiente a 0,50) 12,1220 6,0604 811,08 133,83 101,6
12,1160 6,0574 807,09 133,24 101,2
9 12,0980 9,0726 1214,7 133,89 101,5
(Fraccion de Analito Correspondiente a 0,75) 12,0720 9,0531 1202,5 132,82 100,7
12,0820 9,0606 1215,8 134,18 101,7
Media (u) 12,0956 131,85 100,2
Desviacion Estandar (s) 0,0415 2,56 1,8
Cosficiente de Variacion (%) 0,34 1,94 1,84
Dato Minimo 12,0120 126,9625 96,4
Dato Maximo 12,1580 134,1833 1017
Cantidad de Datos (n) 9
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En la Tabla 3-37 se puede observar que el porcentaje sobre lo rotulado de los datos individuales en
cada nivel esta dentro de los limites propuestos de 98,0% < %R, <102,0%. Ademés en la Tabla
3-38 los resultados promedio de cada nivel %R niveismg :99,5%, %R niweiomg :99,7% Y

%R nivelomg :101,3% : lo cual estima que si se produce un lote de tabletas de Ibuprofeno de la

composicion cualitativa de excipientes de la matriz de esta prueba de Recuperacion, la metodologia
analitica al utilizar la técnica de calorimetria diferencial de barrido, es capaz de recuperar
eficientemente, sin efecto de la matriz, la fraccidn que se encuentre de Ibuprofeno dentro de la

Tableta, es decir desde 0,25 hasta 0,75 respecto al peso promedio de la tableta de Ibuprofeno.

Tabla 3-38 Recuperacion: Porcentajes de Recuperacion en cada Nivel

Adicion del Analito a la Matriz

Porcentaje sobre lo

Nivel (mg) COCHRAN
Rotulado (%)

3 (Fraccion de Analito Correspondiente a 0,25) Media (nivel) > 99,5
Varianza (nivel) » 2,06
6 (Fraccion de Analito Correspondiente a 0,50) Media (nivel) » 99,7
Varianza (nivel) » 8,28
9 (Fraccion de Analito Correspondiente a 0,75) Media (nivel) » 101,3
Varianza (nivel) » 0,29
s2 Max 8,28
Y s? 10,64

Cochran Calculado 0,7788

Valor Limite de Cochran
segun Tabla k:3, n:3 0,8709
(a=0,05)

Se puede verificar en el contraste de Cochran que la matriz no ejerce efecto significativo sobre los
resultados de porcentaje sobre lo rotulado de Ibuprofeno en tabletas de cada nivel, ya que la

variabilidad de los tres niveles reflejada en el Cochran calculado G, : 0,7788, es menor que el

Cochran de tabla para los niveles y repeticiones realizados G, ,, : 0,8709 (ver Tabla 3-38).
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Tabla 3-39 Recuperacion: Evaluacion de la Exactitud de los Porcentajes de Recuperacion

EXACTITUD

Grados de Libertad (n-1) 8
Nivel de significacion (a) 0,050
Estadistico tq, (1) 2,3060
Porcentaje tedrico de Recuperacion (%) 100,0
Estadistico texp 0,309

Una vez verificado que no existe influencia de la cantidad de masa sobre los porcentajes de
recuperacion de lbuprofeno de las matrices en cada nivel, los nueve porcentajes de recuperacion se
pueden promediar, para obtener un porcentaje de recuperacion promedio de los tres niveles de

fraccion de Ibuprofeno en la tableta, el cual es %R niveiz6yomg :100,2% (ver Tabla 3-37). A este

promedio se le efectud un contraste t, Student con el fin de evaluar si el porcentaje de

recuperacion promedio de los tres niveles de fraccién de Ibuprofeno en la tableta es

estadisticamente cercano al 100,0%. El resultado t,,, : 0,309 es menor que el t,, :2.3060, lo

cual indica fuertemente que el porcentaje de recuperacion promedio de los tres niveles es igual al
100,0% planteado (ver Tabla 3-39).
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Tabla 3-40 Recuperacion: Limites de Confianza de los Porcentaje de Recuperacion de los Valores Individuales y

Promedio

Limites de Confianza de Valores Individuales de Porcentaje de Recuperacion

Limite de Confianza Limite de Confianza
Inferior Superior
Media (M) 100,2 95,9 104,4
Desviacién Estandar (s) 1,8
Grados de Libertad (n-1) 8
Nivel de significacion (a) 0,050
Estadistico tq, (1) 2,3060

Limites de Confianza de Valores Promedio de Porcentaje de Recuperacion

Limite de Confianza Limite de Confianza

Inferior Superior
Media (M) 100,2 98,8 101,6
Desviacién Estandar (s) 1,8
Cantidad de Datos (n) 9
Grados de Libertad (n-1) 8
Nivel de significacion (a) 0,050
Estadistico tq, (1) 2,3060

Los limites de confianza de los de los valores individuales de porcentaje de recuperacion de

Ibuprofeno en tableta en la preparaciéon de muestra son 95,9%...104,4%, los cuales indican que

cada vez que se efectue una determinacion individual de cuantificacion de Ibuprofeno en tableta, el
porcentaje sobre lo rotulado tiene una probabilidad del 95% de caer dentro de los limites calculados
(ver Tabla 3-40).

Los limites de confianza de los de los valores promedio de porcentaje de recuperacion de

Ibuprofeno en tableta en la preparacion de muestra son 98,8%...101,6%, los cuales indican que

cada vez que se efectle una determinacion de cuantificacion de Ibuprofeno en tableta, el porcentaje
promedio sobre lo rotulado tiene una probabilidad del 95% de caer dentro de los limites calculados
(ver Tabla 3-40).

El resumen de los resultados de las evaluaciones de Recuperacion, estan en la Tabla 3-41.
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Tabla 3-41 Recuperacion: Resumen de los Resultados de Recuperacion

Evaluacion

Férmula / Criterios Limite Propuesto

Importantes

Resultado

Porcentaje Promedio de

Recuperacion de cada nivel

98,0% < %R, <102,0%

AH,, —ajx 100

mNiv&lSmg :99,5%
mNiveleg 99,7%
mNiveIng 101,3%

b me
(Shec)
Sk
H,:s?=s2..=¢’
s , , , .S 2 2
Contraste de significacion H,:s2 282 %
de Homogeneidad de c 0.7788 < 0.8709
Varianzas (a.k,n) 5 <G
0 exp — “(a.k,n)
G(a,k,v)
V= (nmax _1)
X—u
t —
exp S
x/ﬁ Plt 5 WNivelS,Gygmg :100,2%
Contraste de significacion B exp texp 0309
de Student para la Exactitud H 0 X=H 0
t, <t
faw o 0,309 < 2,3060
v=n-1

Limites de Confianza de los
valores individuales de

porcentaje de recuperacion

LC(%R) =%R+ '[M’I,S%R
Documentar Limites de

95,9%...104,4%

Limites de Confianza de los
valores promedio de
porcentaje de recuperacion

Confianza
V= (n%R -1
. _ S,
LC(%R)=%R*t,, x &
x/ﬁ Documentar Limites de
Confianza

v =Ny —1)

98,8%...101,6%
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3.7. COMPARACION DE METODOLOGIA DSC Y
METODOLOGIA PHLC

Se contrasto si existen diferencias significativas entre los resultados obtenidos utilizando la técnica
de Calorimetria Diferencial de Barrido y la técnica cromatografica de la Farmacopea
Estadounidense, comparando los resultados de las metodologias utilizando una evaluacion

estadistica t, , Student sobre los promedios del porcentaje sobre lo rotulado de cada metodologia.

Los termogramas referentes a la determinacion de Contenido Quimico de Ibuprofeno en Tableta a
través de DSC, estan desde la Figura A - 29 hasta la Figura A - 33 del Anexo 06.

Se puede verificar en la Tabla 3-42, que los resultados individuales de Contenido Quimico a través
del DSC de los 5 lotes evaluados se encuentran en el rango del 95,4% al 103,3% lo cual representa
un coeficiente de variaciéon de 2.56% para los 10 resultados individuales, variacién que es muy
aceptable tomando en cuenta lo pequefia cantidad de porciéon de muestra pesada, la cual oscila
alrededor de 12 mg. Estos lotes presentan resultados promedios de Contenido Quimico alrededor
del 100%, siendo el resultado promedio mas bajo 97,8% y el resultado promedio més alto 101,8.
Tanto los resultados individuales como los resultados promedio de Contenido Quimico reflejan un
desempefio muy bueno de la metodologia DSC para la cuantificacion del Ibuprofeno en tabletas, ya
que se encuentran dentro de lo especificado por las farmacopeas, que el Contenido Quimico de las

Tabletas de Ibuprofeno debe estar dentro del rango del 90,0% al 110,0%
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Tabla 3-42 Determinacion de Contenido Quimico de Ibuprofeno Tableta en DSC

Determinacién de Contenido Quimico de Ibuprofeno Tableta en

DSC
Producto Ibuprofeno Tableta
Cantidad Rotulada 600 mg/Tab
Peso promedio TEORICO de Formulacién de Tableta 1200,12 mg
Fraccion de Ibuprofeno en formulacion de Tableta 0,499950
LINEALIDAD (Ecuacién de la recta)
Pendiente (b) 132,24
Intersepcion (a) -3,18
PRODUCTO TERMINADO
Entalpia
o I TR0 e o T | e o
(mg) Lote (%)  tab. (mg) [Factor de Rotulado (%)
Respuesta]
09060042 1206 100,5 12,0700 795,75 131,87 100,6 100,7
12,1000 799,47 132,16 100,8
10020202 1202 100,2 12,3080 792,84 128,85 98,0 100,7
12,2200 830,47 135,93 103,3
10060124 1201 100,1 12,4600 782,00 125,53 954 97,8
12,3200 811,76 131,79 100,1
10070102 1198 99,8 12,0100 772,46 128,65 97,5 100,0
12,2300 826,89 135,24 102,5
10110217 1200 100,0 12,0940 820,99 135,78 103,1 101,8
12,1240 802,43 132,38 100,5
Media (u) 12,1936 803,51 131,82 100,2 100,2
Desviacion Estandar (s) 0,1393 19,05 3,39 2,6 1,5
Coeficiente de Variacion (%) 1,14 2,37 2,57 2,56 1,50
Dato Minimo 12,0100 772,46 125,5342 95,4 97,8
Dato Maximo 12,4600 830,47 135,9334 103,3 1018
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Tabla 3-43 Datos de Contenido Quimico de Ibuprofeno Tableta en DSC y HPLC

Datos de Contenido Quimico de Ibuprofeno Tableta en

DSC y HPLC
Determinacion de Contenido Quimico DSC HPLC
Lote Porcentaje sobre lo Porcentaje sobre lo
Rotulado (%) Rotulado (%)
09060042 100,7 99,8
10020202 100,7 100,2
10060124 97,8 100,3
10070102 100,0 97,7
10110217 101,8 101,7
Cantidad de Datos (n) 50 50
Media (M) 100,2 99,9
Desviacién Estandar (s) 1,5 1,4
Varianza (s?) 2,2 2,1
Coeficiente de Variacion (%) 1,5 1,4
Dato Minimo 97,8 97,7
Dato Maximo 101,8 101,7

Se puede verificar en Tabla 3-43 que los datos promedios de los 5 lotes son similares. La media de
los datos de cada lote en las metodologias de Calorimetria Diferencial de Barrido y Cromatografia
de Liquidos de Alta Eficiencia indican que existe una similitud de los resultados; ademas, los
parametros que miden la precision de los datos, como lo es la desviacion estandar, varianza,
coeficiente de variacion, dato minimo y maximo, indican y sugieren fuertemente una similitud de los

resultados independientemente la metodologia que se utilice.
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Tabla 3-44 Evaluacion Estadistica de Contenido Quimico de Ibuprofeno Tableta en DSC y HPLC

Prueba F para varianzas de dos muestras

a:0,05
DSC HPLC

Media 100,2 99,94
Varianza 2,215 2,083
Observaciones 5 5
Grados de libertad 4 4
F 1,063370139

P(F<=f) una cola 0,476973273

Valor critico para F (una cola) 6,388232909

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

a:0,05
DsC HPLC

Media 100,2 99,94
Varianza 2,215 2,083
Observaciones 5 5
Varianza agrupada 2,149

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 8

Estadistico t 0,280430434

P(T<=t) dos colas 0,786262568

Valor critico de t (dos colas) 2,306004133

Los resultados de porcentaje sobre lo rotulado de Ibuprofeno a través de la técnica de Calorimetria
Diferencial de Barrido presentan una varianza de 2,22 y los resultados a través de la técnica de
Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia presentan una varianza de 2,08 (ver Tabla 3-43).

Ambas varianzas fueron contrastadas estadisticamente mediante una prueba F,, , de Snedecor,

dando como resultado que las varianzas de los resultados bajo las técnicas de Calorimetria
Diferencia de Barrido y Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia son estadisticamente iguales,
por lo tanto, la comparacion de los porcentajes sobre lo rotulado de Ibuprofeno en tabletas se realiz6
tomando en cuenta la igualdad de las varianzas de ambos dias al efectuar su comparacion

mediante la prueba t, , de Student (ver Tabla 3-44).
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Al efectuar la prueba de Student se obtiene que 0,786 >>0,05, es decir P

>>a, Yy porlo

Cexp
tanto a prueba sugiere fuertemente que los resultados de los porcentajes sobre lo rotulado de
Ibuprofeno en tabletas de los lotes analizados a través de las técnicas de Calorimetria Diferencial de
Barrido y Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia son estadisticamente similares y se acepta la

hipétesis nula H, : x1 = X de que los resultados son similares independientemente de su técnica.

Por lo tanto es posible efectuar la determinacién de Contenido Quimico a través de ambas

metodologias y obtener resultados estadisticamente similares (ver Tabla 3-44).

El resumen de los resultados de la evaluacion de Comparacién Metodologia DSC Y Metodologia
HPLC, estan en la Tabla 3-45.

Tabla 3-45 Resumen de los Resultados de la Comparacion Estadistica de la Metodologias DSC y HPLC

Evaluacion Formula f Critérios Limite Propuesto Resultado
Importante

Contraste de significacion

de Student para la . , H,: X=Xz
Comparacion de dos Medias s, = / (n, —Ds; +(n, ~1)s, S o 0,786 >> 0,05
(metodologias) suponiendo \ n+n, -2 texP =a
varianzas iguales
t
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Al evaluar la factibilidad de la utilizacion de la técnica de Calorimetria Diferencial de Barrido
para la determinacion de Contenido Quimico en Tabletas de Ibuprofeno, se pudo verificar en
los diversos parametros de exploracion, que es posible proseguir con los parametros de
validacion de la metodologia analitica utilizando esta técnica calorimétrica, ya que la pureza del
lbuprofeno no disminuye significativamente a pesar de los parametros de calentamiento.
Ademas, los resultados preliminares del porcentaje sobre lo rotulado de Ibuprofeno estan
dentro del rango del 90,0% y 110,0% que especifica la prueba de contenido quimico de las
farmacopeas. Y en ultimo lugar se puede constatar preliminarmente que la matriz no afecta
significativamente los resultados de contenido quimico de Ibuprofeno en las tabletas, ya que
tanto estandares como muestras poseen una respuesta estadisticamente similar dentro de la

técnica de Calorimetria Diferencial de Barrido.

Los parametros de exploracion permitieron establecer que para el Desarrollo de la Metodologia
Analitica de determinacion de Ibuprofeno en Tabletas, los parametros de operacion del
Calorimetro Diferencial de Barrido fueron seleccionados apropiadamente para efectuar
posteriormente los diferentes pardmetros de validacion analitica de la metodologia para

determinacion de Contenido Quimico de Ibuprofeno en Tabletas.

Los resultados del parametro de validacién de Especificidad permiten establecer que durante el
analisis de Ibuprofeno en las tabletas correspondientes a la formulacién en estudio, la matriz no
presentara sefial de interferencia alguna, tanto para un lote de Ibuprofeno Tabletas recién
elaborado, como para un lote de Ibuprofeno Tabletas en estudio de estabilidad con condiciones
estresantes. Esto permite cuantificar al Ibuprofeno sin interferencia alguna utilizando la técnica

de Calorimetria Diferencial de Barrido para la formulacion en estudio.
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Los resultados del parametro de validacion de Linealidad establecen que durante el anélisis de
Ibuprofeno en las tabletas, la respuesta de entalpia de fusién es directamente proporcional a la
cantidad de ibuprofeno en el rango de 2 mg a 10 mg que se encuentren dentro del crisol del
DSC; y ademas sin sesgo significativo alguno. Estas aseveraciones provienen de las diversas
pruebas efectuadas durante el parametro de validacién, en donde el coeficiente de correlacion,
coeficiente de variacion de los factores de respuesta, y el contraste de significacion de la
pendiente respaldan sdlidamente la proporcionalidad lineal de la entalpia de fusion con la
cantidad de Ibuprofeno. El contraste de significacion de la ordenada en el origen y los limites
de confianza de la ordenada en el origen respaldan también sélidamente que la respuesta de la
proporcionalidad lineal esta libre de sesgo, ya que estadisticamente se ha demostrado que no
existe respuesta de entalpia de fusién cuando no hay cantidad alguna de Ibuprofeno en el

Calorimetro Diferencial de Barrido.

En los parametros de validacion de limite de deteccidn y limite de cuantificacién, los resultados
estimados reflejan que es posible detectar con reproducibilidad y certeza estadistica una
cantidad de Ibuprofeno minima de aproximadamente 0,3 mg de Ibuprofeno. Ademas es posible
cuantificar con reproducibilidad y certeza estadistica una cantidad de Ibuprofeno minima de

aproximadamente 1,0 mg que se encuentren dentro del crisol de aluminio del DSC.

Los resultados de la Precision ratifican que es posible obtener datos repetibles y reproducibles
tanto para la preparacion del estandar como para la preparacion de la muestra. En primer lugar
se puede verificar a través de los datos de la precision del equipo, que la variacién que otorga
el calorimetro diferencial de barrido es bastante baja, lo cual indica que la variabilidad de la
metodologia de contenido quimico en el DSC depende de variabilidad de la preparacién de

estandar y preparacion de muestra.

159



Los resultados repetibles de la precision estan sustentados en la baja dispersion de los datos
de la repetibilidad de los estdndares tanto en los niveles individuales como en el calculo de la
variabilidad de todos los niveles. Ademas de la repetibilidad de los estandares, la repetibilidad
de la preparacion de la muestra es aceptablemente baja, ya que a pesar de que la preparacion
de la muestra se ha pesado en una microbalanza, los resultados han sido lo suficientemente
cercanos para poder concluir que poseen una variabilidad aceptable en un andlisis cuantitativo
rutinario. Lo cual lleva a deducir que la variabilidad de los datos de la preparacion de la muestra
estdn mayormente influenciados durante la etapa de pesaje que en la etapa de los “registros”
en el calorimetro diferencial de barrido, ya que la variabilidad del equipo es muy baja como

para influenciar significativamente en los resultados de la preparacion de muestra.

Los resultados reproducibles de la precision estan sustentados en la poca dispersion de los
datos de reproducibilidad de la preparacion de estandares en diferentes dias de trabajo, lo cual
indica que es posible obtener respuestas de entalpia reproducibles en diferentes dias de
preparacion de estandar. Por otra parte la reproducibilidad de las preparaciones de muestra es
muy aceptable, ya que permite establecer que la metodologia es capaz de ofrecer datos

consistentes de varios lotes de Ibuprofeno Tableta que se analicen en diversos dias.

El parametro de recuperacion posee resultados muy satisfactorios a través de las diferentes
pruebas estadisticas a las que fue sometida una representacion de la preparacion de muestra a
traves de la adicion de analito a la matriz de la tableta. En primer lugar cada preparacion de
muestra con diferente fraccion de analito (0,25...0,50...0,75) respecto al peso promedio de
tableta, presenta datos de recuperacion dentro del 98,0% al 102,0% sobre lo rotulado de la
fraccion de analito en la preparacion de muestra; lo cual demuestra que la metodologia es
capaz de recuperar cualquier cantidad de analito que se encuentre presente dentro los rangos
de fraccion experimentado, lo cual es respaldado por la prueba de homogeneidad de varianzas

de los diferentes niveles de fraccién de analito.

160



En el parametro de recuperacion es también posible concluir que los porcentajes de
recuperacion individuales como los porcentajes de recuperacion promedios se encontraran con
un grado de confianza bastante alto, dentro del rango de aceptacion que especifican las
farmacopeas para los lotes de Ibuprofeno Tabletas producidos correctamente. Aun, la
metodologia es capaz de cuantificar con alto de grado de exactitud la cantidad de Ibuprofeno
en lotes de tabletas que no hayan sido producidos correctamente y que por alguna razén haya
habido equivocacion en la fraccion de Ibuprofeno en las tabletas durante su produccion, pues la
metodologia es capaz de cuantificar con mucha exactitud fracciones de Ibuprofeno del 0,25 al
0,75 dentro de la tableta. Lo mismo aplica también para el analisis de lotes de Ibuprofeno
Tableta en estudios de estabilidad, ya sea estudios de seguimiento o estudios en condiciones
estresantes; la cuantificaciéon de Ibuprofeno sera muy exacta debido a su buen porcentaje de
recuperacion, sumado también que no existe interferencia de la matriz como se pudo verificar

con el parametro de especificidad.

Los resultados del parametro de comparacion estadistica de las metodologias analiticas, una
que utiliza como técnica la calorimetria diferencial de barrido y la otra la técnica convencional
de cromatografia de liquidos de alta eficiencia, hacen posible concluir que es posible utilizar
indistintamente ambas metodologias, ya que la variabilidad de los resultados promedio de
contenido quimico de cada lote son similares en ambas metodologia, y ademas los valores de
los resultado promedio son similares. Todo ello esta respaldado por la inferencia estadistica de

la prueba t, , de Student que compara las medias de dos poblaciones de datos.

Se concluye que la metodologia analitica utilizando la técnica de calorimetria diferencial de
barrido es valida para la determinacion de contenido quimico de Ibuprofeno Tableta, ya que
todos los parametros de la validacion ratifican que es posible cuantificar con una exactitud y
precision confiables la cantidad de Ibuprofeno presente en la formulacion de tableta, sin
interferencia alguna de la matriz y sin sesgo alguno; tanto para los lotes de Ibuprofeno Tableta
producidos como para los lotes es estudios de estabilidad en condiciones de estanteria o en

condiciones estresantes.

161



La metodologia analitica de cuantificacion de contenido quimico a través de calorimetria
diferencial de barrido es vélida para la férmula cualitativa y cuantitativa de la empresa donde se
efectud el estudio de validacidn. Lo cual no significa que sea exclusiva, sino que es necesario
determinar a través de parametros de validacion si formulaciones de |buprofeno Tableta de
otras marcas presentan resultados exactos y precisos libres de interferencias debido a
excipientes, bajo los parametros de operacion del DSC de esta metodologia para la prueba de

Contenido Quimico.
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Se recomienda:

— Aplicar la metodologia analitica de cuantificacion de contenido quimico a través de la
calorimetria diferencial de barrido a los lotes producidos y estudio de estabilidad de Ibuprofeno
Tabletas de la empresa donde realiz6 el estudio, si se quiere determinar de una manera rapida
y confiable, debido a su exactitud y precisién, la cantidad de Ibuprofeno presente en tabletas;
utilizando una metodologia libre de solventes, y libre de operaciones que implican el uso de

material volumétrico.

— Determinar a través de parametros de validacion si formulaciones de Ibuprofeno Tableta de
otras marcas presentan resultados exactos y precisos y ademas libres de interferencias debido
a excipientes, bajo los parametros de operacion del calorimetro diferencial de barrido en la
presente metodologia, haciendo los ajustes necesarios para poder aplicar el uso de la técnica
calorimétrica como una alternativa de cuantificacion a las metodologias presentadas en las

farmacopeas.

— Aplicar los pardmetros de validacion realizados en el presente trabajo de a otras tabletas con
diferentes principios activos que presenten una sefial de fusion de sus cristales, para poder
optar a una metodologia en el calorimetro diferencial de barrido que les ofrezca las ventajas de
una metodologia libre de solventes y libre de operaciones que implica el uso de material

volumétrico.

—  Efectuar estudios de aplicacién farmacéutica con el calorimetro diferencial de barrido a fin de
ampliar el uso de esta técnica frente a las técnicas convencionales de cromatografia de
liquidos y espectrofotometria, en todas las pruebas farmacéuticas que sea posible y factible

aplicar esta técnica.
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Anexo 01

Metodologia Analitica de Contenido Quimico de Ibuprofeno Tableta en DSC

(Parametros de Operacion del equipo DSC)
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Ibuprofena Tab Cantenido

Method : Ibuprofeno Tab Contenido, Z2.05.2010 09:50:29
Created by : METTLER
Sample Holder : Rluminum Standard 40ul
T Technigue : D3C
Start Temperature: 40 °C
End Temperature : 90 °C
Sample
Preparation

Pesar en un criscl la cantidad de Materia Prima. Sellar el criscl. Usar como referencia un
crisel sellado.
Range of Weight: 0 - 15 mg
Sampling Interval: 1 s
Insert Temperaturs
Butomatic
Remowve Temperature
Butomatic
Mo Held

Segment 1
Start temp : 40 9C
End temp ; 90 °C
Heating rate : 5 °C/ min
Gas : Bir, 0 ml/min

Synchronization enabled

-1 STAR SW9.20

Figura A - 1 Metodologia Analitica de Contenido Quimico de Ibuprofeno Tableta en DSC (Parametros Operativos)
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Anexo 02

Termogramas de Especificidad
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~eX0 lbuprofeno Tab Selectividad Matriz 00

ﬂ Ibuprofeno Tab Selectividad Matriz 001, 30.11.2010 12:18:02
Ibuprofeno Tab Sel ectividad Matriz 001, 0,0000 mg

Ibuprofeno Tab Sel ectividad Matriz 002, 30.11.2010 12:33:12
Ibuprofeno Tab Sel ectividad Matriz 002, 0,0000 mg

Ibuprofeno Tab Selectividad Matriz 003, 30.11.2010 12:48: 26
Ibuprofeno Tab Selectividad Matriz 003, 0,0000 mg

Step 4,46 U

500
umy

4n0 @0 40 B0 490 SO0 5L0 S0 S0 S0 B00  B20 640 GRO S0 00 JIN F4p TEp FA0
A I I i I I I I ! [ FE
+

B0 E20 B0 BeO  AED
-+ttt t t

o

I
t T
o 05 10 15 20 35 2p 35 a0 a5 50 55 50 65 7,0 75 an as 90 95

5y
1

min

Figura A - 2 Especificidad: Termogramas de la matriz

Aex0 Ibuprofeno Tab Selectividad Matriz 01

Ibuprofeno Tab Selec Matriz 15d 001, 31.01.2011 16:19:02
3 Ibuprofeno Tab Selec Matriz 15d 001, 0,0000mg

. Ibuprofeno Tab Selec Matriz 15d 002, 31.01.2011 16:34:21
Ibuprofeno Tab Selec Matriz 15d 002, 0,0000 mg

Ibuprofeno Tab Selec Matriz 15d 003, 31.01.2011 16:49:43
Ibuprofeno Tab Selec Matriz 15d 003, 0,0000 ng

1000
g

400 R0 0 p 480 SO0 S0 S40 S0 W0 600 6Z0  A40  BB0 B0 OO FZO F0 A0 7RO A0O

Ly 0,5 10 15 20 25 3p 35 40 45 s 55 5 55 7,0 75 ap

Figura A - 3 Especificidad: Termogramas de Matriz luego de haber sido expuesta a 80°C durante 15 dias.
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Anexo 03

Termogramas de Linealidad y Rango
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~eX0

Ibuprofeno St Linealidad Nivel 02 mg

Easeline Type line

2dbuprofenc St Linealidad Nivel 2 mg 04 Integral SEFFA9ml
Thuprofeno St Linealidad Nivel 2 m g 04, 2,0860 mg rovmalized  -133,26 1971
Creet 75,01 °C
Peak 7EES °C
Left H Limit 68,38 °C
Right b Limit #2,30 °C

T
- N
\\ t
3 . 3
—
: ;
Zbuprofenc o Linedidad Mivel 2 rg 01 Integral 27T Em
buprofeno & Liredidad Hivel 2mg 01, 2,1200 mg normalzed 130,83 Jgn1
Oreet FE01T
Peak TEITT
Left bl Limit BA26 T
Right bl Limit 2021 T
Baseline Type line
&lbuprofena St Linealidad Mivel 2 mg 02 Integral -ZEZAZmd
Ibuprofeno St Linealidad Hivel 2 rmg 02, 2,1240 mg normalized - 122 52 Jgnl
Onzet F5E0T
n Fed THIET
it LeftblLimit 6855 T
Rightbl Limit 21,494 T
Bazeline Type line
#Ibuprofen o StLinealidad Nivel 2 mg D3 hrt:rgn:alli sed jgi‘gg ?;Jn_l
Ibuprofenc St Linealidad Nivel 2 mg 03, 2,1020 mg Craat 7513 40
Peak FEIEOC
Left H Lt B9,42 °C
- Right bl Limit 80,62 =C

Easeline Type line

Figura A - 4 Linealidad: Termogramas del Nivel de 2 mg

~exo Ibuprofeno St Linealidad Nivel 03 mg
3
¥ ]
— \
T
i 3
e : .
#Ibuprofeno St Linealidad Nivel 2m g 01 Ir:;?nallized :‘gg’;; T;,\_l
Ibuprofenc St Linealidad Nivel 3 mg 01, 3,1880 mg Creat 75 00 #C
Peak FELTT OC
Left bl Limit BF .49 2C
Right bl Limit  §3,21 #C
Easeline Type lire
Irkegral -411,50 m]
#Ibuprofene St Linealidad Nivel 3 mg 02 noemalized  -132,14 Jg™-1
- Thuprofeno St Linealidad Nivel 3mg 02, 31140 mg  oriset 75,11 o0
i Peak, 76,65 °C
Left H Limit BF,EE 2
Right B Lirit 83,70 °C
Baselire Type lire
&Ibuprofene St Linealidad Nivel 3mg 03 Irkegral 421,27 ml
Ibuprofenc St Linealidad Nivel 3 mg 03, 3,1840 mg rotmalized  -132,31 Jg™-1
at FE.88 °C
Peak. 7712 o0
Left bl Limit 69,22 °C
Right bl Limit ~ §3,27 =C
Easeline Type lire
&Ibuprofeno St Linealidad Nivel 3 mg 04 Irtegral -11,53 ml
Thuprofeno St Linealidad Nivel 3 mg 04, 3,1060mg rormnalized 132,50 1g™-1
Creet 75,30 %0
Pak FEEZ
Left bl Lirmit B985 2T
Right bl Limit 82,32 =C
Easelire Type line
L S s e o e e e e ., S I s S B S B S S S T T 1
Bl A2 Al 45 A3 L] 52 54 = &0 a2 & 13 & ] 72 T4 76 a0 a a5 s

Figura A - 5 Linealidad: Termogramas del Nivel de 3 mg
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~eX0

Ibuprofeno St Linealidad Nivel 04 mg

Eazeline Type line

Jbuprofene St Linealidad Nivel 4 mg 03 Integ'al. 3417 mJ,\
Thuprofeno St Linealidad Nivel 4 mg 03, 4,0860 mg romnglized  -130,73 1971
Oreet JEBE AC
Peak FE,80 2
Left Bl Limit 69,52 o
i Right bl Limit 82,28 °C

Baseline Type line

#Ibuprofene St Linealidad Nivel 4 mg 04

Irkegral 530,43 ml
Thuprofenc St Linealidad Nivel 4 mg 04, 4,0600 mg nomalized  -130,65 1g-1
Creet 7310
Peak. FELFE AT
Left bl Limit BE,28 2T
Right bl Limit 83,22 #C

Easeline Type lire

o T X
T
#Ibuprofeno St Linealid ad Nivel 4 mg 01 Irkegral ) -SarsEml
Tbuprofeno St Linealidad Nivel 4 mg 01,4,0780 mg ~Nomalized 131,83 Jg~-1
Onset 75,25 2
Peak FEL4E 2T
Left H Limit B7,49 2C
Right bl Limit 83,32 =C
Baselire Type lire
#Ibuprofeno St Linealidad Nivel 4 mg 02 Tntegral -E31,79ml
Ibuprofeno StLinealid ad Nivel 4 mg 02, 4,1180mg  revmalized  -129,14 1971
E Oreet FE2E 2T
i Peak, FE57 2C
Left B Limit BF,24 20
Right Bl Limit 83,36 =C

an a4
Figura A - 6 Linealidad: Termogramas del Nivel de 4 mg
~exo Ibuprofeno St Linealidad Nivel 05 mg (
r 1
W i
. \\
: \\ f 1
- . ] ‘
3 T ra Fi S—
Trtegal -685,93 m) \ {
2Ibup rofeno St Linealidad Nivel Smg 01 rormalized  -133,14 1g™-1 \
Ibuprofenc St Linealid ad Nivel 5 mg 01, 5,1520 mg Crset 7oz \
Peak 76,74 °C \
Left H Limnit E8,86 °C
Right bl Limit  %3,30 =C
Easeline Type line ".I
mﬁ #Ibuprofeno St Linealid ad Nivel 5 mg 02 Integal_ 675,53 ml
Ibuprofeno St Linealidad Nivel 5mg 02, 5,1000 mg rommalized  -132,46 1g7-1
Creet FE.E4 oC
Peak FE,94
Left Bl Limit 62,24 %
Right bl Limit 83,56 °C
Easeline Type line
#Ibuprofeno St Linealidad Nivel 5 mg 03 Iﬁ;?nallized :?g?’ig TgJ"-l
Ibuprofenc St Linealid ad Nivel 5 mg 03, 5,0620 mg et 75 2 o0
Peak TR0 eC
Left B Limit B7 2420
Right bl Limit &3 ,44 #C
Baseline Type line
2dbuprofenc St Linealidad Nivel 5 mg 04 Integ'al. -EE 1,28 ]
- Thu profen o 5t Linealidad Nivel Smg 04, 5,0860 mg _D¥malized  -130,02 1g™-1
rset FE T
Peak FEED 2T
Left Bl Lirnit BF.FE2C
Right Bl Limit  §4.23 =C
Easeline Type line
S e e e e e e T e e e e L e e e e e e N L A s e s — 1
41 42 A 4f “3 5 52 54 k3 = &0 &2 &4 (13 & kil ks kel K a aa a4 a8 W

Figura A - 7 Linealidad: Termogramas del Nivel de 5 mg
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~eX0

Ibuprofeno St Linealidad Nivel 06 mg

—

#Ibuprofeno St Linealidad Nivel & mg 02
Thuprofen o 5t Linealidad Nivel 6 mg 02, 56,0780 mg

Baseline Type lire

Irtegral
romalized

Creet

Pk,

Left bl Lirnit

Right bl Lirit

740,91 )
-130,13 1g™-1
FE,28 87
FEA0 5T

BE,7 157
83,6957

EBaselire Type line

1
4
#Ibu profeno St Linealidad Nivel 6 mg 01 Irkegral § -829,66 ml
Ibuprofeno St Linealidad Nivel 6 mg 01, 6,1660mg _nomalized  -13455 1g™-1
Creat 75,47 °C
Peak 76,83 °C
Left bl Limit ~ £9,64 7C
Right bl Limit 8462 °C

&Jbuprofeno St Linealidad Nivel & mg 03 Integ’al_ -FE7,39 )
Thuprofeno St Linealidad Nivel 6 mg 03, 6,0020 mg reemnalized  -131,19 Jg7-1
Criset FEEZ °C
Peak FROE C
- Left H Limit BEEF °C
Right bl Limit 84,59 C
Bazeline Type lire
2dbuprofenc St Linealidad Nivel 6 mg 04 Ir\teg‘al_ 784,13l
Ibuprofeno St Linealid ad Nivel 6 mg 04, 6,0740 mg normalized  -129,10 1g™-1
Oriset FE,32 e
Peak: 76,95 O
Left H Limit 62,38 2C
Right B Limit 83,46 =C
Easaline Type lire
L S e e e e e e e I e L LA I s s e e e T T T T T T T T T T T T T T —
Bl a2 Al 45 e = 52 54 = L2 &0 &2 &4 113 & kil 72 T K] a an a4 a5 i
Figura A - 8 Linealidad: Termogramas del Nivel de 6 mg
~exo Ibuprofeno St Linealidad Nivel 07 mg
. \ F 4
i \ T
! /,/ +
W' |
~_ : | .
3 \ ¥
Irtegral 324,58 m)
&Ibuprofeno St Linealidad Nivel 7 mg 01 n;%;ilized 13063 ;ng’\_l ('
- Thuprofeno St Linealidad Nivel 7mg 01, 7,0780 mg Creet ?5J5'2 o
Peak FF09 9
Left bl Limit 62,48 %
Right bl Limit 84,44 oC
Easeline Type lire
#dbuprofenc St Linealidad Nivel 7 mg 03 Integ'al. -937.87 mJA
,“ﬁ Thuprofeno St Linealidad Nivel 7 m g 03, 7,1760 mg O:‘;'i“al'zed ;?:gésgcjg -1
Peak FE,992C
Left Bl Limit F0,00 2C
Right bl Limit ~ §3.47 =C
EBazeline Type line
#Ibuprofeno St Linealidad Nivel 7 mg D4 Tntegral -930 47 m]
Ibuprofeno St Linealidad Nivel 7 mg 04, 7,1260 mg rormalized 13057 1g°-1
Crizet FEEZ 2T
d Peak FE.90*C
Left B Lirnit B9,E2 2
Right Bl Limit 83,47 =C
Bazeline Type lire
#dbup rofeno St Lin ealidad Nivel 7 mg 05 Inbegal -9d6.67 ]
Ibuprofeno St Linealid ad Nivel 7 mg 05, 7,1080 mg rormalized  -133,18 Jg™-1 |
Onzet FLFEeC 1
Peak, 7683 ST *
Left B Limit EF A1
Right B Limit 83,12 =C
Easelire Type line
L S s e e e e e e L e e e e B — T T T T T — T 1
41 42 A 4f 43 50 52 54 k3 = &0 &2 &4 &5 & 7z kel K a an az a4 a8 W

Figura A - 9 Linealidad: Termogramas del Nivel de 7 mg
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~exo Ibuprofeno St Linealidad Nivel 08 mg
v
k
N [
/— )
X lll
; ) Ii 1
\ |
#Ibuprofeno St Linealidad Nivel 8 mg 01 h:;gnjlized :ig??égsj‘;‘,:]_l \ I
Papprs . ) \
Ibuprofeno St Linealid ad Nivel 8 mg 01, 8,1120 mg oresl 7564 50 \ II
Paak FROT OC 1
Left b Limit 69,49 °C
Right bl Limit 3,84 2C
Easeline Type line
Eil
1 -
" &Ibup rofeno St Linealidad Nivel & mg 02 Ir::r?nallized -12139€23313-1
Ibuprofeno St Linealid ad Nivel 8 mg 02, 8,1360 mg Cres 7567 0
Peak. A1 A0
Left bl Limit BE,45 2T
Right bl Lirmit 5,61 C
Easeline Type lire
i #1buprofenc St Linealidad Nivel 8 mg 03 Irkegral -1060,14 ml
Ibuprofeno StLinealidad Nivel 8 mg 03, 8,0180mg ~ omalized  -132.22 1g™-1
Onizet FE,EE 2T
Paak FB,92 2T
Left B Limit B9,.69 2
Right Bl Limit 24,58 2C
Bazeline Type lire
&Ibuprofeno St Linealidad Nivel 2 mg 05 Irkegal -1052 57 m]
Ibuprofeno StLinealid ad Nivel 8 mg 05, 8,1340mg  normalized  -129,40 Jg™-1
Onizet FE.E4 0T
Peak FENOF T
Left B Limit EF. 799
Right B Limit  §4,21 #C
Easelire Type line
——T— T T T T T T T T T T T T T T T T T T T L 1
“0 “2 4f k3 = &0 a2 &4 &5 kil ks T4 7a a an -] a5 i
Figura A - 10 Linealidad: Termogramas del Nivel de 8 mg
~exo Ibuprofeno St Linealidad Nivel 09 mg
3 1
¥
~— R [
v j \ r T
\ 4
i T
— N
Irtegl -1177,35 ) \
&Ibuprofenc St Linealidad Nivel Img 01 norgn:\alized -129,54 -1 \ !
Ibuprofenc St Linealidad Nivel 3mg 01, 91100 mg oot 75,89 0T |
7 Peak. T4 eC |
Left H Limit B9,7F °C |
Right H Limit 4,22 #C |
EBazeline Type lire |
|
2dbuprofeno St Linealidad Nivel 9mg 02 Integ'al. -1227,74 ml | |
Ihuprofeno St Linealidad Nivel 9 mg 02, 31840 mg romnalized  -133,68 Jg™-1
m Creet TELBE O°C |
e Feak 76,53 o
- |
Left B Limnit £9,14 °C
Right H Limit 34,50 %C |
Easeline Type line |
Irtegral -1 186,45 m) |
#Ibuprofen o StLinealidad Nivel 9 mg 03 norgmalized 129,55 Jg™-1 |
Ibuprofenc St Linealidad Nivel 9mg 03, 9,1380 mg  oyrg et 75,55 6O |
Peak, FAlaeC |
d Left bl Limit 62,36 2C |
Right bl Limit ~ §4,03 #C |
Baselire Type line
&Ibuprofen o $t Linealidad Nivel 9 mg 04 Integral -1156,58 ml
Ibuprofeno St Linealidad Nivel 9mg 04,9,0280 Mg rormalized  -128,11 Jg7-1
Criset FE21 T
Peak FRE4 0T
Left Bl Limit E9,07 *C
Right Bl Limit  &4,41 =C
Eazeline Type line
—T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ™
“0 “2 4f 54 k3 = &0 a2 &4 &5 kil ks T4 7a a an -] a5 i

Figura A - 11 Linealidad: Termogramas del Nivel de 9 mg
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*ex0 Ibuprofeno St Linealidad Nivel 10 mg

T~ ,
¥ ¥
s r .
¥ |
12 L1
J )
_-\‘\-\.. .-
: ;
Integral 123944 ]
SIbuprofeno St Linealidad Mivel 10mg 01 rotmalized 133,46 ™1
Thuprofeno St Linealidad Nivel 10 mag 01, 10,0360 mg Crset FEO27C
Peak FrzeC
- Left bl Lirrit E9,09°C
Fight b Lirnit 2,96 °C
Bazdine Type line
R Tntegral 133293 m]
Sdbuprofeno St Linealidad Nivel 10mg (02 normnalized  -135.67 g1
Thuprofeno St Linealidad Nivel 10 mg 02, 10, 1990 mg Criset FEEROC
Peak FEEE
— Left BlLirit  E9.70°C

Fight bl Linit ~ 83.66°C
Bazeline Type line

Slbuprofens St Linealidad Nivel 10 mg 02 I”I_‘jgfa'lized :}fé‘*ﬁl{l
Thuprof end St Linealidad Mivel 10 g 03 10,0960 mag Crzet 7648

Praak

Left bl Lirvit E9,6E “C
Fight B Lirit 8407 *C
Basdine Type line

#Ibuprofeno St Line aidad Nivel 10 D4

Linea Tntegral 132948

Thuprofeno St Linealidad Mvel 10myg 04, 10,0180myg noegrrnaliaed -1%2,71 el
Cnzet TR i
Feak FR24C y

Lef bl Lirrit B985 C
Fight bl Lirvit ~ Gehelf
Bazzline Type line

Figura A - 12 Linealidad: Termogramas del Nivel de 10 mg

176



Anexo 04

Termogramas de Precision
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Figura A - 13 Precision: Termogramas de Precision de Equipo utilizando como metal Patrdn el Indio.
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Aexo

Ibuprofeno St Precision 01 Nivel 3 mg 01

#Ibuprofeno St Precision Nivel 3 mg 03
Ibuprofeno St Predsidn Nivel 3 mg 03, 3,1560 mg

&Ibuprofeno St Precision Nivel 3mg05
Ibuprofeno St Precision Nivel 3 mwg 05, 3,0120 mg

&Ibuprofeno St Precision Nivel 3 mg 06
Tbuprofeno St Pred sion Mivel 3 mg 06, 3,0660 mg

Integrd
nirmalized

Cniset

Pedk

Left bl Limit

Right bl Limit

414,68 ]
-131,39 Jg~1
75,3 °C
6,66 °C
60,58 °C
1,80 °C

Basdine Type lne

Inkegral
norrn dized

onset

Pedk

Left B Limit

Right bl Limit

-395,67 mJ
-131,43 191
75,47 °C
76,90 °C
69,05 °C
82,82 °C

Baseline Type line

Inkegral

o alized
Cniset
Ped
Left bl Limit
Right bl Limit

402,72 ]
-131,35 Jg~-1
75,34 °C
76,70 °C
£0,42 °C
52,24 °C

Basdine Type line

y

T

Figura A - 14 Precision: Repetibilidad del Estandar Nivel 3 mg, Termogramas Dia 01

AeX0 Ibuprofeno St Precision 01 Nivel 3 mg 03
E\ﬂ-— 1
x [— 1
’P\_.!___’_ :
v
3
&dbuprofeno St Predsion Nivel 3 mg 08 Inntggnaglﬁzaj :?gélgg ga\-l
ician Ni A
Ihuprofeno St Precision Nivel 3 mg 08, 3,0360 mg Onset 75,11 °C
Pedk 76,76 °C
Left H Limit 9,94 =C
Right bl Limit 81,18 *C
Easeline Type line
10
2d buprofeno St Precision Nivel 3 g 09 Integrd -409,43 mJ
Ibuprofeno St Predsion Nivel 3 mg 09, 3,1680 mg normalized  -129,24 1g~-1
et 75,08 *C
Peak. 76,48 “C
Left bl Limit 70,44 °C
Right Bl Limit 81,55 =C
Bassline Type line
&dbuprofeno St PrecisionNivel 3 mg 10 Integral -383,33 m]
Thuprofeno St Precision Nivel 3 mg 10, 3,0260 mg O';nga‘@d ;g?géugchA'l
Peak Fr,00eC
Left bl Limit 68,78
Right bl Limit 1,16 °C
Basdline Type line
L e e e e e e s e B L . N s B Sy S Sy B B S s B B B T
LU - . El 52 54  s6 56 B0 62 w6 B8 70 2 0™ m 1] [:- I

Figura A - 15 Precision: Repetibilidad del Estandar Nivel 3 mg, Termogramas del Dia 01 (continuacion)
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Aexo Ibuprofeno St Precision 01 Nivel 6 mg 01

aa

/
e
IR

&dbuprofeno St Predsion Nivel 6 mg 01 Inteqral 793,84 mJ
Thuprofeno St Precision Nivel 6 mg 01, 6,0760 mg normdized  -130,65 -1
onset 75,76 *C
Peak FE06 *C
Left bl Limit 70,15 *C
Right bl Limit 82,06 *C
Baseline Type line
20
i
&1 buprofeno St Precisidn Nivel 6 mg 02 Integal -780,91 m]
Thuprofeno St Predsidn Nivel 6 g 02, 6,0080 mg rormdized  -129,95 Jg~-1
Cnset 15
Peak Th,E1 T
Left bl Limit 0,52 *C
Richt bl Limit ~ &1,83 *C
Baseline Type line
2Jbuprofeno St Precision Nivel 6 mg 03 IﬂtEJTa|I_ - '?é%é g;\ .
Ibuprofeno St Predsion Nivel 6 mg 03, 61140 normaliz -132, -
e ™o 03, 61140 mo COnset 75,63 °C
Pedk 76,92 =C
Left H Limit 70,28 =C
Right bl Limit 82,03 =C
Easeline Type line

Figura A - 16 Precision: Repetibilidad del Estandar Nivel 6 mg, Termogramas del Dia 01

exo Ibuprofeno St Precision 01 Nivel 6 mg 02

e

3
&dbuprofeno St Predision Nivel 6 g 04 InhegraalI e ?gggé E\ .
B isidn Ni normaize -132, -
Ibuprof eno St Predsidn Nivel 6 g 04, 6,1040 mg et Emer
Peak 76,71 °C
Left bl Limit 69,25 *C
Righthl Limt  &,07 °C
Bassline Type line
20
e &lbuprofeno St Predsion Nivel 6 mg 05 Tnkegral 808,20 m1
Ibuprofeno St Predsidn Nivel 6 mg 05, 6,0680 mg normdized  -133,36 391
onsek 75,62 *C
Ped 76,750
Left B Limit 69,29 °C
Right bl Limit 82,29 =C
Baseline Type line
&Ibuprofeno St Precision Nivel 6 mg 06
Ibuprofeno St Predsidn Nivel 6 mg 06, 6, 1260 mg Inteard G146l m]
normalized  -132,93 1g™-1
Onset 75,73 °C
Peak 7914 °C
Left bl Limit 69,59 °C

Right bl Limit 82,43 °C
Basdine Type line

Figura A - 17 Precision: Repetibilidad del Estandar Nivel 6 mg, Termogramas del Dia 01 (continuacion)
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fexo

Ibuprofeno St Precision 02 Nivel 3 mg 01

2&dbuprofeno St Predsion Nivel 3 mg 11
Tbuprofeno St Precision Nivel 3mg 11, 3,156 mg

&I buprofeno St Precision Nivel 3 mg 12
Ibuprofeno St Predsidn Nivel 3 mg 12, 3,0280 mg

#&TIbuprofeno St Precisidn Nivel 3mg 13
Ibuprofeno St Precision Nivel 3 mg 13, 3,0580 mg

Inteqgrd 414,52 m1
normdized  -131,34 Jg~-1

Cnsek 5,32 o

Peak 76,70 °C

Left bl Limit 69,72 °

Right bl Limit 80,51 *C

Baseline Type line

Inbegral -387,53 mJ
normdized  -128,00 Jg™-1

onset mlaeC

Peak. 76,67 °C

Left bl Limit 0,75 °C

Rightbl Limit  &1,70°C

Bassline Type line

Integrd -3%9,34 md
normalized  -130,59 1g-1

Cnsek 79,29 °C

Pedk T6,65 2T

Left bl Limit 69,94 o

Right bl Limit 81,14 °C

Basdline Tvpe line

I

)
\/

e 70 72 M m B0 82 B4 W @ T
Figura A - 18 Precision: Repetibilidad del Estandar Nivel 3 mg, Termogramas del Dia 02
Aexo Ibuprofeno St Precision 02 Nivel 3 mg 02
A ; .
7
. W ( s
b ]
t \ ( :
&dbuprofeno St Predsion Nivel 3 mg 14 Integral 405,14 m1
Tbuprof eno St Predsion Nivel 3 mg 14, 3,1240 mg rormdized 129,69 391
Onset 75,07 °C
Peak 76,83 °C
Left bl Limit 59,97 °C
Fightbl Limit 81,54 °C
o Baseline Type line
&Ibuprofeno St Precision Nivel 3mg 15 Tnteqral 354,92 m1
Ibuprofeno St Predsidn Nivel 3 mwg 15, 3,0740 mg normdized  -12847 3-1
onsek 75,39 °C
Ped 77,08 °C
Left B Limit 69,15 °C
- Right bl Limit 81,58 =C
Baseline Type line
2dbuprofeno St Predsidn Nivel 3 mg 16 Integral -406,23 m1
Tbuprofeno 5t Predsidn Nivel 3 mag 16, 3,1580 mg normdized  -128,66 Jg~-1
Onset F542°C
Pedk 76,88 °C
Left B Limit 63,84 °C
Right bl Limit 82,12 °C
Easeline Type line
L e e e e e e L e e e e e L e e e e e I L B e o e e LML e s e |
4 42 44 4% @ = 5 54 56 58 60 62 64 66 &8 70 72 4 m B0 82 84 ®m @ T

Figura A - 19 Precision: Repetibilidad del Estandar Nivel 3 mg, Termogramas del Dia 02 (continuacion)
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AeX0 Ibuprofeno 3t Precision 02 Nivel 6 mg 01 .

1)

'
N

&Ibuprofeno St Precision Nivel 6 mg 07 I”::fﬂ"zed iggg gJ,\l
Ibuprofeno St Precision Nivel 6 mg 07, 56,0180 mg Onset 75 88 o
E
Ped FRAT L

Left bl Limit 69,45 °C
Right bl Limit 82,42 *C
Baseline Type line

| &Ibuprofeno St Precision Nivel 6 mg 08 Imboergr;a;‘zed _?g?’gg %J/\_l
Ibuprofeno St Precision Nivel 6 nvg 08, 6,0700 mg L

Onset 75,58 °C
Peak 77,04 °C
Left bl Limit 69,25 °C
":3 Right bl Limit 82,02 °C

Bassline Type line

&dbuprofeno St Predsion Nivel 6 g 09 Integral -804,50 m]

Ibuprofeno St Predision Nivel 6 mg 09, 6,0340 mg nomalized  -133,33 Jg™-1
Onset 75T °C
Pegk 76,90 °C

Left bl Limit 69,55 °C
a Right: bl Limit 82,05 °C
Basdline Type line

Figura A - 20 Precision: Repetibilidad del Estandar Nivel 6 mg, Termogramas del Dia 02

fexo Ibuprofeno St Precision 02 Nivel 6 mg 02

v

adbuprofeno St Predsicn Nivel 6 mg 10 Iﬂtegrdl_ 4 '?gjgg SnJ/\1
isicin Ni noerm alizs -
Thuprofeno St Predsian Nivel 6 mg 10, 6, 1740 mg P 75J4é o )
Peak 77,22 °C
Left bl Limit 052 °C
Right bl Limit 82,33 °C
Basdline Tvpe line
20
il
&Tbuprofeno 5t Precisi on Nivel 6 mg 11 I;ffﬂzﬂize ’ ?gégg EJA .
o 132, -
Thuprofeno St Predsion Nivel 6 mg 11, 65,1940 mg et 754 o
Peak 77,04 2C
Left bl Limit 0,09 =C
Right bl Limit 82,16 =C
Bassline Tvpe line
i &dbuprofeno St Predsidn Nivel 6 mg 12 Inkegrd 780,54 m]
Ibuprofeno St Precision Nivel 6 mg 12, 6,0700 mg notmdized  -128,59 g1
onset 75,48 °C
Peak 77,10 °C
Left bl Limit 70,04 =C
Right H Limit 82,57 °C
Bassline Type line
— T T T T T T T T T T T T

7z 74 ™ = an 7] .23

Figura A - 21 Precision: Repetibilidad del Estandar Nivel 6 mg, Termogramas del Dia 02 (continuacion)
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*exo

Ibuprofeno 600 Tab Precision 01 01

dds

~ &Ibuprofeno 600 Tab Precisién 01 Mx 01 Integrd
Tbuprof eno 600 Tab Precision 01 Mx 01, 6,0664 mg Q:E'ETE 128
Peal
Left bl Limit
Right H Limit

Baseline Type line

TG m]
-127,12 Jg™~1
70,76 °C

,32 °C
63,72 °C
1,44 °C

10 I Inkegral 816,06 mJ
#dbuprofeno 600 Tab Predsion 01 Mx 02 " 4
Ibuprofeno 600 Tab Precisién 01 My 02, 6,2124 mg normalized 131,36 g1
Cnset 71,04 =
Pegk 74,10
Left bl Limit 62,81
Right bl Limit 0,40 °C
Beseline Type line
i &dbuprofeno 600 Tab Predsidn 01 Mx 03 Integrd -8L70imd -
Tbuprofeno 600 Tab Precisidn 01 Mx 03, 6,2474 mg normalized 130,78 Jg-1
Cnsek 71,097
Pedk 74,1800
Left bl Limit 62,57 °C
Right bl Limit 1,71 °C
Basdine Type line
) T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
#© 42 44 % @ W s 5%+ 55 S8 60 62 6+ 66 68 70 72 P4 W M B0 B2 B+ B @ C
Figura A - 22 Precision: Repetibilidad de la Muestra, Termogramas del Dia 01
fexo Ibuprofeno 600 Tab Precision 01 02
\ '
3 1
1
L '
3 1
\ |
]
_ &dbuprofeno 600 Tab Predsidn 01 Mx 04 Integral -804,21 m]
Ibuprofeno 600 Tab Predsion 01 Mx 04, 6,0494 mg normalized  -132,% Ig~-1
onsek 106 °C
Pedk a2 °C
Left bl Limit 63,65 °C
Right bl Limit 80,43 =C
Baseline Type line
10
&Ibuprofeno 600 Tab Predsion 01 Mx 05 Inteqral -628,41 m1
Ibuprofeno 600 Tab Predsion 01 Mr 05, 6,2274mg  normdized  -133,03 3371
Onsek 71,02 °C
Ped 75,96 °C
Left H Limit 6,34 =C
Right bl Limit 80,92 =C
Baseline Type line
#&Ibuprofeno 600 Tab Precision 01 Mx 06 Integra 7,41 m)
Ibuprofeno 600 Tab Predsidn 01 Mx 06, 6,016 mg nomalizzd 132,71 Jg-1
nset FLmeC
Ped: F415 °C
Left bl Limit 63,89 *C
Right bl Limit 81,42 *C
Baseline Type line
) T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
4 42 44 4 4@ = 52 54 S5 58 60 62 64 66 68 70 72 M % IR R - CH - T

Figura A - 23 Precision: Repetibilidad de la Muestra, Termogramas del Dia 01 (continuacion)
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Aexo

Ibuprofeno 600 Tab Precision 02 01

A

2d buprofeno 600 Tab Predsion 02 Mk 01
Ibuprofeno 600 Tab Predsién 02 Mx 01, 56,1534 g

#&Ibuprofeno 600 Tab Precision 02 Mx 02
Ibuprofeno 600 Tab Precision 02 Mx 02, 6 1094 g

&1 buprofeno 600 Tab Precision 02 Mu 03
Ibuprofeno 600 Tab Predsidn 02 Mx 03, 6,1624 mg

Inkegral
norm dized

Cnset

Paak.

Left bl Limit

Right bl Limit

792,84 m]
128,85 g1
70,56 °C
73,44 °C
63,48 °C
61,92 °C

Baszline Tvpe line

Inbegrd
izt alized

onset

Peak.

Left bl Limit

Right bl Limit

30,47 m]
-135,93 Jg-1
T0,E #C
73,85 °C
62,25 °C
800,78 °C

Basdline Type line

Integral

norm dized
onset
Pedk
Left H Limit
Right bl Limit

-835,81 mJ
-135,63 171
70,54 °C
73,22 °C
61,21 °C
81,13 °C

Baseline Tvpe line

Figura A - 24 Precision: Repetibilidad de la Muestra, Termogramas del Dia 02

Aexo

Ibuprofeno 600 Tab Precision 02 02

I
3

v

7

&Ibuprofeno 600 Tab Predsidn 02 Mx 04
Ibuprof eno 600 Tab Precision 02 Mx 04, 56,1474 mg

&Ibuprofeno 600 Tab Precisidn 02 Mx 05
Ibuprofeno 600 Tab Predsion 02 Mk 05, 6, 1844 mg

&J buprofeno 600 Tab Pred sion 02 Mx 06
Tbuprofeno 600 Tab Predsion 02 Mx 06, 6,0264 mg

I3
3

Inkegral -G49,06 m]
normdized  -135,12 g1

Cnset 70,66 *C

Ped FaA43°C

Left b Limit 683,93 °C

Right bl Limit 79,3 *C
Baseline Type line

Integrd 505,49 mJ
normdized  -130,25 Jg°-1

onset 70,56 *C

Peak 73,05 °C

Left bl Limit 61,99 °C

Fightbl Limit 73,85 °C

Baszline Type line

Integrd

norm alized
Cnset
Pedk
Left bl Limit
Fight bl Limit

-513,585ml
-135,05 Jg™~1
7L,1z2°C
74,04 #C
62,94 “C
81,05 °C

Baseline Tvpe lire

ale

Figura A - 25 Precision: Repetibilidad de la Muestra, Termogramas del Dia 02 (continuacion)
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Anexo 05

Termogramas de Recuperacion
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Aexo

|buprofeno Tab Recuperacion Nivel 03 mg

A
N\

&Ibuprofeno Tab Recobro Nivel 3 mg 01 I'T_";gn::"ze ; Cgfg? TQJA .
. -131) -
Ibuprofeno Tab Recobro Nivel 3 mg 01, 3,0392 mg Onact 0,5 °C
Peak 73,12 °C
Left bl Limit 61,29 °C
Fight b Limit 50,01 °C
10 Baseline Type line
&Ibuprofeno Tab Recobro Nivel 3 mg Integral 399,35 m]
1buptofeno Tab Recobro Nivel 3 g 02, 3,0302 mg normdized  -131,39 391
Cnsek T30
Peak a9 °C
Left bl Limit 60,57 °C
Right bl Limit 80,64 =C
i Baszline Type line
#&Jbuprofeno Tab Recobro Nivel 3 mg 03 Inkegral -385,56 M1
Tbuprofenc Tab Recobro Nivel 3 mg 03, 3,0027 mg normdized  -128,41 3g™-1
Onset 71,04 =C
Pedk 73,14 °C
Left H Limit 60,09 *C
Right bl Limit 80,20 *C

Easelire Type line

Figura A - 26 Recuperacion: Termogramas del Nivel de Fraccion de Analito correspondiente a 0,25

*exo

Ibuprofeno Tab Recuperacion Nivel 06 mg

‘\\ 3
\_ e |
] (
q 4
! 7
7 | \\ r
g :
& buprofeno Tab Recobro Nivel 6 mg 01 Inteard -766,75 mJ
Ibuptofeno Tab Recobro Nivel 6 mg 01, 65,0384 mg OI:UTaIIZEd -7126,9§ Jg~1
e
Peak a7 T
Left bl Limit 64,37 °C
Right bl Limit 1,00 °C
Basdine Type lne
20
i
&Ibuprofeno Tab Recobro Nivel 6 g 02 Tnitegral -811,0 mJ
Ibuprofeno Tab Recobwo Nivel 6 mg 02, 6,0604 mg normalized  -13383 191
onsek T116°C
Pedk TaFEC
Left bl Lirnit 64,55 °C
Right bl Limit 79,93 =C
Easeline Type line
&dbuprofeno Tab Recobro Nivel 6 mg 03 Ink=grd -507,09 md
IThuprofeno Tab Recobro Nivel 6 mg 03, 6,0574 g normalized  -133,24 Jg™1
Crset 71,2z e
Peak 3,67 o
- Left bl Limit 6,365 2
Right B Limit 80,76 =C
Baseline Type line
L S e e e e e e e e L Ee e e e L S e e e e e LI s p s e e e e e L 1
L R S B VR s4 s6 S8 60 62 B4 66 BB 70 2 ™ M ™ e [>T “C

Figura A - 27 Recuperacion: Termogramas del Nivel de Fraccidn de Analito correspondiente a 0,5

186




Aexo

Ibuprofeno Tab Recuperacion Nivel 09 mg

edbuprof eno Tab RecobroNivel 9 mg 01
Ihuprofenc Tab Recobro Nivel 9 mg 01, 9,0726 mg

#&Ibuprofeno Tab Recobro Nivel 9 mg 02
Ibuprofeno Tab Recobro Nivel 9 mg 02, 9,0531 g

#dbuprofeno Tab Recobro Nivel 9 mg 03
Ibuprofeno Tab Recobro Nivel 9 mg 03, 9,0606 mg

Inkegral -1214,71 m]
normdized  -133,39 Jg™-1

Onsek 73,21°C

Ped 75,24 °C

Left bl Limit 65,47 °C

Right bl Limit 81,14 °C
Baselne Type line

Inkegral -1202,46 m]
normdized 13252 3g™-1
Cnset 73 eC
Ped 75,31 eC
Left b Limit 66,12 °C

Right Bl Limit 51,29 °C
Baseline Type line

Inkegrd -1215,78 mJ
normalized  -134,18 Jg-1
set 75,20 °C
Peak 76,72 °C
Left bl Limit o4, 2T

Right bl Limit  §2,80 =C
Basdine Type line

Figura A - 28 Recuperacion: Termogramas del Nivel de Fraccion de Analito correspondiente a 0,75
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Anexo 06

Termogramas de Comparacion de Metodologia DSC y Metologia HPLC
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exo Ibuprofeno 600 mg Tab Contenido 001

N

400 @0 M0 40 480 SO0 520 S0 SO0 S0
! I i I {

Ibuprofeno 600 mg Tab 09060042 Cont 001, 30.11.2010 0% 51:59
Ibuprofeno 600 mg Tab 09060042 Cont 001, 6,0344 mg
Inkegral -795,75 ml
notmdized  -131,87 Ig~-1
Cnset 70,82 eC
Ped: 74,002
0 Left H Limit 63,29 *C
Right bl Limit 81,05 °C
Baseline Type line
Ibuprofeno 600 mg Tab 09060042 Cont 002, 30.11.2010 10:10:30
Ibuprofeno 600 mg Tab 09060042 Cont 002, 6, 0494 mg
Inbegrd -799,47 m]
rormalized  -132,16 Jg~-1
Onset 0,8 °C
Peak 73,31 °C
- Left bl Limit 62,53 °C
Fight H Limit 80,80 °C

Bassline Type line

BO0 B0

B0 BE0

B0 MO0 720

740
i I ! I I

7N A0 L0

)

0

B4p
h

5]

1]

o

0n 05 10 15 20 25 E2) 35

40 45

I i
e
55

50

an 65

7.0 75

a5

90

95

min

Figura A - 29 Contenido Quimico de Ibuprofeno en Tableta a través de DSC, Termogramas del Lote 09060042

fexo

Ibuprofeno 600 Tab Precision 02 01

ala

C

Integral 792,64 m]
&I buprofeno 600 Tab Predsion 02 Mx 01 normdized 128,85 g1
Ibuprofeno 600 Tab Predsién 02 Mx 01, 6,1534 ng onset 70,56 °C
Peak FiA e
Left bl Limit 63,45 °C
10 Right bl Limit  &1,92 *C
Baseline Type line
&Ibuprofeno 600 Tab Precision 02 Mx 02 Integrd -830,47 m1
Tbuprofeno 600 Tab Precision 02 Mx 02, 6,1094 mg nermalized  -135,93 1971
Cnsek 0,85 0
Peak TEE A
i Left bl Limit 8,55 °C
Right bl Limit 80,25 °C

Basdline Type line

. Inkegral 35,51 m)
&dbuprofena 600 Tab Precision 02 Mx 03 Momdizad 1953 Tt
Ibuprofeno 600 Tab Predsion 02 Mx 03, 56,1624 mg Onsek 70 5:' g
;
Ped FIEE =T
Left B Limit 61,21 =
Right bl Limit 81,13 °C

Baseline Type line

Figura A - 30 Contenido Quimico de Ibuprofeno en Tableta a través de DSC, Termogramas del Lote 1020202
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AeX0 Ibuprofeno 600 mg Tab Contenido 002

.
A

Ibuprofeno 600 myg Tab 10060124 Cont 001, 30.11.2010 10:27:36
Thuprofeno 600 myg Tab 10060124 Cont 001, 6,2794 mg

Inbegral 752,00 m]
normdized  -125,53 Ig™-1
Cnset 7154 °C
Peak 75
" Left bl Limit 64,17 °C
Right bl Limit 80,78 °C

Baseline Type line

Ibuprofeno 600 mg Tab 10060124 Cont 002, 30.11.2010 10:44:13
Ibuprofeno 600 mg Tab 10060124 Cont 002, 6,15%4 mg

Integral S11,76 mJ
norm A ized -151,79 -1
fo = 71,44 °C |
i Feak 74,33 °C \ [
Left bl Lirnit &3,14 °C
Right bl Limit ~ &1,21 =C

Baseline Type line

40,0 @0 0 460 480 SO0 52,0 S0 S0 S0 E00 B30 G40 Ge0 BA0 00 FI) 40 s FEO0 B0 R0 @40 B0 BEO T
++++-t++-t++-t++--+—t++++t++-—t++t+++t+t++t++++—tr+—t++++rt++++—++—tr+ttrtrt
o0n 05 1,0 15 20 25 30 35 40 45 50 5,5 60 65 2,0 25 =11} a5 a0 a5 min
Figura A - 31 Contenido Quimico de Ibuprofeno en Tableta a través de DSC, Termogramas del Lote 10060124
AeXo Ibuprofeno 600 mg Tab Contenido 003
/\ |
L
\ £l
1
Ibuprofeno 600 mg Tab 10070102 Cont 001, 30.11.2010 11:00: 16
Ibuprofeno 600 mg Tab 10070102 Cont 001, 65,0044 mg \ |
Inksgral 772 46m] \ |
romdized  -126,65 -1 |
Cnset 71,48 °C
Faak. 74,57 °C
LeftblLimic 63,28 *C
10 Richt bl Limit 81,02 =C
Baseline Type line
Thuprofeno 600 mg Tab 10070102 Cont 002, 30.11.2010 11:16:44
Ibuprofeno 600 mg Tab 10070102 Cont 002, 6,1144 mg
Integral -B26,83 ml
normalized  -135,24 3g™-1
Cnset 71,35 50
R Pagk 74,2950
Leftbl Limit 63,66 °C
Right bl Limit 81,17 #C
Easeline Type line
\ |
\ |
\
\/
40,0 @0 #0460 480 SO0 52,0 40 S0 SH0 E00 620 G40 Ge0 BA0 A0 F2) 40 Fe0  FEO B0 B0 P40 Be0 BEO T
+——+-+-t++t+++t+-t++t+t+t+trrt+trt+trttrttrt+trtt+trttttt e e
oo 05 10 15 20 25 EX 35 4.0 45 50 5.5 6O B85 20 a5 21 as a0 ag min

Figura A - 32 Contenido Quimico de Ibuprofeno en Tableta a través de DSC, Termogramas del Lote 10070102
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fexo

Ibuprofeno 600 mg Tab Contenido 04

o+

A\
- :

Ibuprofeno 600 mg Tab 10110217 Cont 01, 26.11.2010 16:05 53
Ibuprofeno 600 mg Tab 10110217 Cont 01, 6,0464 mg

Integral

rormn dized
onset
Pedk
Left H Limit
Right bl Limit

Ibuprofeno 600 mg Tab 10110217 Cont 02, 26.11.2010 16:21:52
Ibuprofeno 600 nwg Tab 10110217 Cont 02, 56,0614 mg

Inkeqgral
norm dized
Cnse
Peak
- Left bl Limit
Right bl Limit

-820,99 mJ
-135,78 11
7142 °C
74,73 °C
64,31 °C
80,85 °C

Baseline Type line

-i02,43ml
-132,38 Jg™-1
T1E7 2C
7445 °C
63,56 °C
81,95 °C

Baseline Type line

w0

L7

1]

95

=

min

Figura A - 33 Contenido Quimico de Ibuprofeno en Tableta a través de DSC, Termogramas del Lote 10110217
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