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Una parte integral del desarrolio de un método analitico, es la validacién del
mismo, ya que este debe probar que es efectivo. La validacién generalmente
incluye una evaluacién de la precisién de la linearidad-exactitud y proporciona
una medida del comportamiento del método.

La validacién del métedo se define como el proceso por el cual queda
establecido, por estudio de laboratorio que la capacidad del método
satisface los requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas. La
capacidad se expresa en este caso en términos de pardmetros analiticos.

En los dltimos afios, la pruebas de disolucién de sustancias sélidas, ha
suscitado gran atencién, especialmente por su aplicacién al estudio de
productos medicamentosos, relacionando este proceso  con la
biodisponibildiad de fdrmacos en el organismo.

Existe enorme interés por conocer los factores de los cuales depende el
proceso de disolucién con el objeto de obtener datos precisos que puedan ser
utilizados en el control de calidad de la industria farmacéutica y aseguren la
disponibilidad biolégica del férmaco en el lugar de absorcidn.

Los ensayos de tabletas no sélo se efectian como ensayos de calidad o para
comprobar tnicamente que las tabletas se ajustan a las normas, o
correspondan a las especificaciones de las farmacopeas, sino que sirven
simultdneamente para el desarrollo de normas dptimas para su fabricacién,
por lo que se considera de suma importancia realizarles muchas pruebas de:
estabilidad, disolucién, ete.

Las pruebas de disolucién comenzaren a surgir como un tema dominante
dentro de la academia farmacéutica y la industria de drogas. En la parte
final de la década de 1960 la Biofarmacia fue establecida como una disciplina
de importancia en las ciencias farmacéuticas y las pruebas de disolucion se
convirtieron en un requerimiento obligatorio por parte de la farmacopea de
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los Estados Unidos para varias formas de dosificacién, no obstante la
disolucién estd atin lejos de ser comprendida perfectamente.

La disolucién no es capaz de predecir la eficacia terapéutica, mds bien , es
una arma cualitativa que puede proveer informacién de utilidad sobre la
disponibilidad bioldgica de una drega al igual que la consistencia entre un lote
de droga y otro.

Los métodos analiticos de disolucidn deberdn ser debidamente validades ya
que ayudara al desarrollo integral de los métodos asi como el de garantizar la
confiabilidad del mismo.
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OBJETIVO GENERAL:

Validar el método de disolucion de tabletas de
Glibenclamida 5 mg elaborada en LABORATORIO RAMOS
por HPLC.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Readlizar prueba de disolucion que garantice la
disponibilidad bioldgica de la droga.

2. Determinar cual o que solvente es el mds adecuado
como medio de disolucion.

3. Determinar el tiempo y velocidad de disolucion que
permitan una mayor liberacion del principio activo

4. Andlizar cuantitativamente las tabletas de
Glibenclamida 5mg por el método de
espectrofotometria UV visible.
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Entre las formas farmacéuticas sélidas las tabletas son quizds las mds
empleadas. La farmacopea Americana las defina como: formas sélidas que
contienen un principio activo con o sin adicién de diluyente; varia en su forma,
tamafio y peso, dependiendo de la cantidad de principio active y del modo de
administracién a que estdn destinadas.(6)

Las tabletas proporcionan una de las formas mds convenientes para la
administracién oral de medicamentos sélidos y en menor escala para la
preparacién extempordnea de soluciones Y desde el punto de vista industrial
tiene la ventaja de ser producida rdpida y econdmicamente, de resistir la
manipulacién y el almacenamiento por periodos de tiempos mds o menos largos
y desde el punto de vista del consumidor tienen la ventaja de proporcionar
formas compactas de dosis exactas que son rdpidamente absorbidas por el
organismo.(6)

De las formas sélidas las tabletas son quizds las mds implicadas por lo cual, se
les debe proporcionar la mejor calidad, para asegurar ésta, al comprimido
elaborado se le debe proceder a realizer prueba de disolucidn, comprobar su
aspecto( olor, color, tamafio ), uniformidad de dosis, prueba de
desintegracidn, dureza, entre ofros ensayos que aseguren Sus
especificaciones.(3)

Las pruebas de disolucién comenzaron a surgir como un tema dominante
dentro de la academia farmacéutica y la industria de drogas. En la parte final
de la década de 1960 la Biofarmacia fue establecida como una disciplina de
importancia en las ciencias farmacéuticas y las pruebas de disolucién se
convirtieron en un requerimiento obligatorio por parte de la farmacopea de
los Estados Unidos para varias formas de dosificacién, no obstante la
disolucién estd aln lejos de ser comprendida perfectamente.(3)

La disolucién es el proceso por el cual un soluto sélido de relativamente poca
solubilidad entra en solucidn (3)




|

Universidad Nacional Autdnoma de Nicaragua
UNAN - LEON
Faculrad de Ciencias Quimicas
ESCUELA DE FARMACTA

La velocidad de disolucién de la sustancias sélidas estd determinada por la
velocidad de difusion de una capa muy delgada de solucién saturada que se
foerma instanténeamente alrededor de la particula sélidas.(3)

La disolucién no es capaz de predecir la eficacia terapéutica, mds bien, es un
arma cualitativa que puede proveer informacion de utilidad sobre la
biodisponibilidad bioldgica de la droga al igual que la consistencia entre un lote
de una droga y otro.(3)

Dificultoso es el hecho de que la exactitud y precision del procedimiento de
prueba dependen en gran medida de la estrictas observancias de numerosos
pardmetros sutiles y controles operacionales detallados.(3)

A causa de éstos inconvenientes la disolucidon se considera hoy como la prueba
mds importante del control de calidad y se realiza sobre las formas
farmacéuticas de dosificacion.(3)

FACTORES QUE AFECTAN LA VELOCIDAD DE DISOLUCION

Los factores que afectan la velocidad de disolucion de las formas de
dosificacidn de las drogas pueden clasificarse bajo las categorias principales
segun se delinean mds abajo:(3)

1) Factores relacionados con las propiedades fisicoquimicas de
la droga.

Las propiedades fisicoquimicas de las drogas juegan un papel

preponderante en el control de su disolucién a partir de la forma de
dosificacién.(3)
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La solubilidad acuosa de la droga es el factor principal que determina su
velocidad de disolucidn, en realidad los datos de solubilidad de drogas podrian
usarse como grosero indice predictivo de la posibilidad de problemas futuros

con la biodisponibilidad, un factor que debe ser tomado en cuenta en el disefio
de las formulaciones.(3)

Otros factores que afectan la velocidad de disolucién incluyen el tamafio de
particula, el estado cristalino, tal como el polimorfismo y el estado de
hidratacién, la solvatacion, la complejacién, al igual que los tensiactivos y
otros aditivos reactivos.

Otras propiedades fisicas tales como la densidad, viscosidad y la
humidificacién contribuyen a los problemas generales de disolucién. Las
caracteristicas de adsorcién de la droga también poseen un efecto
significativo sobre la disolucién de ciertas drogas.(3)

Efectos del tamafio de la particula sobre la velocided de disolucién:

La superficie aumenta al disminuir el tamafio de particula, las velocidades de
disolucién mds altas pueden lograrse a través de la reduccién del tamafio de
particula, éste efecto ha sido apoyado por la velocidad de disolucién superior
observada después de la micronizacién, la micronizacién aumenta la superficie
expuesta al medio de disolucién y, por lo tanto, aumenta la velocidad de
disolucién, no siempre equivalente, mds bien es el aumento de la superficie
efectiva, o el drea expuesta al medio de disolucidn, y no la superficie absoluta,
lo que es directamente proporcional a la velocidad de disolucién.(3)

Las propiedades fisicas de las particulas de drogas mds que el tamaiio,
afectan ademds, indirectamente, la superficie efectiva modificando la
velocidad de deslizamiento del solvente nuevo que se pone en contacto con el
sélido. Estas propiedades incluyen la forma de la particula y la densidad.(3)

Efectos del estado cristalino de la droga sobre la velocided de
disolucién:
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Las caracteristicas de fases sélidas de las drogas tales como la amorficidad,
el estado de hidratacién y la estructura polimérfica, han demostrado poseer
una influencia significativa sobre la velocidad de disolucion, ejemplo: la
Novobiocina amorfa posee mayor solubilidad y mayor velocidad de disolucién
que la forma cristalina.(3)

2) Factores relacionados con la forma de dosificacién
sélidas

Los efectos de varias formulaciones y factores de procesamiento en la
manufacturacion sobre la velocidad de disolucién y la biodisponibilidad de los
componentes activos de tabletas han sido bien documentade por varios
investigadores desde principios de la década de 1960. La discusién de
hallazgos originales y mds recientes pueden ciertamente servir de guia para el
cientifico farmacéutico, especialmente durante los estadios iniciales del
disefio de formulacién y desarrollo de productos.(3)

Efecto de la fuerza de compresién scbre la velocidad de disolucién:

Existen gran influencia de la fuerza de compresién en el proceso de
fabricacion de tabletas sobre la densidad aparente, porosidad, dureza,
tiempo de desintegracién y tamafio primario de particula promedio de las
tabletas comprimidas.(3)

La alta compresién puede inhibir la humidificacién de la tableta debido a la
formacién de una capa sellante mds firme y eficaz por parte del lubricante
bajo la alta presién y femperatura que usualmente acompafia a una intensa
fuerza compresiva.(3)

Efecto de los pardmetros de prueba sobre la velocidad de disolucidn:
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Agitacién: la relacién entre la intensidad de la agitacién y la velocidad de
disolucién varia considerablemente de acuerdo con el tipo de agitacion que

se usa, el grado de flujo laminar y turbulento que hay en el sistema, la formay
el disefio del agitador y las propiedades fisicos- quimicas del sélido(3)

La velocidad de agitacién genera un flujo que cambia continuamente la
interfase sélida - liquida existente entre el solvente y la droga, de un manera
similar a la velocidad de flujo laminar reproducible, que es esencial para
obtener resultados en los cuales se puede confiar, se debe mantener a un
nivel relativamente bajo la velocidad de agitacién, o la velocidad del flujo.(3)

Otros factores que afectan la correlacién entre la agitacion y la velocidad de
disolucidn incluyen la densidad de fase sélida, el tamafio y caracteristica del
sélido, el agitador, el calor de solucién del soluto.(3)

Efectos de factores de formulacién sobre la velocidad de disolucién de
tabletas:

Se ha demostrado que la velocidad de disolucion de una droga puede ser
alterada significativamente cuando se le mezcla con varios aditivos durante el
proceso de fabricacién de formas de dosificacién sélida. Estos aditivos se
agregan para satisfacer ciertas funciones farmacéuticas tales como
diluyentes, ftinturas, fijadores, agentes granulantes, desintegrantes y
lubricantes.(3)

Se sabe que la mala formulaciones de tabletas ocasionan una marcada
disminucién de la biodisponibilidad y un impedimento de la respuesta clinica.(3)

Efectos de los factores de procesamiento sobre la velocidad de disolucién
de tabletas:

La multiplicidad de factores de procesamiento usados para hacer tabletas
influyen grandemente sobre las velocidades de disolucidn de los componentes
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activos. El método de gmnulacuon el tamafio, la densndad el contenido de
humedad y la edad de los grdnulos, al igual que la fuerza de

compresién usada para hacer las tabletas, contribuyen a las caracteristicas
de velocidad de disolucién del producto final.(3)

Método de granulacién: se ha demostrado que el proceso de granulacion, en
general, aumenta la velocidad de disolucidn de drogas pobremente solubles, el
uso de diluyentes, tales como el almidén, lactosa secada por rociade y celulosa
microcristalina, tienden a aumentar la hidrofilicidad de los componentes
activos y aumentar sus caracteristicas de disolucion.(3)

La cuidadosa formulacidn y adecuada secuencia de mezcla y el tiempo de
agregar los diversos componentes son los criterios principales que afectan las
caracteristicas de disolucién.(3)

Temperatura: como la solubilidad de la drega depende de la temperatura, su
cuidadoso control durante el proceso de disolucion es muy importante y debe
ser mantenido dentro de los 0.5 grados centigrados, generalmente una
temperatura de 37 grados centigrados.(3)

Medio de disolucion: la seleccion del liquido adecuado para las pruebas de
disolucién dependen principalmente de la solubilidad de la droga, al igual que
de razones meramente prdcticas y econémicas.(3)

Ph del medio de disolucién: es de prdctica comdn usar agua destilada a menos
que los estudios muestren que hay necesidad especifica para usar como
solucién dcida con el fin de generar datos de disolucion que posean sentido.(3)

Tensién superficial del medio de disolucidn: la tensién superficial posee un
efecto significativo sobre la velocidad de liberacion de formas de dosificacion
sélidas.(3)

Un aumento significativo en la velocidad de disolucién se ha demostrado en

drogas escasamente solubles cuando se agregaron tensioativos al medio de
disolucién.(3)

14




Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua
UNAN - LEON
Faculted de Ciencias Quimicas
ESCUELA DE FARMACIA

VALORACION:

Para la valoracién de solucién de referencia y solucién de muestra, se utiliza el
método de Espectrofotometria U.V.(1)

La espectrofotometria consiste en la medicion de la absorcién, por las
diferentes sustancias de una radiacién electromagnéticas de lorgitudes de
onda situadas en una banda definida y estrecha esencialmente monocromdtica.

Para mayor comodidad en las referencias éste intervalo espectral puede
considerarse como si estuviera constituido por dos zonas, la ultravioleta ( 190
nm - 380nm ) y la visible (380 nm - 780 nm ).

La espectrofotometria en la zona visible es la medida de la absorcién de la luz
visible, que generalmente no es monocromdtica pero que se selecciona
mediante el empleo de filtros pigmentados o de interferencia. Los espectros
ultravioletas y visibles de una sustancia no tiene en general un alto grado de
especificidad, sin embargo, son muy adecuados para las valoraciones
cuantitativas y en el caso de muchas sustancias, constituyen un medio Gtil
adicional de identificacién.(1)

PROCEDIMIENTO DE VALORACION:

Solucién de referencia: pesar 55 mg de la sustancia de referencia de
glibenclamida y diluir cuantitativamente con solucidn 0.1M de HCl en Metanol
hasta obtener una concentracién conocida 100 mcg/ ml.(1)

Solucién de la muestra: pesar no menos de 20 tab. y obtener su precio
promedio y pulverizar una cantidad de polvo equivalente a 5 mg de
glibenclamida, pasar a un vase de precipitado, agregar 40 ml de solucién 0.1M
de HCl en Metanol, calentar ligeramente centrifugar y separar el liquido

15




Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua
UNAN - LEON
Faculrad de Ciencias Quimicas
ESCUELA DE FARMACTA

sobrenadante, pasdndola a un matraz volumétrico de 200 ml, repetir la
extraccion con tres porciones de 20 ml cada una, de solucién 0.IM de HC|

en Metanol, reunir los extractos combinados en el mismo matraz y llevar al
aforo con el mismo disolvente, mezclar.(1)

Determinar la absorbancia de ambas soluciones en celdas de 1 cm a la longitud
de onda de mdxima absorbancia (300 nm aproximadamente) utilizando solucién
0.1 M de HCl en Metanol como blanco de ajuste.(1)

Calcular la cantidad en mg de C23H28CIN305S en la porcién tomada de
tabletas mediante la férmula siguiente:

CD ( Am/Aref)
En donde:
C: Es la concentracidn en mcg/ml de Glibenclamida en la solucién de
referencia.
b: factor de dilucién de la muestra.

Amy Aref: Son las absorbancias obtenidas con la solucidn de la muestra y de
referencia respectivamente.(1)

METODO ALTERNATIVO (CROMATOGRAFIA POR HPLC)

Para la valoracién de la solucién de referencia y solucién de la muestra se
puede utilizar el HPLC. La Cromatografia Liquida de Alta Presién (HPLC)
utiliza la participacién entre una fase mdvil y una fase estacionaria para
obtener una separacién entre los componentes de la muestra, siendo esta
especial por la manera de usar una bomba para producir un flujo en las
columnas delgadas empaquetadas con perlas pequefias de fase estacionaria y
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el uso de un detector sensible con celdas pequefias para producir y detectar
una separacién superior. (8)

Para obtener un tiempo corto en la separacién se usa un flujo relativamente
répido, este produce una alta presidn en el sistema y ro la causa para la buena
separacién. (8)

VALIDACION

La industria farmacéutica estd especialmente interesada en la validacién de
métodos analiticos debido al incremento de nuevos productos que tienen que
ver con la salud y que requiere de métedos de andlisis apropiados. (7)

Una parte integral del desarrollo de un método analitico es la validacién del
mismo, es decir, el método debe probarse para determinar su efectividad.

0]

La validacién generalmente incluye una evaluacion de la precisidn, linearidad,
exactitud y especificidad, y proporciona una medida del comportamiento del
método. (7)

La validacién del método puede definirse como el proceso por el cual queda
establecido por estudios de laboratorios que la capacidad del método
satisface los requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas. (7)
Atributos del método de andlisis:

Sensibilidad: es una propiedad del método para presentar un gran

cambio en la respuesta cuando se produce un pequefioc cambio en la
concentracion. (7)
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Precisién: es el método analitico que mide el grado de concordancia
entre los resultados analiticos individuales cuando el procedimiento se aplica
repetidamente a diferentes muestras homogéneas del producto. (7)

Usualmente se expresa en términos de desviacién estdndar o del coeficiente
de variacion. (7)

La precisién es una medida del grado de reproducibilidad y repetibilidad del
método analitico bajo las condiciones normales. (7)

Exactitud: es el grado de concordancia entre el valor obtenido y el
valor de referencia, se expresa como el porcentaje de recobro obtenido del
andlisis de muestra a las que se les ha adicionado cantidades conocidas de la
misma. (7)

Linearided: es una habilidad para asegurar que los resultados analiticos,
los pueden ser obtenidos por medio de una transformacién matemdtica bien
definida, son proporcionales a la concentracién de la sustancia dentro de un
intervalo determinado. (7)

Repetibilidad: es el grado de concordancia obtenida entre
determinaciones independientes, realizadas bajo las mismas condiciones(
analista, aparato, laboratorio, tiempo). (7)

Reproducibilidad: es el grado de concordancia entre determinaciones
independientes realizadas bajo condiciones diferentes. (7)

Especificidad: es la habilidad de un método analitico para obtener una
respuesta debida dnicamente a la sustancias de interés y no a otros
componentes de la muestra. (7)

Cantidades minimas detectables o limites de deteccién: es la minima

concentracién de una sustancia en una muestra que puede ser detectadg,
pero no necesariamente cuantificada bajo las condiciones de operacién(7).
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Cantidad minima cuantificable o limite de cuantificacion: es la menor
concentracion de una sustancia en una muestra que puede ser determinada

con precisién o exactitud aceptable bajo las condiciones de operacidn
establecidas. (7)

DETERMINACIONES
Linearidad del sistema.

Se determina construyendo una curva de calibracién (concentracién vs
respuesta medida ) utilizando cuando menos 5 diluciones preparadas a partir
de una misma solucién patrén y haciendo andlisis cuando menos por duplicados
para cada dilucién. (7)

El intervalo entre las concentraciones a analizar dependerd del propésito del
método; para control de calidad y de seguimiento de la estabilidad de un
fdrmaco en una forma farmacéutica, deberd estar incluida la concentracién
seleccionada como 100 %.(7)

Nota : se considera el 100% como la concentracién de la muestra en la

solucién final a analizar, que proporciona una respuesta adecuada
dependiendo del método de cuantificacién(7)

CRITERIOS:
Linearidad del sistema:

CVe<=15%
r>x 099
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rt>z 098

Nota: para métodos microbiolégicos r >= 0.98.

Precision del sistema:

Se ha determinado por el andlisis sextuplicado de una misma solucién
estdndar correspondiente al 100% establecido en la linearidad del sistema(7)

CRITERIO:
CV <= 15%
Nota: para métodos microbioldgicos CV <= 3 %.
LINEARIDAD DEL METODO

Se determina a partir de placebos adicionados de cuando menos 3 diferentes
cantidades de la sustancia de interés, (placebos cargados ), cada uno de
manera independiente, haciendo los andlisis por triplicado. (7)

Las concentraciones de los placebos cargados deben ser las adecuadas para
que, utilizando el método propuesto, las concentraciones de las soluciones
finales a analizar estén dentro del infervalo de la linearidad del sistema
incluyendo siempre la correspondiente a 100%.(7)

La amplitud del estudio dependerd del uso y aplicaciones del método, (control
de calidad, estudio de calidad, etc.) y deberd llevarse a cabo por un mismo

analista en las mismas condiciones de operacion. (7)

CRITERIO:
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m=1
b=0
r2>=098

Los porcentajes recuperados y los CV a cada nivel y los globales de todo el
intervalo de la linearidad deben estar de acuerdo a la tabla I. (7)

Nota : en métodos de cuantificacién de farmacos en fluidos bioldgicos la
amplitud del estudio dependerd de las cantidades minimas y mdximas

esperadas. (7)

Exactitud y Repetibilided al 100%

Se determina de, cuando menos, 6 placebos cargados de manera
independiente con la cantidad necesaria de la sustancias de interés para
obtener la concentracién del 100%, utilizando e! método propuesto. Haciendo
el andlisis en las mismas condiciones de operacién y por el mismo analista. (7)
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El porcentaje recuperado y el CV deberdn de estar de acuerdo con la tabla I

(7)
Tabla I:

METODO PROMEDIO DE RECOBRO cv
Cromatogréficos 98 - 102 % <= 2%
Titrimétricos 98 -102 % <= 2%
Quimicos y| 97-103% < 3%
Espectrofotométricos
Microbioldgicos 95 - 105% < 5%

Precisién (Reproducibilidad )
Se determina de una muestra homogénea del producto cercana al 100% de la
concentracion tedrica, analizada cuando menos por dos analista, en dos dias

diferentes y por triplicado. (7)

CRITERIO

El CV total debe cumplir con los siguientes criterios,

Método
Cromatogrdficos < 2%
Quimicos y < 3%
Espectrofotométrico
Microbioldgicos <« 5%
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Notas : 1) Dependiendo de la naturaleza de la muestra, el CV puede

incrementarse.
2) Si se requiere (n) establecer la (s) fuente (s) de variacién del
método (lo cual no constituye un requisito minimo dentro de la validacién ).

FORMULAS
Linearidad del sistema:

1) Tabular los resultados con base al siguiente formato:

Concentracion de Propiedad medida
Dilucidn de la
Solucidn patron
(x) (v)
X1 Yi1¥12,.. Yin
X2 ya1y2e,..Yen
Xt Y1,yt2,..Yin
t= nimero de diluciones.

n= nimero de replicaciones (propiedad medida) de cada dilucién de
la solucidn patrén,

Para proceder a los siguientes cdiculos, es necesario que el nimero de
replicaciones por dilucién, sean equivalentes.

2) Cdlculos preliminares para coeficientes de correlacion y coeficientes de
determinacidn:
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IX=n(X1+X2.....X1)
TY=Y11+Y12+, ... +YIn+Y214Y22+ . +Y2n+....+ Yil+ . +Y12+ . +Yin.

IX2=n(X12+X2%+ . +X12)
TY2:=Y1124Y12%+ . +YIn2+4Y2124Y22%+ _4#¥2n%+ ..
+Y112+Y422%+  +Yn?,
IXY=X1(Y11+Y12+Y1In}+X2(Y21+Y22+..4Y2n)+. ..+
Xt(Yt1+Yi2+.. +Yin).

3) Cilculos finales para coeficientes de correlacién y coeficiente de
determinacidn

[nt(EXY)-(EXXEY)] 12

[nHZX2)-(ZX)? 1-nt(ZY?)-(ZY)?]

[nH(EXY)-{EX)NZY)P

[nH(EX?)-(ZX)2)-[nt(ZY *)-(ZY)?]

4) Cadlculos preliminares para el coeficiente de variacidn

4.1 Calcular para cada punto de la linearidad del sistema el siguiente factor.

Propiedad medida (Y)

Concentracidn de la dilucién de la solucién patrén (X)
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4.2 Calcular la suma de los factores, las suma de cuadrados de factores y la

media del factor.
3F = Fu + FlZ + Fln + o + Ftl + F1'2 + Ftn

SFzFif+ Fll ¢ Fin?+ .+ Fti + Ft.? + Fin?

2F

Donde :
N = Nimero de puntos de la linearidad del sistema.

5) Calculos finales para el coeficiente de variacidn,

N (ZF%) — (ZFY
DE = N({N-1)
DE
CV= — X 100
F
Precisién del Sistema
1) Tabular los resultados
yl, Yz, ya, ..... ,Vn
2) Cdlculos preliminares
26
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..... +Yn
ZY" = ylz + yzz + yaz"' ..... + yl"lz
_ Y

N
N (ZY) - (ZY) 12
DE = N(N-1)

3) Célculos finales

DE
CVs= —_ X 100
Y

Linearidad del método

a) Cantidad adicionada - Cantidad recuperada

1) Tabular los resultados con base al siguiente formato:

t = Niimero de cantidad adicionada
n = Nimero de replicaciones (Cantidad recuperada) por cada cantidad

adicionada.

Para proceder a los siguientes cdlculos es necesario que el ndmero de
recuperados (replicaciones) de cada cantidad }adicionada, sean equivalentes.
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2) Cdlculos preliminares

X=X+ Xz 4o+ Xin+ Xog + Xaz + ... + Xon+ . + Xty + Xtz + ... Xin

YY=Yu+eYr. .. +Yin+Ya+Yar+. .. +Yan+ ... +Yh+Yt+ . Ytn

) Xz = Xua + X122 + .. + X;nz + Xz12 + szz + ... + Xzn
Xtn?

> yz = yuz + ylzz + ...+ sz + yz|z + \/zz2 + ... + yzl‘l2 +
Yin?

XY = XuYu + Xi2Yiz + ... + Xin¥Yin + Xa1Ya1 + Xa2Yaz +
X“hy‘h +
XtnYtn

3) Calculos finales

nt(ZXY) - (ZX)(ZY)

nt(ZX?) - (£X)?

[nt(ZXY)-(ZX)EY)P

nt(ZX2)-(ZX)?][nt(ZYZ)-(ZY)?]
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b) Porciento recuperado

Calcular el porciento recuperado (R) para cada cantidad recuperada, con la
siguiente ecuacion

Y
R= X 100

1) Tabular los resultados

2) Calculos preliminares
TR=R;+Rz+R3+...+Rn
ZRz = R12 + R22 + R32+ ..... + an

XR

N

N (ZR%) - (ZRY’ 12

DE = NN=

4) Cdlculos finales

DE
CV= ——X 100
R
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Exactitud y Repetibilidad al 100%

1) Tabular los resultados del perciento recuperado (R) con base al siguiente
formato:

— 2R
N
N (Z RY) - (ZRY 12
DE = NN

5) Cadlculos finales
DE

CV:= ——X 100
R

Precisién (Reproducibilidad)

El siguiente procedimiento es aplicable tnicamente cuando se utilicen dos dias,
dos analistas y tres determinaciones.
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1) Tabular los resultados con base al siguiente formato:

1 2
1 Y Yau
Yz Yar2
Yus Y213
2 Yia1 Y21
Y122 Y222
Y123 Y223

2) Cdlculos preliminares

Y=Y+ Yuz+Yus+ Yier + Yizo + Yiza + Yo +Ya12 + Yoz + Yaz1+ Ya22 + Yoz

2_yw 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Y = Y+ Yo + Yia® + Yiar® + Y1225 + Y123 + Yau® +Y212° + Yaiz® + Yo+ Y2z
2
+ Y223

_ y...
Y=
N
N (Y% - (Y..)! 12
DE = NEN=1)

N = Nidmero total de determinaciones (en este caso especifico N= 12)

3) Célculos finales
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CV= e X 100
Y

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

Desde los afios 1970, la técnica de HPLC se ha desarrollado
rdpidamente y por su amplia potencia el dia de hoy es uno de los métodos
analiticos mds importantes (8).

La Cromatografia Liquida de Alta Presién (HPLC) utiliza la participacién
entre una fase mdvil y una fase estacionaria para obtener una separacién
entre los componentes de la muestra, siendo esta especial por la manera de
usar una bomba para producir un flujo en las columnas delgadas empaquetadas
con perlas pequefias de fase estacionaria y el uso de un detector sensible con
celdas pequefias para producir y detectar una separacién superior. Para
obtener un tiempo corto en la separacién se usa un flujo relativamente rdpido,
este produce una alta presién en el sistema, la cual es una limitacién del
sistema y no la causa para la buena separacion. (8).

Razones por las cuales se utiliza HPLC:

Gran variabilidad de configuracidn aparativa.

6ran cantidad de diferentes sistemas de fase estacionaria.
Gran ndmero de fases méviles y modificaciones de ella.
Amplio campo de uso.

Aplicaciones de HPLC

¢ Para sustancias solubles en un solvente a una mezcla de solvente.
e Sustancias muy polares y/o idnicas.

e Sustancias de alto peso molecular.

e Sustancias termoldbiles.

Campos de uso del HPLC:
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e Control de pureza y calidad del producto.

o Andlisis de medicamento.

e Andlisis de sustancias afectivas de matrices bioldgicas.
e Andlisis de residuos de plaguicidas.

s Andlisis de sustancias téxicas para el medio ambiente.

e Andlisis de polimetros sintéticos.
e Separacién y limpiezas de biopolimeros.
¢ Aislamiento de productos sensibles

La fase mévil tiene diferentes funciones entres las cuales podemos
mencionar:

La muestra debe ser soluble en la fase mévil.

Inmiscibilidad con la fase estacionaria.

Debe existir un equilibrio de distribucién entre las dos fases.

Se debe de facilitar la salida de la muestra de fase estacionaria.

Criterios de seleccidn del solvente:
e Solubilidad de la muestra.

e Reactividad baja (inerte).

s Miscibilidad con otros solventes.
s Viscocidad

¢ Indice de refraccion,

e Transparencia en U.V- Viscible.

Al seleccionar un solvente debemos tener en cuente la pureza con las
siguientes caracteristicas:

e (Calidad de los solventes.
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Impurezas pueden influir la polaridad y cambiar asi la selectividad y la
fuerza de elusion del solvente.

Impurezas involatiles de la preparacidn.

Particulas mecdnicas (utilizar filtros de 1-10 um).

Acidos o bases encontradas pueden enturbiar la celda del detector.
Corrasién del equipo (al introducirse particulas metdlicas en el sistema).
Transparencia de los solventes en U.V-Visible.

La cromatografia liquida de alta resolucién es la técnica mds utilizada en la
actualidad, debido a su sensibilidad, eficiencia, versatibilidad, exactitud y
sobre todo a su gran aplicabilidad a sustancias que son de gran interés para la
industria asi como en muchos campos de la ciencia. (8).

Utiliza instrumental sofisticado que contrasta notablemente con los simples
dispositivos que le precedieron (cldsica). (8).

En este método se utilizan columnas de didmetros muy reducidos. Este tipo de
columnas es muy eficaz, pero ofrece gran resistencia al flujo de la fase mévil,
es decir una gran caida de presién, por lo que se hace necesario el empleo de
un sistema de bombeo de alta presidn (cientos de atmdsferas) que haga fluir
la fase mévil a una velocidad razonable a través de la columna. Por lo que el
equipo para HPLC, tiende a ser mds complejo y mds caro que los de otro tipo
de cromatografia. (8).

Diagrama bdsico de un sistema de HPLC

Recipiente de

fase mévil > Bomba > Inyector ! > Columna > Detector

Registrador
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Como en todas las técnicas analiticas, los pequefios problemas a la larga
pueden llegar a tener un mayor impacto en la exactitud y durabilidad del
sistema. Atn con la evolucién de los cromatégrafos liquidos en la era de la
computadora, hay un problema que ésta no puede resolver y es la presencia de
gases disueltos en el liquido (burbujas) las que originan ensanchamiento de las
bandas. Al igual que las particulas de polvo en suspension las que son
perjudiciales a los componentes del HPLC (bomba, columna). Para evitar tales
problemas se recomienda que se filtre y se desgasifique los solventes para
HPLC antes de ser usados. (8).

Los métodos de filtracién mds comunes usados para la filtracién de los
solventes HPLC son : 1) Filtros a la entrada del solvente, 2) Filtracién al vacio.

(8).

La desgacificacién puede hacerse mediante un sistema de bombeo a vacio, un
sistema de destilacién, agitacién y calefaccién o burbujeando gas inerte (He)
no soluble en la fase mavil. (8).

Programacion del solvente
La elusidn de la fase mévil se puede hacer de dos maneras:
1)  Isocrdtica: composicidn constante de la fase mdvil.

2)  Elusién en gradiente (gradiente de elusion): se usan sistemas de dos o

mds disolventes que difieren significativamente en su polaridad. La
proporcién de los dos disolventes se varia de forma programada, unas
veces en forma confinua y otras en una serie de pasos.
Esta elusién en gradiente con frecuencia incrementa la eficacia de la
separacién, mejora la resolucion en mejor tiempo posible, se obtiene
una mayor simetria en los picos, asegura una alta precision y
exactitud.
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Los instrumentos modernos de HPLC suelen llevar incorporadas vdlvulas
simétricas que introducen los liquidos desde dos o mds depésitos a velocidad
que varian continuamente. (8).

Sistema de bombeo

Los requisitos mds importantes que deben reunir las bombas o sistemas de
bombeo de HPLC son estrictos e incluyen:

1) Proporcionar presién estable superiores a los 60C0 Psi (Ib/in2).
2) Mantener el flujo libre de pulsaciones.

3) Velocidad de flujo de 0.1-10 ml/min.

4) Control y reproducibilidad del flujo del solvente.

5) Resistente a la corrosién por diversos solventes.

Sistema de inyeccién de la muestra

Exige cuidadosos disefios, puesto que debe resistir alta presién, tener un
volumen pequefio y sus cavidades deber ser bien barridas por la fase mévil. Se
utiliza el sistema de vélvulas inyectadoras (bucles) son intercambiables,
permiten elegir volimenes de 10-500 uL. La muestra se introduce en la védlvula
mediante una jeringa y se inyecta en la columna accionando la vdlvula de forma
tal que la disposicién de entrada y salida se invierte. Estos bucles se fabrican
solo de materiales inertes (acero inoxidable, teflén) y su disefio es tal que
resisten presiones muy elevadas. (8).

Columnas y fase estacionaria
En ellas es donde se lleva a efecto la separacién de los componentes de la
mezcla en estudio. Se fabrican generalmente con tubos de acero inoxidable,

aunque también pueden ser de vidrio de paredes gruesas cuando se aplican
presiones bajas(8)..
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La mayoria de las columnas tienen Iongl’rud de 10 ylao-cm, diémetros internos
de 40 - 10 mm, los rellenos tipicos tienen tamafio de particulas de 5 - 10 um.
Este tipo de columnas suele contener de 40000 - 60000 platos/m. (8).

Recientemente se han conseguido micro columnas de alta resolucion de 3 - 7.5
cmy de 1 - 4.6 mm de didmetro interno, tamafio de particula del relleno de 3 -
5 um y contienen mds de 100000 platos/m, su ventaja es la rapidez y el
consumo minimo de disolvente(8)..

El tipo mds comin de relleno para HPLC lo constituyen particulas de Silice,
que se sintetizan mediante aglomeraciones de particulas de Silice
submicroscdpicas en condiciones que originan particulas mayor con un
didmetro muy uniforme. Las particulas resultantes se recubren a veces con
una fina pelicula orgdnica unida fisica o quimicamente a la superficie. Otros
materiales de relleno pueden ser: Alimina, Polimeros poroses y resinas
intercambiadores de idnes. (8).

Detectores

No existe uno que sea universal es decir de gran sensibilidad, por lo que el
sistema dependerd de la naturaleza de la muestra. Los mds usados se basan en
la absorcidn de radiacién U.V/Visible. (8).

Se clasifican en : Detectores en una propiedad de la fase mévil (es mds
general que selectivo) ejemplo de ellos son los detectores de indice de
refraccidn.

Detectores basados en urna propiedad de la sustancia a separar, ejemplo;
detectores de fluorescencia. (8).
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Los mds- utilizados en HPLC son :

Detectores U.V

Detectores de indice de refraccidn.
Detectores de fluorescencia.

Detectores de fluorescencia inducida por ldser.
Detectores electroquimicos.
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Equipos:

Beaker 250ml

Probeta 50, 100, 1000 mi
Pipeta 10, 5 mi

Espatula

Erlenmayer 250 ml

Mortero y pilon (coors)

Tubos de ensayo

Balén de 10, 50, 100 y 1000 ml
Filtro, poro 0.2 nm

Papel de aluminio

Reactivos:

Agua destilada

Metanol grado HPLC

HCI

Estdndar de &libenclamida
Tabletas de Glibenclamida
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Espectrofotometro UV
Disolutor de 2 paletas
Balanza analitica electronica
Equipo HPLC

Columna C18

Desgacificador

Equipo para filtracién
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Valoracion:

1) Solucién de referencia: se pesan 5.5 mg de p.a de Glibenclamida y diluir
cuantitativamente con solucién 0.1 N de HCl en Metanol llevando al aforo en
un balén de 50 ml para obtener una concentracién de 100 ug/ml, pasdndolo
luego por ultrasonido durante 5 min para total disolucién.

2) Solucién de la muestra: pesar y pulverizar finamente no menos de 20
tabletas, obtener su peso promedio y pesar la cantidad de polvo equivalente a
5 mg.

3) Llevar a un balén de 50 ml y agregar 20 ml aproximadamente de HCl 0.1 N
en Metanol, calentar a temperatura entre 45 y 50°C durante 5 min,
centrifugar por 5 min y separar el liquido sobrenadante, lievar al aforo y
porer en ultrasonido por 5 min.

4) Encender el aparato (espectrofotometro) y dejar calentar por 10 min.

5) Determinar la absorbancia de ambas soluciones a una longitud de onda
maxima de 300 nm, utilizar celdas de 1cm y solucién de HCI 0.1 N en Metanol.

6) La celda debe ser lavada previamente con la solucién a utilizar para no
crear interferencia.

7) Caleular la cantidad en mg en la porcién tomada de tabletas mediante la
siguiente férmula:

CD (Am/Aref)

C: Concentracién en ug /mi de Glibenclamida en la solucién de
referencia

D: Factor de dilucién
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Amy Aref: Absorbancia obtenidas de la solucién de referencia y solucion
muestra.

Disolucién:

1) Encender el aparato y prepararlo a temperatura adecuada 'y con el medio de
disolucién (metanol / Agua 70:30) con un volumen de 500m! en cada vaso a
utilizar y esperar que se alcance la temperatura 37°C programando el aparato
a 100 rpm durante 45 min.

2) Una vez alcanzada la temperatura se colocan las tabletas ( una en cada
vaso), se toman aficuotas de 5 ml cada 5 min luego se llevan al cromatdgrafo
para ser analizadas.

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

- Equipo HPLC - Bomba isocrdtica

- Fase mévil metanol / agua (70:30)

- Fase estacionaria: columna C18

- Solvente: Fase mavil

- Longitud de onda de lectura: 302nm
- Flujo 1.4m! / min

- Presion maxima = 370 barr

PREPARACION DE LA FASE MOVIL METANOL / AGUA

- Tomar en una probeta 70ml de Metanol y vaciar en un balén, con la misma
probeta tomar 30m! de agua destilada y vaciar al mismo balén.

- Agitar con electrodo magneto y magnético.

- Filtrar y desgasificar al vacid.
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PROCEDIMIENTO A USAR EN HPLC

1) Encender el aparato y editar el método.

2) La fase movil metanol / agua (70:30)deberd estar en el recipiente
(previamente filtrado)

3) Se debe regular el flujo iniciando de 0.1, 0.2, 0.4 etc hasta llegar a 1.4 ml
/min como mdximo, utilizando columna C18.

4) Mantener ung presién mdxima de 370 Barr. a una longitud de onda de 302
nm.

5) Se realizan 3 inyecciones con jeringa de volumen de 50 ul, inyectando la
solucién de referencia esperando pasar los 5 min para obtener el reporte.

6) Se procede a inyectar las muestras lavando la jeringa previo antes de cada

inyectada con cada una de las muestras y esperar 5 min para obtener el
reporte.

Con los datos del reporte calculamos concentracién de la muestray el valor de
Q con la siguiente férmula: (vec anexo

Area de la muestra
CM = x Cp
Area del patrén

LINEARIDAD DEL SISTEMA

- Preparar una solucién patrén de 150 ug/ml usando como cosolvente metanol
/agua 70:30 y de esta solucidon madre preparar soluciones de concentracion
25, 50, 75, 100 y 125 ug/ml en balones de 50 y aforar con metanol/agua
70:30 y realizar el andlisis por duplicado para cada disolucién.

PRECISION (REPRODUCIBILIDAD)

- Preparar una solucién patrén de 100 ug /ml (concentracién tedrica), luego es
analizada por dos analistas en dos dias diferentes.
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- Solvente metanol/agua 70:30.
- Fase mdvil metanol/agua 70:30

LINEARIDAD DEL METODO

- Preparar una solucién a 100ug/ml usando como solvente metano/agua 70:30 y
de esta solucién madre tomar alicuotas para preparar soluciones que tengan
25:50 y 75 ug/ml llevando a balones de 50ml y aforar con solvente.

- Fase mdvil metanol/agua 70:30

Determinando también exactitud y repetibilidad.
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RESULTADOS
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Siguiendo los procedimientos establecidos por la Farmacopea se obtuvo el
siguiente resultado en la valoracién por Espectrofotometria U.V:

Concentracién de la muestra tedrica 100ug/ml
Concentracion del patrén 110 ug/ml
Absorbancia media de la muestra: 0.69010 nm
Absorbancia media del patrén: 0.6882 nm

Absorbancia del patrdn

CM = x Cp
Absorbancia de la muestra
0.6882

CM = x 110
0.69010

CM = 109.55 ug/ml

Valor que cae dentro del rango establecido, no menos de 90 y no mds de 110
%.

PRUEBA DE DISCLUCION
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CUADRO No. 1
Medio de disolucion Hay Disolucion No hay disolucién
Agua destilada X
Hidréxido de Sodio 0.IN X
Solucion Buffer PH 7.6 X
Solucion Buffer PH 8 X
Metanol X
Metanol / Agua 50:50 X
Metanol / Agua 70:30 X
Se utilizaron tabletas de:
Laboratorio Nacional: Ramos
Laboratorio Extranjeros: Apotex, Medicuba, Hoechst Marion Roussel
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Con los cuales obtuvimos los siguientes resultados :

Tiempo de Ramos Apotex Medicuba Hoechst
Liberacion : Marion
(Minutos) | CArea) | (Arca) |(Ac=a) Roussel

5 2.5 459 14 45

10 38 52.3 30.2 74

15 6 53.3 418 8.9

20 7.7 534 459 119

25 95 535 47 143

30 114 543 492 16.3

35 12.8 544 535 18.3

40 145 55.2 53.7 19.2

45 157 55.8 55 299
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CONCENTRACION Y PORCENTAJE ENCONTRADO

CUADRO No. 3
RAMOS APOTEX MEDICUBA HOECHST
MARION
ROUSSEL
5 CM= 0.4118616 |CM=705655183 |[CM=2.3075655 |CM=0.7417174

%= 4.1186 % %=75.6 % %= 23.07 %= 7 41

10° CM= 06263392 |CM=8.6204054 |CM=49777484 |CM= 12197132
%= 6.26 %= 86.20 %= 49.77 %= 12.19

15° CM= 0988956 |CM=8.7852315 |CM=6.8897313 |CM=14669523
%= 9.88 %= 87.85 %= 68.89 %= 14.6

20° CM= 12691610 |CM=8.8017141 CM= 7565518 CM= 1961430
%= 12.691 %= 88.01 %=75.6 %= 19.61

25’ CM= 1565848 |CM=88196802 |CM=7.746827 CM= 2.357013
%= 15.658 %= 88.19 %= 7746 %= 23.57

30° CM= 1879017 |CM=8.950057 CM= 8.109444 CM:= 2.686665
%= 18.79 %= 89.5 %= 81.09 %= 26.86

35° CM= 21097741 |CM=8.966540 CM-= 8.818196 CM= 3.016317
%= 21.097 %= 89.66 %= 88.18 %= 30.16

40° CM= 2389978 (CM=9.0988401 |CM=8.851162 CM= 3.164661
%= 23.89 %= 90.98 %= 88.51 %= 31.64

45’ CM= 2587769 |CM=95.197296 CM=9.0654359 |CM= 4928300
%= 25.87 %= 91.97 %= 90.65 %= 49.28
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RESULTADOS DE LINEARIDAD DEL SISTEMA (TABLA 1)

COEF.CORREL 0.999543028
COEF.DETERM 0.99908626

PROMEDIO 0.327478183
SUMA 3.274781832
DESV.STAND 0.003841991
cv 1173205303

Cumple con los criterios:

Tabla 1.1

Y = 125568333
DE = 0449909585
oV = 0397%

Ya que CV <= 15 %, se cumple con el criterio de precisién del sistema.
CV <= 15%

r»=099

r? »= 0.98

RESULTADOS DE LINEARIDAD DEL METODO (Tabla 2)

PENDIENTE 0.998726190
INTERCEPTO -0.036666667
COEF.CORREL 0.999953462
COEF.DETER 0.999906926
DESVES.STAND 0.285071872
PROMEDIO 99.825

cv 0.285571622

Se cumple con los criterios de linearidad del método
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EXACTITUD Y REPETIBILIDAD (Tabla 2.2)
R = 89947.92 DE = 007932 CV = 0.079 %
Ya que se CV <= 2% se cumple con el criterio de exactitud y repetibilidad.

PRECISION (TABLA 2.3)

Y = 100.1731554
DE = 0.345526607

CV = 0.344929 %

Como CV es menor del 2% se cumple con el criterio para el método
cromatografico.
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ANALISIS DE RESULTADOS
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- Los reportes obtenidos en el Espectrofotémetro U.V son:
Grafico 1: Espectro del blanco

Grafico 2: Picos del patrén y muestra a longitud de onda de 300 nm utilizada
para realizar la valoracién.

Grafico 3: Se muestran las absorbancia del patrén y muestra a 302 nm, las
absorbancia son bajas debido a que se tuvo que trabajar con concentraciones
pequefias ya que la concenfracién declarada por la muestra es también
pequefia.

Mediante tales reportes obtuvimos resultados de los cuales se encuentran
dentro de los rangos establecidos para la valoracién de las tabletas de
Glibenclamida.

Grafico 4: Muestra la cuantificacién del método de valoracién, obteniendo
resultados de confiabilidad con un margen de error cercano al 0 % y un
coeficiente de correlacién igual a 099997, cumpliendo los criterios
establecidos.

En el cuadro 1: Se muestran los resultados de las pruebas de disolucidn
utilizando para dichas pruebas diferentes medios.
No hay disolucién en agua debido a la poca solubilidad del p.a en agua.

En Hidréxido de sodio 0.IN si hubo disolucién, pero al leer en el U:V se
obtuvieron absorbancia muy pequefias por lo que era necesario utilizar un
agente complejante como el B- ciclodextrin, e! cual no esta disponible ni al
alcance del laboratorio.
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Con solucién Buffer de Fosfato monobdsico de potasio se realizo la prueba de
disolucién a un PH bdsico (PH 8 y 7.6), también era necesario el uso de
agentes complejantes ya que los valores no eran considerables para
determinar el grado de disolucion.

Con Metanol presenta solubilidad pero no hay disolucién, ya que las
propiedades tecnolégicas que se encuentran en su formulacién poseen efectos
significativos sobre la disolucién de la droga.

En metanol/agua 50:50 no hay disolucién en esta proporcién en cambio en
metanol/agua 70:30 si, se observé disolucion por lo que se escogié esta
mezcla dando una disolucién a las tabletas.

En el Cuadro # 1 se utilizaron diferentes medios de disolucidn, donde
observamos una lenta e incompleta disolucién e incluso en metanol/agua
(50:50). En cambio en metanol/agua a una proporcién 70:30, la drega
presento mejor disolucion.

Se escogié este medio por estudios realizados en sistemas de : CO-5Solventes
de metanol acuoso, lo que brinda un medio mds accesible para la
desintegracién de la drega, poco soluble o insoluble en agua.

En el cuadro 2 y 3 se muestran los resultados y cdlculos registrados en el
HPLC donde la tableta de Glibenclamida del Laboratorio Ramos presenta una
menor area, una concentracién de muestra y un valor de Q menor en relacién
con las otras marcas estudiadas lo cual determina que el grado de disolucién
de la tableta no es el requerido. Esto puede ser que en el momento de la
formulacién no se agrega la cantidad requerida de agentes desintegrantes
para que asi se de su completa desintegracién. Y por ende ocasiona una
disminucién en relacién a la disolucién, otro aspecto importante es la dureza
de la tableta ya que presento mayor dureza que las marcas extranjeras, por lo
que hay que tomar en cuenta la influencia de la fuerza de compresion en el
momento de la fabricacién, donde no se afecte la dureza y tiempo de
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désim‘eg;acién ya que una mayor compresién de la requerida puede causar
inhibicién de la humedificacién de la tableta.

Ver Tabla 1, 1.1, 2, 2.2, 2.3
Con estos resultados obtenidos en la validacién de! método cromatoegréfico se

comprueba la confiabilidad que existe tanto en linearidad del sistema como
linearidad del métedo, donde se cumplen todos los criterios establecidos.
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CONCLUSION
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No encontrada una bibliografia que refiera la validacidn del método de
disolucién por Cromatografia por HPLC, para el principio activo estudiado
podemos decir que hemos encontrado un método de andlisis, rdpido, confiable,
aitamente reproducible y con elevada sensibilidad utilizando como fase mévil
metanol/agua 70.30

Por medio de las pruebas de disolucién que se le realizaren a las tabletas de
Glibenclamida 5 mg elaboradas en el Laboratorio Ramos utilizando diferentes
medio de disolucién observamos que no existe una completa disolucién lo cual
nos garantiza que no habrd biodisponibilidad biolégica de la droga.
Comparando con los datos de tabletas de otros laboratorios extranjeros.

Por lo tanto podemos decir que los dato obtenidos a través de la linearidad del
método y linearidad del sistema utilizados para la validacidn de este método
se encuentran dentro de los pardmetros para HPLC cumpliendo asi con los
criterios establecidos.

Los coadyuvantes empleados en la preparacién de formulaciénes
farmacéuticas sélidas, asi como los precedimientos de fabricacidn (mezcla,
granulacién, fuerza de compresién, etc.) pueden ejercer muy diversos efectos
sobre las caracteristicas de disolucién de los principios medicamentosos
contenidos en ella.

Por lo tanto, si el proceso de solucién se encuentra bloqueado la absorcién dei
férmaco no tiene lugar, lo que origina fallas terapéuticas. Si la velocidad es
lenta o incompleta, el nivel sanguineo alcanzado con este fdrmaco, resultard
bajo e insuficiente para legrar un efecto terapéutico adecuado..
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RECOMENDACIONES
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RECOMENDACIONES

Urge que todos los profesionales que estamos a cargo de la
manufaciura, el contrel de calidad de los productos
medicamentosos y al mismo tiempo a las compafiias farmacéuticas
a que nos preccupemos por aplicar controles fisicos- quimicos y
biofarmacéuticos necesarios para ofrecer a la poblacidn de
nuestre pals formas farmacéuticas que vayan a resolver
efectivamente los problemas de salud.

. Disminuir el tama®o de particulas, mediante una pulverizacidn

adecuada como la micronizacion.

. Obiener derivados mds sclubles que proporcionen una mayor

disolucion.

. Realizar pruebas de disolucidn a vodas las formas farmacéuticas

sélidas que asegurardn las prdcticas adecuadas de fabricacién y
ademds vigilar los procesos y la compra de materia prima
adecuada y de mayor calidad.

. Seguir realizando estudios con respectc a este tema con el

Objetivo de brindar mayores conocimientos .
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PROPIEDADES QUIMICAS

OCHs3

64
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i
' Glibenclamida
' PUREZA Contiene no menos del 90% y no
mas del 110% de C23H236|N3055
l ESTRUCTURA QUIMICA
i
NOMBRE QUIMICO Glibenclamida: Benzamida 5-cloro-
' N 2- 4
(ciclohexilamino)carbonil amino
l suifenil etil -2-metoxi
FORMULA EMPIRICA Ca3H28CIN3OsS
| PESO MOLECULAR 494,00
DESCRIPCION Polvo blanco, cristalino
| PUNTO DE FUSION Se estima entre 169 y 170°C
SOLUBILIDAD Poco soluble en agua, soluble en
l solventes orgdnicos corrientes
' PKa 5.3
' Estructura Quimica:
CL (0
| ' ]
: Q CONH (CHz ) @502 NHC NH C>
]
!
!
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PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

APLICACIONES TERAPEUTICAS |Se utiliza para controlar la
hiperglicemia en pacientes con
Diabetes no insulinodependientes.

MECANISMO DE ACCION Promueven el aumento de Ia
secrecién de insulina por parte de
las células B de los islotes del
pancreas. Disminuye la
Glucogendlisis y Gluconeogenésis
hepdtica. Aumenta la sensibilidad a
la insulina de los téjidos
extrapancredticos.

ABSORCION En el tubo digestivo

UNION A LAS PROTEINAS|90-99%

PLASMATICAS

VOLUMEN DE DISTRIBUCION  |0.2 Lt /Kg

METABOLISMO Higado

EXCRECION Bilis

REACCIONES ADVERSAS Reacciones de  Hipoglicemia,
nadseas, vomitos, ictericia

colestdtica, agranulocitosis, anemia
apldsica y hemoliticas y reacciones
de hipersensibilidad.

CONTRAINDICACIONES Digbetes insulinodependiente,
embarazo, amamantamiento,
insuficiencia hepatica o renal grave

TIEMPO DE VIDA MEDIA 10 horas

INTERACCIONES Con hipoglicemiantes orales
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FLUTOGRAMA DE DISOLUCION

Preparar el aparato a 100 rpm, Temperatura 37°C y
colocar 500 m! del solvente a utilizar (Metanol / Agua
70:30)

Alcanzada la temperatura, Colocar las tabletas en cada
vaso poniendo a funcionar el disolutor x 45 m.

Tomar alicuotas de 5 ml. Cada 5 min. Con pipetas
graduadas y reponer solvente extraido.

Lievar las alicuotas al HPLC para ser analizadas
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FLUTOGRAMA DE DISOLUCION

Colocar fase mdvil matanol/agua 70:30

Hacer correr en la bombe el equipo x Smin.

Inyectar solucién de referencia y luego las muestras

Obtencidn de los resultados

Realizar Cdlculos
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Resultados de la validacidn del método:

Linearidad del sistema: A partir de una concentracion de 125 ug/ml.

Concentracién ug/m!

25
25
50
50
75
75
100
100
125
125

o

Propiedad Medida (drea)

148.55
14791
296.30
295.71
444 48
444 99
592.81
590.77
740.11
74195

750

68750

44358

2413446.639

209465.7

Cdlculos preliminares para el coeficiente de variacién:

Lf
3 f?
F
DE
cv

59.273
351.3296792

5.9273

0.009581579
0.17683 %
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Como CV <= 15 %, se cumple con el criterio de linearidad del sistema.

Precision del sistema : a partir de una concentracién de 125 um/m|

Y= 1268 ug

12501 ug

125.47 ug

126.01 ug

125.88 ug

124,96 ug
Ly ° 75341
Ty? = 94605.684
y ° 125568333
DE = 0.49909585
cv=0397%

YaqueCVes<=15%
Se cumple con el criterio de precision del sistema
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Linearidad del método:

Cantidad adicionada (x) Cantidad Recuperada (y)
25 2499212 ug/ml
25 25.00351 °
25 , 2499310 °
50 50.00812 °
50 50.00286 °
50 4988229 °
75 75.00640 °
75 7499110 °
75 75.00092 °

m = 1.000
b = 0.0.13
¥ o= 0.99998 %

Ya,queb=0,m=1, rf >z 098, se cumple con los criterios de
linearidad del método.
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Exactitud y repetibilidad al100%.
R1=24.99212/25*100=99.96848
R2:25.00351/25*100-100.01404
R3=24.99310/25*100=99.9724
R4=50.00812/50*100=100.01624
R5=50.00286/50*100=100.00572
R6=49.88229/50*100-99.76458
R7=75.00640/75*100=100.00853
R8=75.00640/75*100=-99.98813

R9=75.0009/75*100=100.00122

% R=899.73

Z R?*:89947.92
R=99.9710
DE=0.07932

CV=0.079%

Ya que CV< que 2%, se cumple el criterio de exactitud y repetibilidad al
100%.




Q: Es el porcentaje liberado del principio activo en una prueba de
disolucion a un tiempo determinado.

Para calcular el valor de Q se toma come el 100 % ia concentracidén del

estandar y se caleula el porcentaje en base a los mg encontradoes en la pruebga
de disolucién.

EJ.

i0meg. (patrén) — o~ |o0%

9.0654359 mcg ( 45 min ) — > x

X = 90.65439%.




| e S — N -
Data File A:\GLIBECO0O.D Sample Name: gilpenciamiaa

ESTA MUESTRA SE ESTA VALORANDO CCN CONCENTRACION DE L
l 10 meg/ml

Injection Date : 4/5/2001 11:02:43 AM
l Sample Name :+ glibenclamida Vial : 1
Acg. Operator :+ KAREN,DEYA,ERSIL
Acqg. Instrument : Instrument 1
Acq. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIBE.M
l Last changed : 4/5/2001 10:58:01 AM by KAREN,DEYA,ERS5IL
C: \HPCHEM\ 3\METHODS\ENAKEL.M

Analysis Method _

VWD A, Wavelength=302 nm (A\GLIBE0Q0.D)
mAU ] b
1 -
1754
l 15
125
l 10
| !
l ; 7.5
L s
l 25
0-
———————————J —7——————— T 7 ¥ T T "
' 0 1 2 3 4 5 min
l External Standard Report
Sorted By : Signal
Zalib. Data Modified : 4/26/2001 10:30:39 AM
Multiplier : 1.0000
2ilution : 1.0000
__Sample Amount s 9.60000 [mcg/ml] {not used in calc.}
1 Area Percent Report
Scrted By : Signal !
Calib., Data Modified : 4/26/2001 10:30:39 AM ;
Multiplier : 1.0000 :
Czlution : 1.0000 :
Sample Amount : 9.60000 [mcg/ml] {not used in calc.) :
3

Signa: 1: VWEl A, Wavelength=302 nm

Peak RetTime Type Width Area Area Name
# [min] {fmin] mAU *s5 %
Rl It - j-—m————- j-—————==- [~mmmmm
4 220 BB 0.2993 395.10251 100.0000 ?
Tczals 395.10251

Results obtained with enhanced integrator!
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