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t INTROOUcCK>N 



Uno de lo~ pr1nc1pales obJetivos de la lndustr~a FarmaceUtica es 

asegurar aoecuado control de calidad de lo~ med1camentos. por 

esto Que la val1dac1.::>n retrospectiva prospectiva hoy d!.a ha 

to~ado una gran lmportanc1a. 

La val 1dac16n de métodos anal! t1cos perm1 te evaluar oa.r..1..,etros 

estad! st1cos como -son: prec1s10.n. l1nearidad. reproducib1lidad 

exactitud. entre otros. De aQu1 se obtiene intormacion sobre la 

conf1abil1dad del método anal1t1co que se emplea en el anális1s del 

(los) activo {s) presente {s) en una forma farmaceüt1ca.(ll). 

Por otra parte. los cr1terios que deben cumplir los par.3.111etros 

estad1sticos son establecidos por- la Secr-etar!.a de Salud de cada pats. 

F.O.A.( Foods Drugs and Administrat1on) las cuales dan una serie de 

normas o espec1ficac1ones legales que respaldan al metodo anal1t1co. 

Tomando esta: referencia, cada laborator10 de act1erdo necesidades 

llevar~ a cabo una validaci6n del método analit1co. 

En P~tP trabaJo ~e pr-esentan ~ m~todos anal1t1cos diferentes 

desarrollados activo (d1clotenac 

d1et1lAmoniol. De la r-ev1s1c-n b1bl1oor~tica reali=ada desde Que 

fue patentad.:i este act1vo la 'fec'"la encentro gran 

intormacion sobr-e sus caracter-isticas fis1~oau1m1cas, es por esto 

que al dise~ar-. desarr-ol lar y val lda,.. varios metodos anal! t1cos se 

conoc~ m~s scbre el d1clofenac d1et1lamon10. El método 

anal!t1co es un metodo potenc1om&tr1co oar-a deterM1nar d1clofPnac 

dietilamon10 l'l'later-1a pr-J.md. El segun:jc ir.~todc a!'"'lal:t1=:C\ 

método esoectrofotornetrico oara determJ.nar OJ.clofenac d1etil~mon10 

en creir.a. pr-oducto en prC'ceE-a .. -/o pr-c>dl-1cto ter-rn1nado. El ter-c.er 

r.etodo metodc por- cro~ato9raf:a llOUldOS de alta 

resoluci~n (CLARl p~ra deter-m1nar la estabilidad dPl pr-oducto. Los 

dos or1meros m~todos s~n r~p1dos. sencillos de costo baJo. 

m1eMtr-as aue el ter-cer-o 

esoe~~f~co y select1vo. 



Por últ1mo. e5te trabajo puede servir de ayuda las personas 

intaresadas en la validac16n de métodos anal1ticos, ya que presenta la 

Metodolog1a mln1aa necesar1a para validar un 

dependiendo de la ut1l1zaci6n del ~ismo. 

método anal1tico 



2. 0ENERALDAOES 



Z • 1 PROPl[DAl>[:i F1S1COóUtHtCAS DE D.CLOFENAC OlE:Tfl...AMONIO: 

Cuando se h1zo la rev1s1~">n b1bl10Qr~f1ca d1clofenac 

dJ.et..ilamonio desde que aparec16 su patente a la fecha. se enc:ontro 

poca 1nTormaL10n sobre sus prop1edades f1s1coquim1cas. La mayor.ia 

de estas prop1edades del activo se obtuv1eron a part1r de an~l1s1s 

realizados en CAFET.S.A. El diclofenac d1et1lamon10 la sal 

am6n1ca del d1clofenac el cual es un ant11nflamator10 de tipo no 

este-ro1ddl. 

ESTRUCTURA OUIMICA: 

F'ORHULA CONOENSA01': C1..i-la•Cl.NaOa 

PESO MOLECULAR: 3-67.25 g/mol 

DEscR1PCtoN: 

PolYO granuloso de color blanco a 11geramente amarillento. de 

olor p1cante y sabor amar90. 

SoLUBLIDAD: 

Soluble en metano!. etanol y cloroformo, 11geramente soluble 

tetracloruro de carbono. d1metilformam1da. muy ligeramente 

soluble agua. f~c1lmente soluble NaOH O.lN. pract1cament& 

J.nsoluble HCl O. lN. 

PUNTO DE íUSION : 147-149 .::c. 
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HUMEDAD: Henor- n 1 O. 5 X. ( HRTDDO 'l'RITRil'.sTRI CO J. 

ÁBSORCIOt~ AL UV. 

Kn solucicn metarr)lica muestra un ztUximo de ab50rcion a 261 nm 

y en eolucion de NaOB O. IN a 275 nm. (ver figura 1). 

(a) (b) 

FIGURA No. 1.-- Abeorción al ultravioleta del diclofenac 

dietlla..monio. a) en solucion met~lica • b) en NaOH 0.1 H. Kn ambos 

la concentraci6n es de 20 µg/ml. 



Es?E:CTRO DE INFRARROJO: 

L0'5 pr1ncír•ales picos se encuentran a una longitud d& onda 

de 1572. 756, 1504. 775. 1286, 1308 nm. 

FIUUf<A Ho. 2.- Espectro de infrarrojo del diclofenac dietil

amonio en una disperc16n de bromuro de potasio. 



.:?.2 MiCTOOOS ANALITlCOS EMPLEADOS: 

2.2'.1 C°ROMATOGRAf"IA LIQU!QA DE AL TA RESOl.UCtON. (1.2, 3, 7,9,10.21) • 

La cromR~ograf!a l!ouidd de alta resoluc1cn (CLAR) es una tecnica 

ana11tica muy utilizada en la actualidad para el an~l1sis de act1vos. 

Tiene alta espec1f1c1dad asl como amplio 1ntervalo de 

sens1t1v1dad Que hace ideal el an~lis1s de muchos activos t•nto 

formas farmaceút1cas fluidos biol~g1cos. Comparando la 

CLAR con la cromatograf1a de gases CCG) se encuentran s1m1l1tudes 

d1ferenc1as. En ambos métodos la separac1cn de los componentes de 

mezcla se lleva a cabo con una corriente de fluJo. Los mecanismos de 

retenc1Cn d1f1eren grandemente. En CLAR y en CG los componentes 

separse interaccionan preferentemente 

son retenidos a lo la~go de esta. En 

acarreador. tiene poco efecto sobre 

caracteriza por tener pocas fases 

estac1on~r1r'ts, por otro lado. CL~R 

la fase 

CG, la fase 

la separación. 

móviles 

-.=uen t.:. 

estac1onar1a y 

móvil, gas 

En CG 

muchas fases 

pocas fases 

estac1onar1as y con gran d1vers1d8d de fases mcv1les. usándose esta en 

compos1c.i0r.es b.inar1ns. terc1ar1as ocas.ionalmente cuaternarias. 

Además puede ut1l1.=:ar soluciones reguladoras con control de pH para 

modif.icar la retención. En CG se ut.il1za programación de temperatura 

asl como de fluJo que puede aprovecharse para aumentar la separac16n. 

En CLAR sólo se puede hacer pogramac1ón de fluJD 

concentrac16n en la compos1c1on de la fase móvil: 

ocasiones se hace programacion de temperaturas. 

iEORIA: 

grad1entes de 

muy raras 

E~1sten varios procesos o mecanismos de separación para la 



retenc16n de las ~ol~culas oor la fase estacionaria en la 

cromato9,.-a11 a 11 qu1dd .. Estos p~eden clasificarse de acuerdo a las 

fases 1nvoluc,..adas: 

1) Cromatografla llQu1do-11qu1do ICLLl 

2) Cromatografla 11quido-s6l1do CCLS) 

3) Cromatog,..afla de intercambio i0nico 

4) Cromatog,.-afla de exclu-sión molecula,.. 

La cromatografla l1qu1do-sól1do es llamada tamb1en cromatograf1a 

de adso,.-c1ón; esta emplea pa,.-tlculas alta área superf1c1al 

adso,..ben moléculas de soluto. La 

sepa,.-ac16n desorcion. 

Usualmente ut1l1zan 56l1dos polares s111ca gel alúmina 

(Al~Osl o ~1d,.-1os po,..asos. y una fa~e m~v1l pol a,.. como ctor-ofor~a. 

heptano u octano. Mas espec1f1camente. la separac1~ dA por 

d1ferpnc1as en la af1n1dad de los salutes por- la superficie de la fase 

estacionaria. Ver figura 3 

f"toURA Ho. 3.- Se observa el mecanismo de separaci.:i.n de 

cromatoqra11a 11qu100-sol1ao.• componente mul' poldr,. cOSE1ponen te 

mediana"~nte polar. ó componente poco polar. 



Generalmente en CLS los componentes e luyen orden 

contrario a 5Us polaridades. 

La cromatograf!a llquido-liquido o cromatograf!a d~ part1ciOn 

involucra una fase estacionaria liouida la cual est- sobre 

soporte sólido inerte. Las moléculas de la muestra distribuyen 

entre la fase móvil y estacionaria liquida determinando asi la 

separacion. La fase estacionaria ouede ser polar o no polar. 51 la 

fase estac1onar1a es polar y la fase móvil es no polar 9 le 

llama cromatografla de part1c1~ en fase normal. Si tenemos el 

caso contrario se llamd cromatograf1a de partic16n 

inversa. Ver figura 4 . 

(a) (b) 

FtOURA No. 4.- a) Cromat:ografi.a 11.aUido-r1qu1do en tase normal 

y b) Cromatografia liau1do-l1auido en fase inversa. 
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La cromatografia de intercambio i6nico usa una · fa~e 

estac1onaria Que pueda interca•biar cationes o aniones la fase 

eóv1l. La 1a~e estacionaria debe tener una carga contraria a Ja de 

la atUestra. Cuanto mayor la carga de la muestra. eás 

fuerte~ente estara atraida hacia la superf1c1e 1on1ca Y por lo 

tanto tardara mtts tiempo en ser elu1da. Para controlar el tiempo 

de eluc1on se a1usta el pH y polaridad. Los m.-steriales usados como 

pol1mér1cas las cuales 

clasifican en cat1on1cas v anion1cas. C~da t1po de material ouede 

subdiv1d1rse en intercamb1adores fuertes o d.?b1 les. Frecuentemente 

los grupos ~c1dos 
- + c;ulfOnicos (R-50!1 H ) u'9ados corno 

intercambiadores cati6nicos fuertes. Para interc:amb1adores 

resinas de intercambio anion1co 1uertes contienen s1t10 

activo grupos CL1aternarias de Las ,-esinas de 1ntercamb10 

anionico débiles tienen como s1t1os act1Yos aminas terc1ar1as. 

R-N CCH:ihCl 

R3N"i+Cl 

La cromatooraf1a de @~c1us1vn es un m•todo que se basa ~n la 

separaci~·n de acuerdo al tamaf'l.o de la mol~cula. En este tipo de 

cromatc:>gra1ia la fase estacionaria posee poros de d1mens1ones 

diferentes. en donde la ~uestra es retenida o f1ltrada segun 

tamaf"ío molecular. Las mol~culas grandes pennanPcen la 1ase 

mcv11 y por tanto son eluidas primero. Las moléculas peque~as 

retenidas en los poros ~ son elu1das después. 



Exi~ten Z métodos mas en cromatograf1a llauida oue resultan 

de la modif.1.cac16n de la CLL; la cromatoaraf!.a en fase enla:ada y 

la cromatograf!a de par-.1.Cn1co. La cromatograf1A de fase enlazada 

utiliza una fase estacionaria org~nica aue est~ Qu1m1camente 

enlazada, generalmente a hidrocarburos de cadena larga. La fase 

~Ovil comunmente es oolar. de este modo los salutes m~s polares 

son elu1dos primero y los componentes polares 

después. La cromatografia de par-.1.Qnico tamb1&n 

cromatografia de JabQn. se basa en la formacl;:.·n de oares ionices 

entre activos con carga y agentes par-i~n1cos 

En general la cromatograf1a par-ionice 

reversa. el mecanismo de retenci6n aaui 

delucidado. comb1naci0n entre 

carga opuesta. 

practica fase 

bi.en esta. 

la Cromatografi.a 

l1quido-ltquido y la de exclusicn molecular. particularmente esta 

técnica puede ser llevada a cabo por cualquiera de estos modos de 

cromatografia: por mecanismos la fase estacionaria 11auida o por 

fase enlazada. 

De estos mecanismos de sep~ración se utilizará el ma~ 

apropiado de acuerdo las caracter1st1cas del comoonente 

anali:ar. En id tabla No. l sr muestra 

escoger el mecanismo de s~oaraci~n. 

quia pr~ct1ca oara 

Ahora bien. de los diferentes mecan1smos de separación 

tienen factores lmportantes que describen esta separación, esto se 

hace con ayuda de un cromatograma. en donde representa la 

seoaracion qra11cn 
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F'lOURA No. 5.- Un CrOflllatogrilma coca.un. 

TABLA No. t- Gula para el t100 de cr--ol'latoa..-ati<.'I a ut1ll.~ar .. 



Los factores Que si~ven para describir una· s~p~rAcióo 9e 

conocen como oar~metro~ de retenci.:;n. 

VOLUMEN DE RETENCION IVRl: 

El volum~n dr=- retenc-i.:.n es el volumen -total_ de fase móVi 1 

rec:zuerido para que el componente se eluya al m.A.xi~o. 

TIEMPO DE RE TENCION ( tR l ' 

El tiempo de retenc1on es el tiempo necesario para alcanzar 

la ma~1ma elución del compuesto. 

S.l el fluJo (Fc:J de la. fase movi.l es constante se tJ.ene lo 

sigul.ente: 

t~ "'" VR/Fc 

Esto; 2 parámetros descritos l VR y tR ) se deben corregir 

para saber e~actamente el volumen o el t1emoo invertido qu• se 

ocupa unicamente para la eluc16n del compuesto; 

t 'R tR - tH 

V'R e VR - VM 

Donde t'R y V'R son el tJ.empo el volumen de retención 

corregi.dos. tM es el tJ.empo muerlo oue invi.erte la fase mov1l para 

recorrer la columna, y VM es el volumen ~ucrto de tase móvil para 

llenar la columna 

Cuando se inyecta. el coll\puest.o al sistema 

cromatogr~f1co, al ll•varse a cabo la eluc16n, la banda de soluto 

elu1do se ensanchando, este proceso se debe al equilibr10 entre 

2 fases y la ó1fusion logitudinal~ En el caso id~al. se obtiene un 

perf1l c:on una distrt.bt1c16n normal, es decir una curva gauss1ena. 

14 



FACTOR DE CAPAaDAD (~~): 

El fact~r de capac1dad 1ndica el tiemPO que el COf'l'lpuesto es 

retenido por la columna y se define como: 

~ ~ tR - tM/ tM = tºR/tM 

En la or~ct1ca debe tener K 

asegurar la separac16n del compuesto 

un rango de 1 a 10 para 

las pos1bles impureza• 

del disolvente. las cuales generalmente e)uyen tiempo 

lgual al tl'1. 51 ~. es mayor de 10 se t1enen problemas con el tiem

po de an.llt.l1s1s. 

NuMERO DE PLATOS TEORJCOS (N): 

El número de platos teór1cos ind1ca la eficiencia de la 

columna cromatogr~f1ca y un olato teorice (h) ~e def1ne el 

numero de etapas de oart1c16n (equ1l1br1os) que le ocurren al 

compues.to durante el pase la columna. N se def1ne 

matem~t1c.a.mente 

N = ~ ( tR/W ) 

Donde ~ constante que depende del método ut1l1zado 

para determ~nar N. Ver figura 6 w el ancho del pico 

cromatograf1co Que tambivn depende del método ut1l1zado. 

N depende de la log1tud de la columna (L) 

particula en forma directa. A partir de aQul 

concepto de altura eou~valente a un plato teórico que 

cctno: 

h =- L/N 

iS 

tama~o de 

obtiene el 

def lne 



Sin embargo existe mucha discrepancia al calcular N la 

manera anter1or, ya se esta supon1endo Que el p1co s1me-trl.co. 

Otra manera de calcular N descrita por Jarnes Martin. Este 

método 1nvolucra una comparac1on de la altura y el area del pico 

para as1 valorar de al9una manera la dispersión. La ecuaci6n es la 

N = 2n(hMG.lttR/A)z 

donde: hm~ =altura m~~ima del pico 

A - area del pico 

Hay que tener cuid~do de Que hWta.><, tR y A sean expresadas 

las unidades correspondientes. 

'"""[---~'..-

t..,_,..~'------
1 ""' ----
#-

3l.A 1 -----t--~-1 

N-•l~I' 
o M•lhad 

·~ 554 lnhdi.H•iiP 
• la " ,,, 
l$ Sa 
16 r...,,..,, 

ll.•~ ~-----------
..... t-::.:-z:=====::'.>.._ 

FlOURA No. 6.- Metodos para calcular la eficiencia de la 

columna. 

E~isten varios m~todos para determinar el nómero de platos 

teóricos. el m~todo l'ft3.S usado es el 5c , debido a que tiene mayor 

sensibilidad. ya Que toma en cuenta la as1metr1a de los picos 

cromatogr~f1co~. lo que implica Que nos dará mayor l.nformac160 

sobre la e1ic1enc1a de la columna. 
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5EPARACION (o l t 

El factor de select1v1dad describe lA pos1ci6n relatíva de 

dos picos adyacentes y se define como: 

o ~ t'R (B)/ t'R (A) 

51 a ~ l no habra separación ya aue los tiempos de ;retención 

serian 1dént1cos. 

RESOLUCION < Rs > : 

El factor de resoluc10n es una medida de separacion.> re1ativa 

de 2 01cos. Se def 1ne la resoluci6n como la distancia entre · 2 

bandas div1d1do por el promedio del ancho de los picos 

determ1nado desde la base de los picos. 

tRt a, ~tRcA.) R9 ..,.;,.__:_ ________ ....;:....;-;,,.. --

i' (WA_+Wa) 

Si Rs =- 1.-5 se _t~efl& !'"ª Í-esoluCi·.!in ideitl .- es decir una 

resolución hasta linea base·. Si Rs·=' -i-~~ i~;lica una-r:-~solución al 
- . . 

90i:. Sin embargo la ecuación ge~er~i ·para ·1a re5:oluc16n es: 

R N((,,.-llfo] (k~/(~~ + ll)/4 

. . - '. -. . - '(::.:- :.~-\~<: -:::., 
En esta ecuación se Obse-rva que-·la. r.!SotúC::i.on es o- función de 

la eficiencia de la columna, por otro 'i"ado la resoluc16n es 

directamente dependiente de la selectividad y capacidad del 

sistema cromatogr~fico. 



[NSTRUMENTAClON: 

Un esquema gel'ler-al de la i.ns.trUll!len.tclc.ióp de_l sistema CLAR es 

el siguientes 

l<A.'lCl'iETRO 

RESEm'ORIO DEL 
SOL\ "rnl'E 

FILTRO 

RESERVORIO 
DE UVA.to 1 

L_J 

Idealmente los reservor1os deben tener varios requerimentos: 

1) Contener volumen adecuado para análisis respectivos • 

2) Contener disolvente degas1f1cado va por calor. 

aplicando vac1o o por son1cac1on. 

3) Ser inerte con respecto al disolvente. 

Frecuentemente utilizan contenedores de v1dr10 o de acero 

1nox1dable. 

El disolvente acarrear la 

JDUestra trav~s de la columna produciendo una d1str1buc1on 

razonable (factor de capacidad\ entre las fases. El disolvente 

debe de disolver Ja muestra. debe tener al ta pun:oza, 

preferentemente calidad HPLC. Otros factores 1mportantes oue hay 



que cons1derar1 bajo costo. baJa viscosidad. baja to~icidad Y baJO 

punto de ebul l1c16n. ~cend1EOndo del tipo de cohtinna empleada 

se utilizan diferentes disolventes. 

TIPO d• CLAR 

Intercambio 16n1co 

E~clus16Cl ~olecular 

SISTEMA DE BOMBEO. 

como muestra 

He~ano o 1so-octano, 
Clorotormo. acetato de 
etilo.cloruro de metileno 

Agua,metanol. aceton1-
tr-1 lo. 

Soluc1one9 r-eouladoras 
u~ualmente 0.01 a 0.1 M 
tKH•PO•, N•zHPO•>· 

Agua (ocasionalmente 
en peque~. as CAl"°'t 1dades 
de alcoholes) 

Tolueno. cloroformo, 
tr1clorobenceno 0 THF, 
p1rid1na 

Este s:.stema uno de los componentes iniport.an tes 

CLAR. La bomba es muy importante para obtener alta resolución, 

alta ~e1oc1dad de anál151s y reproduc1b1l1dad analisis 

cuant1tat.1Yos .. 

Los requer1mento~ Que debe tener una ootoba Sci.: 

1) FluJo estable~ para Que el ruido hacia el detector sea ~ínia.o~ 

2) Oue proporcione un rango de flujo bajo (0.1 10 

ml/«oin). 

:'.:J Entregue un volumen constante para facilitar el an3.lisis 

19 



cuantitativo y cualitat1vo. 

4} Tolerancia a altas presiones (60\."'l-O psi) 

adaptabilidad para operac1~ en 9rad1ente. 

Ha~ ~ tipos de sistema de bombeo. El primero 

f.ácil 

bomba 

tipo p1ston rec1proco. en donde el p1st6n esta en contacto directo 

con el solvente. El sequndo es una bomba que opera por 

torn1llo de transm1c10n desplazando el solvente del res•r~or10 

a través de este. &ste s1ste~a utiliza particularmente 

operac1ones en gr~diente en donde la velocidad de Ja 3er1nga 

controla electron1camente. El ma~ com~n es la bOlllba tipo Pisten 

rec1 p,...oco. 

SISTEMA DE !NYECCtON. 

La tnyecc1ón de la muestra a la columna presenta al90 de 

oroblemas a causa de las altas presiones involucradas CLAA. Ha> 

2 tipos de lnyecc16n~ manual y automática: En ambos sistemas el 

volulftef"\ tr.~ectado tiene Que 

correctc ~n~l1s1s cuantitativo. 

Para la inyección manual 

reproducible para obtener 

(exist~ jeringas hasta 2.5ml o mAs pero son para cr0«1.ato9ra11a 

preparat1va) con las oue se carga el sistema de 1nyecc16n para aue 

despu~s este tome el volumen y lo descargue a la columna. Para la 

1nyecc1on autom~tica utili~a una serie de v~lvulas y oistones. •~ 

donde la muestra se coloca en peque~os v1ale~ cara despu~s 

la Jerl.nga tome el volumen requerido autoo..át1calftente de muestra. 

y lo descargar a la columna. 

COLUl1NA. 

e! cor.a.2.!>n de 

un tubo de aaterial in@~tP. de dia~etro uniforme y 
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resistente a altas presiones. Contiene a la fase estacionaria 

donde se llevan a c~bo las separóciones de los componentes. Las 

columnas para CLAR varian principalmente por el tipo de separacion 

deseada y por las caracter1st1cas de los materiales dr empaque. La 

columna m~s usada mide de largo de 10 a 30 cm, tienen diámetro 

interno de 3 o 4 mm y el empaaue de la columna de 

dJ.ámetros peque~os <3 y 10 ..... m). Las columnas que comerci•lmente 

se utilizan en CLAR son: sl..lica, al·...:mina. octadec1ls1lano (Cia), 

octasilano <C..l. fenilo. dimet1ls1lano, d.iol, nitrilo, amino, 

ciano, entre otros. Los dos primeras t1pos se utl1~an en CLS y 

las dem:t.s utili::.an en crOftlatografta dfP part1c1i::-n. 

DETECT[)f;, 

El pr6pes1to del detector es el de medir la concentraci6n del 

componente en la fase m6v1l. Este produc• se~al electr6nica 

proporcional a la concentrac1on del componente. Los dectores m~s 

comunes son espectrofot0metro UV1v1c;. !ndice de refracción 

di ferenc1a 1 (IR). detector de fluorescencia y detector 

el ectroqu1 •uco. 

Fot.:.metro lN/VlS. 

Este detector se Muestra esQuemAticamente la 

figura 7, 
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FQJRA No. 7.- Esquema de un fotómetro uv. 254 nm. 

Este detector es de longitud de onda fiJa de doble haz. del 

lado izQu1erdo consta de lampara de aue emite 

(esencialmente ha~ monocromático) una linea aguda de espectr~ 

una 1uerte linea a =~3.7 nm 1=54). Un lente de cuar=o enfoca la 

radiación UV en las celdas de muestra y reierencia. La celda de 

$Uestra cont1ene usualmente de 10 a ~0 ul. La celda de referencia 

usualmente es llenada con aire. Lrn 1iltro remueve las radiac1ones 

no reouer1das. La rad~ac1on pasa través de las celda~ de 

referenc1a muestra llegando los 2 fotodectectores. La 

prodrucciórl de estos ~ fotodetectores pasa trav~s de 

amplif1cadores Que producen sef'ial electr1ca 

grat.i.cada. 

Ccn P~tP foto.metro se d1spone de var1as lonQitudes de onda. 

cada con un filtro apropiado: 254, 280. 313. 3b5,43b _S46 

nm. 



Espectrofoté-fnetro UV!VIS. 

Este detector es el mas comumente utilizado a la fecha en 

CLAk, ver figura 8 • Es detector de longitud de onda var1able 

que perm1te la selecc16o de una log1tud de onda de 190 a 700 

La luz de origen se enfoca en Ja entrada de la apertura de 

monocromador. Por lentes aprop1ados esta luz blanca enfoca 

la reJlll~ en donde la d1~persa en var1as long1tudes de onda. Por 

la POSJC16n de esta reJllla se el1ge la longJtud de onda que pasa 

a tra~e~ de la celda de muestra ~ de referencia por medio de 

~a: de 1u: d1v1dido. La se"al d~l detector ~e obtiene comunmente 

en absorbanc1as. Este detector prrm1te incrementar la sensitividad 

y/o selectividad de los componentes de inter•s. 

No. 8.-

espectrofo.tom':l'tr1co para CLAk. 

A?ERTt.'?...11. DE 
SALID.\ 

Esquema 
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Detector de fotoiodos. 

Este detector es una adic1cn reciente a los epectrofot6metros 

UV/VIS, es un detector Que basa el arreglo lineal de 

fotoiodos. Este 1ntrumento permite ver los espectros r~pidamente y 

además almacenarlos. Los beneficios Que aporta son: determinar la 

pureza del pico y ver los epectros a diferentes tiempos de eluc1on 

asl como de leer de una sola vez 

onda. 

6 diferentes longitudes de 

Detector fluorimétrico. 

Los detectores fluorimétricos de fluorescencia son 

altamente sensitivos y selectivos. La selectividad se basa en que 

ciertos compuestos emiten luz cuado son eMitados con lu: UV. Esto 

hace QUe los compuestos de interés sean d1stingu1dos rapidamente 

de aQuellos que e~h1ban fluorescencia. La 

incrementa si la intensidad de fluorescencia del compuesto es 

mayor. esta puede llegar a detectar hasta 10 ng de muestra. 

Detector de indice de refracción. 

Este es detector universal. mas costoso que el 

detector UV, reQu1ere de un control de temperatura 

flujo. La sensitividad se lim1ta a 1 µg de muestra. 

Detector electroQulmico. 

control de 

Este detector se basa Que muchas moléculas orgánicas 

incluyendo muchas drogas pueden 

electroqu1micamente oxidadas reduc1das por electrodo 

adecuado. Este detector tiene una alta sensitividad (6 ng de 

muestra), pero es menos selectivo Que detector fluorimétr~co. 



GRAFlCAOOk. 

Muestra la carto de rcg1~~ro Que ayuda a la identificaciiOn de 

los p1cos. observando su for•• y ta•a~o de estos. 

INlEGRADOR. 

Ade~as de las funciones antes menc1onadas del graficador, el 

reportar los 

co•ponentes ores~ntes en el cro.atograma ut1l1~ando las alturas 

y/o ~reas de los 01cos. 



2. 2. 2 ESPE:CTROFOTOMETRtA. ( 1 ' 2 y b) • 

La pspectrofotometria e5tud1a la interacc1én electromagnetica 

con atomos o f'tOl~culas. Una onda electromagn~tica de determinada 

frecuencia es esencialmente una corriente el•ctr1ca alterna 

efecto maQnét1co asociado. Hay dlfl!'rentes 

electromaonéticas que dependen de las diferentes energ1as Que se 

nece5iten para QUI!' se presente.( Ver f19ura q ). 

UL H:AVlOl(U 

bit.ación Visible --------"-'-'-'-'º-º_;_" _______ _:'_:"_::' .,._ 11-•,.·:. H.;:lt _ ~a,..c~ 

l~FRUKOJO 

----·---·--· 
10· 1,m lc.tt. lG ti' JCr· 

FIOURA No.9.- Espectro electromagnet1co 

Todas estas formas de radiac16n pueden describirse 2 

modelos: el modelo ondulatorio y el modelo corpuscular. El modelo 

ondulatorio caracteri=a a la radiac1~n como ondas v1aJando la 

misma velocidad {3)o!l(l:o cm/seg) en E:"l vac.10. Vl!'r- t1gurd 1(•. 

26 



F"K3URA No. 10.- Represemtaci6n del, modelo ondulatorio 

El modelo corpuscular describe a la luz paQuetes 

d1scretos de energ1a. La energla conten1da en la rad1aci<!>n Queda 

descr1ta en la ecuac1on de PlanY: 

E = h 

h Constante de plan~ {6.63 • 10-27 ergl.ostsegl 

cJ~ : Es la frecuenc1a de la rad1ac1~n. la cual se describe 

por el número de ciclos por unidad de tiempo. 



e= Es la velocidad de la luz-·(3 J 1010 cm/seQ) 

>...=Es la longitud dé onda; _es l~a distancia entre dos valles o 

crestas .. 

Dentro de la espectroscopia se pueden tener dos tipos de 

espectros: 

1) De emisi.on 2) De absorción 

Se produce el de em1sion cuando hay 11berac16n de la ener91a 

absorbida al pas.ar del estado e>:citado al basal~ este espectro 

da luz. 

El espectro de absorc1ón se produce por la 11beraci6n de 

energia y esta se obt1ene como calor. 

La energla absorb1da por la materia se distribuye en: 

De 

Energ1a translac1onal 

Energla ro~acional 

Energla vibrac1onal 

Energ!a e1Pctr6n1ca 

genera.l todos los átomos moléculas pueden 

absorber energ1a. el tipo cantidad de energl8 de radiac10n 

absorbida dependen de la estructura de la molécula. asl como del 

numero de moléculas Que lnteraccionen con la rad1ac1on. 

La longitud de onda m~xima de una mol~cula, es la longitud de 

onda la cual se presenta la m~x1ma absorci6n. Esta longitud de 

onda puede presentar ~arios efectos: 

Efecto batocr0m1co: Es el desplazamiento de la long1tud de 

onda mdx1ma hac1a mayores longitudes de onda. por efecto de 

disolventes. 
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E~ecto hipsocromicor Es el desplaza~iento d• la longitud de 

onda m~xima hacia menores longitudes de ond~. 

Efecto hipercr6mico: Es cuando la int~ns1dad de la banda es 

mas grande. es decir, aumenta la capacidad de absorción. 

Efecto hioocr6mico: Es cuando disminuye la intensidad de la 

banda, lo que implica Que disminuye la capacidad de absorc1on. 

Al grupo funcional au1m1co responsable de la absorción 

se Je conoce como cromóforo, este es un grupo insaturado de la 

molé-cula .. Un grupo auxócromo es aciuel Que por si 111ismo no produce 

absorc:1on. pero puede incrementar el poder absorbente del 

cromoforo. 

ÁNAL.ISJS CUANTIT A TtVO • ( 1 ) • 

La em1s1en Absorc1on de la rad1ac16n por s1st@t'H1 

absorbente est~ dado por una longitud de onda monocrom.At1ca y esta 

descrita por las leyes de absortimetrla las cuales relacionan 

la intensidad de rad1aci~n 1ric1dente hacia el sistema 

absorbente (J~) y la 1ntensidad tra~mitida (1). La ley de Lambert 

abarca factores instrumentales. y estados que esta dada la 

concentraci..:.n (C) de s.istemas absorbentes homog.1oneos. la 

1ntens1dad de transmitanc.i.a (l) d1sm1nuye exponenc.ialmente cuando 

1ncrementa la longitud de la celda lb). La ley de Beer d1str1buye 

la concentracion en una longitud de celda definida. la intensidad 

de transmitancia dism1nuye exponencialmente con el 1ncremento de 

¡a concentrc;cion sistema~ aoseroen~es homogeneos. 

La comb1ndC.1cn de e~tas observaciones d~ la l~t de 

Beer-Lambert 



En ·donde A; Absorbancia 

Absortl.viddd 

b; LOOQl.tud de la celda 

C: Concentrac16n de la inuestra. 

Las cantidades espectrosc6p1cas que se miden -son la 

transmitancia (T); 

T l/Io 

y la absorbanc1a (A); 

A = log(.1/T) 

La absartividad o coeficiente de extinción es una constante 

de proporc1cnal1dad que es independiente de la concentración, esta 

constante solo depende de la temperatura. estructura molecular. 

disolvente y la long1tud de onda de radiac10n. 

Pari'I hacer determ1nac1~ cuant1tat1va lo pr1mero que 

debe de tener e-;.. la. !cn;;:z~uc1 clP onda oue sirva para hacer las 

med1c1ones. de preferencia donde presente el ma~imo d@ 

absorción, esta long1tud de onda debe banda única, 

11bre de interferencias. Después se hace una med1c1on con soluc1on 

de referencia en la longitud de onda seleccionada y relaciona 

con la absorbanc1a de la muestra a determinar: 

Ac absorbancia de la solución de ref~rencia 

Am absorbancia de la muestra 

Ao a x b >' Ce b • c. 

Ce ~ Cm son las concentraciones de la soluc1on de referencia 

y la muestra respectivamente: por lo tanto; 

Ce t Ara 
c .. 

Ac: 
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Esta relac1on es posible si A y C guardan 

dire~ta. Ver f1g~•ra 11. 

A 

/ 

FtúURA No. 1t- Relac:t<....,n lineal ~irnole t"!'rltre la 

{~) y la concentrac1Cn {Cl del comi'Uesto de 1nterés. 

proparci6n 

e 

absorbanc:ia 

Se debe teoer cu1dado ya aue la le~ de Seer se cu~ple en 

c1erto intervalo de concentrac1ones. deb1do que 

\1neal1dad 

pr1nc1palt11ente. puentes 

.l n terrMll ecu lares • interacciones 

Qu1.m1cas. 

interacciones 

h1dr6geno. 

el d.i-solvente 

tienen 

au1.m1cas 

asociac10t1es 

reaccione-s 

Se recomienda utilizar concentraci.ones de tal Manera que la 

1nten~1dad de la banda este entre 0.3 a 0.6 de absorbancia.(1). 
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!NSTRUMENTACION: 

! .. -· - .. -- - ------ - - -, 
•J\.-te • !c~.a. 

....... 1·E ... 1i»o ', C-.cirico e 
Jh4·•~ 

--- ~ --- ¡,.,,, : ..... -=ª o ~ :::= l ......... ~~-+--0---'---t--J 

,._, 
f,.Mit• .. 

En el esQuema se puede ver los comconentes b~si.cos de 

espectrofotónletro, el cual es aparato que emplea el 

estudJ.o de la ab!!.orci6n elf\1si6n de la radi.aci6n 

electromagnética. 

FUENTE DE LUZ. 

La reg1on visible ut1l1za lampara de tungsteno como 

fuente de rad1ac10n, en la región UV la fuente usual es una 

lámpara de descarga de hidrógeno. La región infra-roja utiliza 

una varilla de carburo de sil1c10 calentada electrónicamente 

1~00 ºc. 

SELECTOR DE FRECUENCIA. 

Sirve para escoger la longitud de onda o frecuencia de la 

radiación. 

PORTAMUESTRA. 

E-:tr:1 sirve DC\ra contener la fftUe5tra la cual e5 t_ran~par_~_nte-~ 

la lur. Para la reg16n visible se emplean portamuestras de vidrio, 

y para la región UV se utilizan de sllice o de cuarzo. 
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DETECTO~. 

Empl~an dispositl~'OS elect~~n1cos y ~ensibilizadores los 

cuales son fctotubos y tubos totomul~1pl1caóores para detectar 

la intensidad de la luz transmitida por la ntUestra. 

REGISTRADOR. 

Es la se~a! del detector Que alimenta con circuito 

potenc1om•tr1co y puede graduarse para obtener una lectura de 

transm1tanc1a o absorbancia. 



2.2.3 Vou.JMETRtA.<1,5l. 

El an311s1s volumetr1co es una técnica anal!tica 5encilla y 

r!p1da para determinar la concentración del activo. Se basa 

solamente en medir el volumen de un liquido (valorante} Que-

gasta para titular a la sustancia de inter&s, 

necesario para llegar al punto de equivalencia. 

decir. el volumen 

El anal1sis volumetr1co ut1l1za una soluc1on valorada, 

cantidades conocidas de los reactivos. 

La solución valorada 

del reactivo solido puro, 

prepara con una cantidad ·conocida 

disuelve y se lleva hasta un volumen 

el mercado solucíones con 

conc::entrac1Cn conocida. 

Por conveniencia las titulaciones 

clases de acuerdo al tipo de reacci6ns 

- Acido-base 

- Oxido reducción 

- Precipitación 

- Formacion oe compleJOS 

dividen 

Para detectar el punto de eQu1valenc1a 

cuatro 

cuenta con 

indicadores adecuados y metodos potenc1ométr1cos Que hacen posible 

asl. que el análisis volumetr1co sea muy sensible. 

De acu! adelante enfocara ~s sobre titul•ciones 

ácido-base disolventes no acuosos ya oue es la t~cnica que 

utili=a en este trabaJo. 

Las tit1..1lac1one!O- A-Et en medio no acouso se llevan • cabo iauy 

frecuentemente en la lndustr1a qu1m1ca. ya que muchos Ac1dos y 

bases org~nicas son lnsolubles en agua o son muy débiles medio 

acuoso. Un factor lmportante en titulaciones en med10 no acuoso es 

el d1solyente empleado. el car~cter-~cido y bAs1co del di5olvente 
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establece l!m1tes sobre la fuer2a de los comouestos Que se pueden 

titular con el. 

Para la elecc16n del disolvente se debe tener en cuenta lo 

1) C•racter ~c1do o bAsico intr1nseco 

L) Constante de autoprot6l1sis 

3) Constante dieléctrica. 

Un d1solvente Que cont1ene atemos de hidregeno- con carácter 

.icido puede represe-ntarse co1no SH. En principio puede trans1erir 

protones entre sus mol~culas: 

SH • SH 

La concentrAcion o producto de actividad, (SHz•) (5-), es 

llamada const~nte de autoprot6li51s, K&; esta constante establece 

limites sobre intervalos de fuerza Acida básica que puede 

ex1st1r en el d1soslvente. 

Los disolventes generalmente son div1d1dos dentro de 4 clases 

las cuales se basan en sus propiedades Ac1do-base. 

Los d1solventes protogénicos generan un prot6n solvatado 

la d1soc1ac1ón {por eJemplo. ácido ac~t1co y ~cido sulfúr1co). Los 

disol~entes protof!l1co5 capaces de aceptar protón, 

pueden ser d1sociables o no disociables (por ejemplo. pirid1na, 

anhidr1do acet1co y éter). Los disolventes anfipr6t1cos pueden 

aceptar o donar un orot6n.son eJemplo5 el aqu~ alcoholes. Lo& 

disolventes apr6t1cos no aceptan ni dan protones ( por ejemplo, el 

cloroformo y los h1droc~rburos }. 

La propiedades diel~ctr1cas determinan gran medida la 

extenc1on de la d.isociaci.::n 1,:-,ruca. Para di.solvent.es alta 

constante dieléctrica ina.ican que l~ d.isociac1ón alta. En 

d1solveontes constante diel~ctr.ica baJa. intermedia la 



-----·------
Oisofrcntes D Di~ohcntcs n 

C1clohcnno 2,02 Acetona 20.; 
Diauno 2.21 Etanol 24.3 
Benceno 2.27 MC'tanol 32 6 
!!ter C'tílico 4,34 Acetonitrilo 37.5 
Cloroformo 4,81 D1me-1i!<ulfr:i,tdo 4:-,; 
.4.cido acétko 6.15 A~...z:i 7!.5 
Akohol /.butíHco ll.' Ac1do suHúrice> 100 

A 1ern~r.1tur.1 ;1.mb1t>rt<' 

de algunos 

Una de las titulaciCM"'les QUe han sido ampl1amente ut1l1=ada$ 

disolve-nte se pueden titular pr1nc1palmente sales y bases debiles, 

asl aa.1das '! sales de aaon10. 

Por otra parte, para determinar el punto de equivalencia de 

la titulac1on en d1solve-ntes acuosos, menc1on6 

anteriormente. se oue-oen usar 1nd1cadores detectarlo oor 

4ayor ut1l1dacr dentro de valoración cotenc1o~~tr1ca. La 

local 1::ac1.:in de punta pu e-de reali::arse 

analit1ca~ente. donde se encontr~ ca~b10 m.as o menos brusco 

al recrese1"'tar el potenc:J.a1 (o el PH"i en funcl.Ort del volua.e~ del 



valorante (l-nflel'l.1ón de la curva). Pste punto tamb1érÍ coi .. ncide con 

esta vale c:ero en Pl volu.ne-n. Ver f1gura 13. 

!al 

'{L fr="-!> 

\/ 1: 
( .... 

_. _____ __.-.:_ 

(b) (C) 

dates crudo,.. !.:) P~i"' .. ra 



En la tabla No~ 3 se muestra la forma de deter-minar i·a or1mera 

segur.a.da der1vada para que al grafJ..c;a.r Oeternun.a:r- el punto de 

eQul.valencia .. 

V E .!i.E.l&V v A
2

E/AV
2 v 

E.:z-E1 V.t+Vz Az-A1. Bz+S1 
v, E• A1R---

Vz-Vt 
, ... -.-2-.- C1=----

82-f.11 Dt=z-----

e.,.:..E: Vs+Vz A3-Az B3+B2 
V2 E> :..~ 

Va-_V2 -9.z~ 
C2A ___ 

-- I.b-E2 Dz=-2--

Ec-E, v,.+v~ M.-A.s B.a+f-15 
v. E> A•=---- v.-v"!J B.a~ c.----S.•-Eh D•=--z-

TABLA No. 3.- C.\.lc:ulos para la obte-nc1on de la primera 

segunda derivada. 



3. Oe.JE:TIVOS 
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t- Desarrollar y validar un ••todo analitico vulumétr1co 

para la cuanti~icaci6n de diclofenac d1et1lamonio materia or1$a. 

2.- Oesarrol lar- validar anall.t1co 

espectrofoto~trico la cua.nti f .icacl.OM de d1clofenac 

3.- OesarrolliAr y-vaLl.dar'u.n -cM:t.od~ analit:.ico esoec!f:u:.o 

select.J..vo por CLAR pa,..a. deoter•.inar-, ,~_a_e5_tabili~ad _'del i:troducto.-

4,- Dar- apcyo al depar-t:acaento de Cont.rol de Calidad con los 

3étodos analiticos desarrollados. 
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4-. DESARROLLO EXPERIMENTAL 



- Fosfato de POtas10 monooas1co (cristales) 

- H1drox1do de sodio ClenteJas) 

MARCA 
Ba~er 

- Acido fosfér1co concentrado para anális~s 

- ACldo acético glac1al 

- Ac1do oerclor1co 0.1 N 

- Agua HPLC 

- Acetonitr:.Jo grado HF'LC 

- Metanol grado RA 

- Dlclofena~ d1et1la~on10. lote: 0l(P4~08) 

- NaPro~~n. lote: NX-86109 

- Formulac1on placebo. lote:: DB9-007q 

- Formulac1on crema, lote: 089-0079 

4 ~ ~ E0t..tlP'O y HA TERl4l.. 

- Ba~o ultra~on1do 

- Pipe~as automat1cas 

- Ba~o con control de temoeratura 

- EQuipo de f1ltrac1on 

- Balan~a analitica 

- AQ1tador magnético 

- Eau1po cro~atogr•f1c:o: 

- Bomoa modelo ~10 

- !n)'ector a.utoaa.tic::o W1sp 710 9 

Mere: J.. 

OmnJ.sol1.; 

Merc:r 

Ptl'1PHAR BV 

PROOU!FJN OPOTERAP!COS 

CAFET ,S.A. 

CAFET,S.A-

MARCA 
Cole-Parmer 

Eppendorf 

Pclytherm 

1'1il lipore 

t1ettler 

Ther.m.olyne 

- Detector de longitud de onda ~ariable modelo 484 

Waters 

Waters 

Waters 

- Colunwia lich~ospher 100 RP18 de 15 e~ de lon9itud 

- Integrador modelo 74~ 

- EspectrofotOmetro modelo OU-37 

- Potenc10trtetro modelo ~S 

~edio celda de plata-cloruro de plata~ 

Mere Ir. 

Waters 

.Bec"'man 

Seck.nan 



4.3 CONDICIONES EXPERIMENTALES PARA CADA UNO DE LOS METODOS 

ANALITICOS UTtLlZADOS. 

4.3.1 METOOO POR CLAR 

Preoarac16n de soluc1oness 
Solución patron concentrada: Contiene= 5 mg/ml en metano!, 

equivalente a d1clofenac sod1co. 

Soluc10n de referencia interna: Contiene ~ 4.25 mg/ml 

metanol, de napro~én. 

Tratamiento de Muestras: 

Tomar 0.5 q de muestra en un ~aso de prec1p1tados de lOOnil. 

50 ml de 

metanol. Calentar ba~o maria durante ~O minutos a 50..:>C. se deja 

enfriar a temperatura ambiente. Transferir cuantitativamente a un 

matraz "olumetr1co de !(•(l mi, llevar al volumen metanol, 

f1trar. desechar los pr1~eros ml de filtrado e inyectar 20 µl al 

~1stemñ cromatogr~f1co. 

Para la soluclón de referencia, tomar 1 ml de la soluc1on 

patrCn concentr·ada y tratar la muestra de la misma manera 

(50tncg/ml corresponden al 100~ oue ut1liza el método 

anal! tJ.CO). 

El porcentaJe de d1clofenac dietJ.lamonio en crema 

determina partir de las áreas relativas entre la muestra y la 

soluc16n de referenc1a. reportandose el porcentaje col'lO diclofenac-

Sódl.CO. 

CONOICtONES DEL StSTEMA CROMATOORAf"ICO: 

-Fase mCYJ.1: Soluci6n amortiguadora de fosfato de potasio 

monob:..s1co. 0.01 M. pH = 3.5 Aceton1trilo ( 55 : 45 ) .. 



-Flujo: 1.5 ml/min. 

-Pres1cn: l'!'(•('I os.i 

-Detecc1on: 2BQ nm 

-Volumen de 1nyecci6n: ~O µl 

-Atenuación: 128 

-Velocidad de la carta: 0.25 cm/seg 

VALIOAC10N DEL METOOO. 

Especi.fi.dad: 

F·ara determinar 105 posi.bles productos de degradac:l6n Que 

i.nter11eran el m~todo anal1tico. sometieron: placebo. 

formulaci.on { crema de diclofenac d1etilamon10 al 1 ~ ). activo y 

placebo má~ principio activo fresco a las si.qui.entes condiciones 

de degradaci.on: 

VARIABLE CONOtCtON TIEMPO 

HCltCONC.) 

pH ~ 1-2 Reflujo '5min. 

NaoH•oowo. ~ 

DH ~ 11-12 Reflujo 30min. 

HzOzc30,.) 

o.s ml RefluJo 30min. 



Analizar oor tr1pl1cado muestras de diclo1enac diet1lamonio 

a o. 10. 2~. 40. !>4.."• 60 y 75 mcg/ml en rnetanol eau1valente 

diclofenac ~<!>d1co a partir de \a soluc16n patr~ concentrada. 

L1neal1dad del m@todoi 

Anal1:ar pc:ir sextuplicado 1nUestras de placebos cargad05 al o. 

60. so. 90. 10\.), 12'1. ...... y 1::00 ..,_ partir de la soluci6tl patron 

concentrada. 

t~:act1tud 1 

Tomar los resultados obten1dos en ·1a. linealidad del metodo 

Pf"rO e~presados en porcenta1e recuperado. 

di.ferentes por triplicado a una_ concent.rac1.::::in de 50- mc9/111l de 

diclo1enac s0d1co. 

Tolerancia.: 

Mod1fi.car a la fase mcvi.1: el pH de la soluc160 reguladora. 

fuerza 10ni.ca y proporc16n de modificador org~nico de las 

condic1ones normales de operac16n: 

-pH: se 181difi.c:.6 a 2 y 4. 

-Fuer:a i~i.ca; Se mod1f1co a 0.001.y 0.1 M. 

-t\od1f1cador orgl.n1co; se modif1cO a 554 y 35'X.. 

4 ·:::, • 2 METOOO ESPECTROFOTOMETRtCO 

Preoarac1en de soluc1ones; 

Soluc10<1 Dt!i'tr.!.~ ::c:w"'<:entrada: Contiene una concentrac1on de 



TratamiP.nto de muestran: 

Peesar 0.5 g de :::uc~trA Pn un vaso de precipitados de 100 ml 

si oe trata de placebo cargado. adicionar la a.l:. cuota 

correspondiente de la aolucci~n patr<-.~n concentrada). Adicionar 50 

ml de metnnol y calentar en ba..~o in.arla durante 20 minutos a 50~C. 

dejar enfriar a temperatura ambiente. Tranuvaaar eata aoluci~n 

cun.nt.it.ativrunente n un ml!trR::-. volu.crn"trico do 100 ml. llevar al 

volwne.n ioetanol. filtrar. deaechar loA prilfl6roa ml del 

filtrado. ne toma una B-licuot.a de ~ ml depoait.arla en un tnatraz de 

25 ml y llevar al vollllflOn con me'tnnol. R.!'tñ ultima concentración 

corresponde al 100 "'· Leer e ata aoluci.::-n 261 nin. 

utlizando metanol como blanco. 

Kl por-conta~ie de die lofenac diet.ilaaonio en crema "º 
determina a partir de la rela~i~n de absorbanciaa entre la muestra 

y la eoluci:::n de reier~n.:ii.l.. '!"epnrt~ndoae r.01DO diclofenac ~dice. 

VAUOACION DEL METODO. 

Linealidad del sistema: 

A partir de la solucion patr<-~n concentrada preparar 

nolucionea de diclofenac dietilamonio con o. 2. 5. B. 10. 12 y 15 

mcg/ml en rnetanol equivalentes a diclofenac o..~dico. 

Linealidad del n:etodo: 

Analizar }X'.lr sextuplicado muestraa de placebos cargadoo al o. 

3.0, 4.0, 4.5. 5.0, 6.0 y 7.5 ..cg/ml inetanol equivalente 

diclofenac a.-:;dico. 



E"act1tud; 

Tomar los resultados obten1dos en linealidad pero expre~ados 

porcentaJe r~cuoerado. 

Reproduc~bilidad: 

Anal1zar la formulación crema por 2 anal1stas dlas 

diferentes, ut1l1zando una concentrac16n eou1valente 'al 100 % 

4.3.3 HETOOO VOUJMETRtCO. 

lratam1ento de muestras: 

Pesar 1,.1.~g de d:iclofenac: diet..1lamonio vaso 

prec1p1tados de 100 ml, disolver~ 50ml,de ~cido acetico glacial 

aQitando durante 5 minutos. Esta cantidad corresponde al 100 X. 

Despu~~ titular con acido perc16r1c:o O.lN. 

Determinar el punto de ~ui~alenc1a 

empleando el metodo de la segunda derivada. Cada ml gastado 

de ac1do percl~r1co O.lN la valorac:ic~ rorresponden a 36.72~ mg 

de diclofenac d1et1lamon10. El porcentaJe de dt.clotenac 

d1et1lamonio no reporta referido diclofenac sodico, se 

reporta como como d1clofenac d1et1lamon10. 

Nota: Como se trata de materia prima en este m~todo las 

determinaciones son absolutas. 

VAUOACION DEL HE.1000. 

L1neal1dad del Método: 

Anali=ar DOr sextup11cbdo muestras al 60. 90. 100. 120 y 1~0% 

de d1clofenac d1et1lamonío. 



E~actitud: 

Tomar los todos resultados obtenidos ~n 11neal1dad del m•todo 

pero e~presados en porc1ento recuperado. 

Reproducubil1dad: 

Anali:ar por triplicado diclof~ac dietilamonio por 2 

analistas en dias diferentes. ut1l1zAndose concentracion al 

100 %. 



5. Rf:SUL l AOOS V DlsCUSlON 



5.1 CROHATOORANAS, ESPECTRO~ Y ORAf"ICAS 

:; 

b 

1 

11 

d 

CROHATOORAHA No. 1.- Muestras rec1on pr-eparadas; a; F"lac.ebo t:} 

Formulac.l.:.'.'.:>n crema .. e) Pr-:i.n-~ipic::I act.iY.-o-: -d) ~PrJ.-ñ~1pío- activo 
estandar interno. 



1 
1 

j _ , ___ --(L 

b 

·i·· _, 
·~: 

l : _"' 

d 

CROHATOORAHA No 2.- a) Formu l acion somet.ida 

degradac1on ácida. b) Principio activo sometido a degradaci6n 
ácida. el Formulación crema sometida adegradac16n basica. d) 
Pr1ncip10 ñct1vo sometido a degradac1cn bas1c~. 



ESPECTRO No, 

dietilamonJ.o 

\ 

b 

t- Espectro de absorción "" (a) formulación crpma v (b) placebo. 

'' 

' '· 

ESPECTRO No. 2.- Espectro d~ absorcion de la soluc~on de 
referE!'flc1a. 



b 

EsPEcTRO No. 3.- a) Análisis esoectral de diclo1enac dietil 

amonio en formulacion crema sometido degradacion acida. b) 

An0ti1-s,.i:.-"e<jp1?::tr:-l ~diferentes t.iempcs de e1uc16n. 

5) 
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GRAFK;.A No. 1- Valoración potenc10m..!'tr1ca del 

1 .5 

VOW<!N HClD.¡ 

{r.Ul 

diclofenac 

diet1la~on104 usando el método de la segunda derivada para 
dcte~"'1nar el punto de equi.valenci.a. 



5.Z RESULTADOS DE VALIOACION PARA CADA.UNO DE LOS Mf:TOOOS 

ANALITICOS EMPLEADOS. 

5.2.l Mc1'0DO POR CLAR.. 

Especif1c1dad del método analit1co. 

Para determinar la especif1c1dad del m~todo analítico se 

anali:~ron muestra9 de diclofenac d i et1lamon10. activo. la 

forfft\Jlac16n cre~a, formulación placebo y for~ulac1ón placebo 

pr1nc1~10 act1~0 fresco a las s19uientes condiciones de 

deagradac10n: 

PRODUCTO 

-Activo HCl .ª reflujo 

NH40H a ref luJo 

~::Clz a.reflujo 

-FormulaciOn· cree-a HCl a ref luJ o 

NH•OH a reflUJO 

HzCb a reflujo 

-For1111tUlaci6n- e>lacebo HCl a refluJo 

NH•OH a reflujo 

HzOz a reflujo 

-FormulaciOn placebo + HCl a reflujo 
Principio activo fresco 

HzO.z. a refluJo 

TIEHPO 

5a1n. 

30min. 

30min .. 

5m1n. 

30nun. 

30m1n. 

Sftiin. 

30m1n. 

30min. 

5min. 

30min. 



El análisis se llevó a cabo a cuatro diferentes longitudes 

de ondas 254. 280, 290 y 270 nm .. Los cromatogramas se muRstran en 

la secci6n 5.1 ( pag. 69 ). 

PORCENTAJE DE RE::COBROS 

a 280 nm 

Condici6n HCI Na OH HzOz 

pH-=1-z pH:tO-tt O. !S.,..\ 

Formulación de referencia 100.9S 103.90 99.09 

Formulación crema. degr.:.dada 89.29 97.90 99.08 

Formulación placebo degradado 100.62 99.21 97.08 
+ Principio activo fresco 

Princ1p10 activo degradado::> 7tl.6B 98.96 99.32 

El diclafenac d1etilamonio aparece el cromatograma 

aproximadamente a los 7 minutos, ver sección S.1.( Cromatogra~a 

No. 1 l .. 

Al observar los cromatogramas (cromatograma No.2)se tienen 

productos de degradac1ün en medio ~cido y b~sico. embargo el 

método es capaz de separarlos del compuesto de interés. En medio 

o>C1dat1vo obser ... ·an productos de degradac16n. Con respecto 

las relaciones de ~reas semeJante5. lo que asegura que el pico de 

d1clofenac d1et1lamon10 solo le corresponde a él. 



Para estar aun m~s ~eguros dp 1~ e~pec1f1c1dad del método las 

111uestras se anal 1zrtron por CLA.¡;;,.o us.ando detecc1~n de arreglo de 

1odos en donde se leyeron a b diferentes longitudes de onda se 

obtuYl.eron sus es.pectros a diferentes tiempos de eluc1cn. Ver 

espectro No. 3. 

L~ne~l1dad del sistema: 

Se prepararon 7 niveles de concentrac16n. incluyendo el O, 

por tr1pl1cado. La ~ugu1e-nte tabla 

obtenidos; 

NIVEL OE CONCENTRACION 

MCO/ML 

o 

10 

40 

50 

óO 

75 

n = 21 
m 58607 .084 
b - 5305. 23572 

muestra los resultados 

PROPIEDAD MEDIDA 

AREA 

o 
o 
o 

58477b 

578927 

'7ó'.233 
141>5713 
1455595 
14óll49 
2328703 
2:140209 
2:1:10521 
29141>59 
2921225 
2911107 
3512861 
3519042 
'3510402 
4385290 
4419524 
4:SBblBl 

r = 0.99998: 
,..z= (l. 99996 

y-= 58b07.004(xl + __ (-5-305.2357~) 



Intervalo de conf 1an~a para la ordenada al or19en: 

I.R. = -2.44 s 10-• 
E.S.R. z 4.049 s 10-3 

-12892.49 a 2282.489 

La ordenada de la regres16n lineal de MCG/ML y AREA pasa por 

el origen. Adem.á.s existe relación altamente s1gn1f1cativa 

en donde el modelo lineal representa de manera correcta la 

relación entre AREA con MCG/ML. 

En la gr~fica M = se observa la de l1neal1dad del 

sistema. 

LINEALIDAD DEL SISTEMA (CLAR) 
DICLOFENAC DIETILAMONIO 

CONCENTP.ACION \MCG/ML) 

- Series l --- Serieil :! -+-- 5eriea 3 



Linealidad del ~etodo y exactitud. 

P~r~ linealidad del método prepararon ? niveles de 

concPntraci~n pcr se~tuplicado obtenié-ndose los sJ.Q'-1.J..ente!;-

resultados: 

CANTIDAD ADICIONADA 

MG 

CAl"T 1 DAD RECUPERADA PORCENT A.JE: 

MG RECUPERADO 

o o o 
o o 
o o 
o o 
o o 
o o 
3.01 ll.i0.33 
~-01 100.33 
3.01 100.::s::s 
2.98 99.33 
2.97 99.00 
2.99 99.67 

4 4.03 11..Xl. 75 
4.00 100.00 
4.01 10<."l.25 
3.97 99.~5 

3.98 99.50 
3.98 99.50 
4.~4 100.89 
4.~o lt.H.:.!-3 
4.50 lú .. J.00 
4.47 99.3.3 
4.49 99.76 
4.48 99.5(1 
!'.04 100.eo 
4.99 99.80 
4.98 99.6('1 
4.94 98.8(1 
4.98 9Q.60 
4.99 99.80 

ó ó.05 11,)0.83 
6.06 101.(10 
,.96 99.33. 
6.26 104.3.3 
5.99 99.8-3 
b.03 lCI<.). 51."' 
7.52 }('H).'.,21' 

7.48 qq_73 

7.ó5 102.00 
7.42 98.93 
7 .52 1(~.2:7 ".' -~= lt<:• .=.a 



n = 42 ,. = o.q9969 
~ = 1.004~ r 2 =·o.99940 
b 'GO -0.011 

V • 1.0045{X) + (-0.011) 

Intervalo de confian~a para pend1ente1 

o.9969 a 1 .. 0122 

Intervalo de confianza para intercepto: 

-0.0479 a 0.0258 

El llM!!-todo por lo tanto carece de error s1stemat1co constante 

y consistente. 

Tabla de analisis de varianza 

Fuente de Grados de Suma de media de 
variación libertad cuadrados cuadrados F 

Regresl.6n 205.4157 205.4157 70452.q4 
Error de 40 O.llbb o.oozq 
regresión PfFi=ot l= 4.71110-u 

Falta de " 0.0166 (J.(l(l33 1.1624 
aJuste 

PCFe-o.'l)= 
Errcr Puro 3:; 0.1 0.0029 0.3546 

relación altamente s1gnif1cativa de 

cantidad adicionada y cantidad recuperada. {Ver gr~fica No. 3l. El 

~odelo lineal representa de manera correcta la relac16n entre la 

cantidad recuperada y cantidad ad1c1onada. 

-Media ~r1tm~t1ca del Dorc1ento recuperado 100.1167 

-Oesy1ac1cn estándar 1.(1076 

-Coef 1c1ente de var.i ación ""' 1.0064 

-Inter~alo de confianza oara la media: 

99.7758 a 100.4576 
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El ~etodo anal1tico cumple con los criterios de exactitud. 

Reproduc1b1ll.dad: 

Se llevé cabo por 2 analistas en 2 dias diferentes 

trabaJando por triplicado cada muestra. Los resultados se muestran 

a cont1nuac16n: 

A N A L I S T A 

z 

100.73. 1(\0.35 
DIA 1 99.21 101.10 

101.28 98.90 

99.10 100.2.2 
OIA 2 100.44 99.89 

99.48 100 • .::0 

Tabla de anal1sl.s de varianza 

Fuente de Grados de Suma de Medta de F 
var1ac16n 1.i.bertad cuadrados cuadrados 

Anal1sta 0.0391 0.03.991 (1.0962 
PtF.:Gl.-,.F>= 

(1.8247 
D! a/Analista 2 0.812~ 1).4063 (l.5586 

P~Fco.l '>F1= 
i::.rror B 5.8184 o. 7'2.73 0.5965 

El analtsta no presenta efecto sobre la valorac16n 

e':1ste efecto en los d1as para un anal1sta en la valorac16n. 

Coef1c1ente de var1ac1ón total = 0.7778 

Tolerancia del sistema: 

Al variar sobre la fase Móvil el pH. fuerza 10nica y 

t>rororc1'.!'n de- 1!1c:>d11.icador orgá.ntco, se ~nitl~_~a[~_n_ _ l_ps_ __ -,-~-.l~_tel'.lt_e_s __ _ 

parámetros Que se muestran a cont1nuac10n·en la-siguiente tablar 
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NAPROXE'N OfCLOf"ENAC PE'Tll~ 

PL~TOS TEORICOS RESOLUCION PLATOS TEOf:tJCOS 

CONDICIONES N R N 

DH -2.S 2569 5.47 

DH ~ 4.o· 2184 4 .. 6.3. 3519 

0.1 l'I 2248 5.42 3529 

0.001 l'I 2424 S.37 

Cosolvente: 

35 'X 4042 

:;:; 'X 1647 3.03 

Candi cienes 

Normales :?444 5.Xl 

C~ pode.os ObSe~·ar e] S.l.S.tema presenta toleranc1a hac.ia Ja 

fuerza iónica y el pH. y ~o al porcentaJe de modificador orqan1co. 

POr lo aue oc=eecs de tener cuioado con es~e. A pesar de oue la 

ulti~a condicion no ore~enta tolerancia. e~iste reproduc1bl1dad 

ef"ltre lo5 d~~ás resultados con respecto a las cond.l.c1ones nor~ale5 

de coer-a:::i::!>n. 



LINEALIDAD DEL METODO (CLAR) 
DICLOFENAC DIETILAMONIO 

r2 0.99940 

¡ 
! 

i 
1 ·¡ 
i 

o~~~'--~~.__~~"'--~~-'--~~-'--~--' 

o 3 o. 4.0 .1.5 5.0 6.0 7.5 

CANTIDAD ADICIONADA \i'-.,iG) 

-serles 1 

GRAFICA No. 3 



Line~lld~d del •istam~; 

Se prepararon 7 nivel~s de concentrac:1on lncJu,,endo ~l (j por 

triplicado. los resultados se muestrao en la siguiente tabl~; 

NlVE\. OC CONCENTRACION 

HCG/ML 

2 

B 

10 

ló 

n =- 21 
e = o.043b2 
b = l.~ t 10'-31 

PROPIEDAD HEDIDA 

ABSORBANOA 

(1 

(1 

Ü. l,9"1 
0.092 
0.(109 
(1.223 
0.220 
O.:Z19" 
0.3~0 

0.3~1 
0.349 
0.434 
i.•.438 
0.43-6 
o.~21 

t".~Z7 

0~52'!-
0.6St:i 
0.65'9 
O.ó!'.-6 

Intervalo de con1ianza para interceoto; 

-0.000Z a 0.0032 

' ~ 4.42«10-~ 
E.S.R. = 6.14S!0-3 



L~ ordenada de la regresion lineal si~ple de MCG/NL 

absorbancLa pasa por el oriaen. Adem~~ e~1ste relación 

altamente s1gn11icativa donde el modelo representa de manera 

corrPcta dicha relacion de regresi6n. Ver gr•fica 4. 

LINEALIDAD DEL SISTEMA (ESPECTRO) 
DICLOFENAC DIETILAMONIO 

COl'iCENTRt-CiO~J (t.iCG!MLJ 

-series l 

GRA.FICA. No J. 



Linealidad del metodo y exactitud. 

del :nétodc e~pect-ofotom~tr1co 

prepararon 7 niveles de concentrac1~n por ~extupl1cado. La 

siguiente tabla muestra los resultados obten~dos: 

CANTIDAD ADICIONADA CANTIDAD RECUPERADA PORCJE:NTO 

MCG MCG RECUPERADO 

o o o 
o o 
o o 
o o 
o o 
o o 

3 3.03 101.00 
3.03 101.00 
3.05 101.67 
2.89 96.33 
2.96 98.67 
2.99 99.67 

4 3.98 99.50 
4.04 HH.00 
4.04 101.00 
4.07 101.75 
4.02 100.50 
4.03 100.75 
4.52 100.44 
4.51 100.22 
4.52 100.44 
4 .. 55 101.11 
4.55 101.11 
4.56 101.33 

5 5.01 100.20 

5.03 100.60 

5.00 100.00 
5.04 100.80 
5.06 101.20 
4.91 98.20 

6 6.01 100.17 
6.05 100.83 
6.03 100.50 
6.(.)2 100.33 
0.02 100.:>3 
6.03 100.50 

CONTINUA .... 
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CANTIDAD ADICIONADA 

HCO 

7.5 

CANTIDAD RECl.1PERAOA 

HCO 

7.49 
7.47 
7.51 
7.71 
7.64 
7.68 

PORCIENTO 

RECVPERADO 

99.87 
99.60 
1(10.13 
11..~:?. so 
101. 87 
10:2.40 

n = 42 
l.OOQS 

r = o.q9974 
r 2 = o.99q49 

b "" -(l.•)1760 

y= 1.0098(~) + (-ú.01760) 

Intervalo de cont1an:a para pendiente: 

1. 1J073 a 1.0171 

Intervalo de conf1an:a para interceoto: 

Como se ouede ver el intervalo de con11an:a para la oend1ente 

oasa por 1. embargo el interYalo de ~ceptac1~n de 0.98 a 

l.~ por lo Que el metod~ c~rece de error s1stem~t1co constante y 

cor.o;1stenle. 

Tabla de ~nál1s1s de varianza 

Fuente de Grados de 

variac16n 11 ber t.:;d 

Regresión 

Error de 

regres1on 40 

Falta de 

a Juste 

Error curo 35 

51..una de 

cuadrados 

::o7.54oc;i 

0.1095 

0:0139 

(•.0946 

67 

Media de 

cuadrados 

207.5409 

0.0027 

(l~ \')0'.:8 

0.002:7 

F 

76379.71 

Fto.t:=4. 08 

-1.027F 

Flo.~:3.61 



1 
li 

~ 
!¡ 
I¡ 
11 ¡, 
l! 
4 

LINEALIDAD DEL METODO (ESPECTRO) 
DICLOFENAC DIETILAMONIO 

CArHIDAD RcCU:OERADA (~(.:>3) 
3,---~~~~~~~~~~~~~~~---, 

1 

6~ .. / 

'f 
2~~ 

r2 0.99948 

1 
O''--~--'-~~~~~-'-~~-'-~~-'--~--' 

o 3.o ¿.o 4.5 5 6 7.5 

-seríes 1 

'I 

~- ====~~=======-=GR=~=Fi·=~A=U=o=5======~~========"'íl 



EM1ste una relac1on altamente sign1f1cat1va entra la cantidad 

ad1c1onada y la cantidad recuperada {V~r gr~f1ca No. 5}. El modelo 

lineal simple representa de manera correcta la relación entre la 

cantidad adicJ.onada y recuperada. 

Media ari tmét1ca del porcentaJe rec1.1pe-rado = 100.495 

Desviación est~ndar 1.1533 

Coe11c1ente de var1~cón ~ 1.1476 

Intervalo de confianza para la media: 

100.1316 a l\."'l•),8564 

Aunque el intervalo de confianza no pasa por cero el rango de 

aceptacion lo incluye, por lo Que el m4todo es e>1acto. 

Reproducibilidad: 

Se llevó a cabo --por- 2 - analistas ~ d!as diferentes, 

trabajando por tri.pl.icado_cada-muestrd. Los resultados-se·-muestran 

a cont1nuaci6n: 

DIA 1 

DIA 2 

103.79 
102.10 
101.37 

102.56 
10:.?.99 
101.70 

A N A L l S T A 

6" 

2 

10:2.97 
102.(19 
103.41 

98.93 
102.47 
102.27 



f:uente d" Grao os de 
St.una de 

Media de F' 

var1ac.i.:.n 
11bertad 

cuadrados 
cuadrados Anal.i.!Sta 

0.4700 
º·•7óo o.24e~ 

'"'F'c:4l'1•·,=-o. dde" 
O.ta /analista 2 

3.9:?:59 
l .. 9JSO Error 

1.2027 
P1f:'".::al~F"H:o. 3:504 

e 
J2.7579 

1. 5947 ------------------------------------------------------------------

Coeficiente de vaJorac~6n total ~ 1 .. 21es 4 • 

s.2.;; ME:Tooo VOLUHETRICO. 

Linealidad del Método y exa~titud. 

resultado-:=: 

CANllDAO AOICfONAOA 

o 

0.4!5 

o.s 

CANTJOAD RECUPERA.DA 

o 

0.400:;< 
0 .. 403t) 
0.4038 
0 .. 403"6 
0 .. 4015 
0~4024 
0.456Z 
(.).449q 
0.4492 
0 .. 4SSO 
0.4498 
0.4496 
1.) .. !iO!'•b 
0 .. 4969 
0.5016 

Cont1nua 

7(• 

los s-i9u.ientes 

PORCENiAJE 

REC!JPERAOO 

loo.oe 
100.76 
1(1(1.96 
100.9¡ 
100.~e 
1f,.)0.6l 
11)1. 4J 
~9.99 

99 .. 61 
101 ~.12 
99.,96 
99.92 

101. 13 
99.;J.9 

l•>0.16 

\ 
\ 



Fuente de Grados de Suma de MedJ.d ae F' 
variacion libertad cuadrados cuadrados 

Analista 0.47b6 0.4766 o.::4B~ 

P<rc;o.\a"'l=O. csoe.c 

Oia ./analista 2 3.8359 _l.9l80 1.2•".127 
P1f'".:.a.t~r~=o. 3~ó• 

Error 8 12. 7578 1.~947 

El analista no presenta efecto sobre la valor~cién no 

existe efecto de los dlas para un analista en la valoracien. 

Coeficiente de valoración total = 1.2185 7. • 

S.2.3 METODO VOLUMETRICO. 

Linealidad del Método y e~actitud. 

Para la linealidad del método se orepararon 5 niveles de 

concentrac16n oor sextupli~ado. Obteniéndose 

resu 1 tados: 

CANTtOAD ADICIONADA 

o 

o.4 

(l.45 

0.5 

CANTIDAD RECUPERADA 

G 

0.40ü3 
ú.4(;;::;;,o 
0.4038 
0.4036 
0.401-5 
0.4024 
0.4563 
0.4499 
0.448:.;? 
1..1.4550 
Cl.4498 
0.4496 
0.50~b 

0.4969 
0.5016 

Cont1núa 

7(1 

los s19uientes 

PORCENTA.J( 

RECUPERADO 

too.oe 
100.76 
100.9& 
100.91 
l00.38 
100.bl 
101.41 
'99.99 
99~61 

1úl .1.2 
99.96 
'l'l.92 

101-13 
'19.39 

100-.16 



-----------
CANTIDAD ADICIONADA 

"' b 

o 

o.~5 

0.60 

36 
1.00ü: 
0.(1(100 

CANTIDAD RECUPERADA 

o 

0.4951 
0.5019 
0.5008 
0.55-04 
o.5497 
Q.~470 
(1.5514 
1). S492 
(t.~455 

0.598:' 
(1. 5981 
t). 5qq1 
(•.6041 
0.6054 
0. 6(H)8 

Intervalo de confianza para intercepto: 

-1).01)16 a (l.1_11)27 

PORCENTAJE 

RECUPERADO 

99.03 
100.39 
100.17 
100.('16 
99.95 
9<;>. 45 

100.25 
99.19 
99.85 
99.6Q 
9c;l.68 

99.86 
100.68 
100.gq 
100.14 

Al obserYar los resultados notamos oue el m~todo carece de 

error s1~tem~t1co cons15tente y constante. 

Tabla de anaJ1~1s de varianza 

Fuente de Grados de Surn~ de Media de F 
var1ac1~ libertad c1,.tildrados cuadrados 

Regres1.::n ! ,41)(17 l.4007 187165 .. 1 
Error de ::-.4 
r~gres! ór-, 

O,('t(.,~~ o P(Fcal J= l 11(1 

Falta de 
4 

a Juste o (> 1.6648 

Er-rcr -,·, t_).(·')(l: (1 FiFcal l= 0.183'5 



LINEALIDAD DEL METODO {VOLUMETRICO) 
DICLOFENAC DIETILAMONIO 

C•,3¡ ~ 

O.e'- ~---- ... -1 

i -------C>, 4 ~------- . . . .. . - . . 

' r2 0.9998 
0,2 ~ 

n :__• ----~---~------'------' 

0.4 05 0.6 [ 1.75 



E:t1ste una relaci.<!-n altamente s19n1fic::at1va entre la cant1dad 

ad1c1onada y la cantidad recuperada (Ver gr3t1ca bJ. El ~odelo 

t.z.neal s1mole representa de manera correcta la relacion. 

-Media arim~t1ca de porciento recuperado = 100.18 

-Oesv1ac16n est~nddr = 0.6053 

-Coeficiente de variación = 0~6042 

-Intervalo de confianza oara la medie: 

99.9636 a 100.4143 

Con estos resultados e1 mél~o ca~ece de error s1stematico 

constante. 

Nota: Para Jos c.\.lcuJo9 anteriores se :J.ncluYe eJ nivel O. 

F:eproducibil1de1di 

Se llevo a cabo por 2 anal~st~ en 2: dias diferentes. 

trabaJando por triplicado cada muestra. Los resultados se mue~tran 

.::. cont1nuac1on: 

DJA 1 

DlA 2 

Fuente "" vari.acicn 

Analista 
Dl a Analista 
Error 

lOt..1. 38 

99.1"3. 
QS.63 

98.93 
98.98 
97.8~ 

Grados "" libertad 

::: 
8 

A N A L 1 S T A 

Suma de Media de 
cuadrados cuadrados 

5.1875 5.1875 
1.21('1Q o.ov:is 
s.:::s (1.6563 

73 

2 

100.05 

<¡q .89 
100 .. 83 

101.37 
1()0.19 

99.16 

F" 

8.5677 
f'{Fe-:o\•F )=8.83110 
PtF-:-.::.~.F l = _, 

9.42 . l(> 



El analista no presenta efecto sobre l~ valoraci~n y no 

e~iste efecto de los dtas para un analista en la valoraci~n. 

-Coeficiente variaci~n total = l.032b 

74 



6. CONCLUSIONES 



ME.TODO POR Cl.AR:. 

desarro 1 lado para determinar l• El método analitico 

estab1l1di'1d del producto es especifico y selectivo hacia lo~ 

degradantes y activo. cumpl1endo1con los criterios de validacion • 

por lo aue el m&todo 

determinacion de la 

coni1able para 

estab1l1dad del 

d1etilarnon10 en crema al 1 ~'.). 

METOOO ESPECTROtOTOMETRICO; 

utilizado en la 

producto (01c:lofen.:i-c 

El método analit1co desarrollado para la cuant1ficac1en de 

diclofenac d1et1lamonio en crema al 1 % producto proce!::o y Jo 

oroducto terminado cumple con los criterios de linealidad del 

sistema. e~actitud .,. linealióad oel r:.¿.tcdc- ':" reproducibil1dad. Por 

lo que puede ~er ut1l1::ado en pruebas de rutina del 3n.3l1s1s de 

este i'lcti.vo. siendo el rni?todo seric1llo y rt..pido. 

M.LTODO VOLUMETRICO: 

El ~todo an.:.l1t1co desarrollado D<'ra la Cti<-"lnt1f1cac1.::.n de 

d1clofenac dietilamon10 rnater1.:> prim..i. et.imple c:on los C.r""iter1os de 

validacion establecido::.. por lo que tal"bién es-te método puede 

empleado en pruebas de rutina 

activo. 

para la c:uant.if1c.ac1ón de e5-te 
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1.- Opt1m1:ar el m~todo espectrototom~tr1co para uso 

oruebas de rut1na en el departamento de control de cal1dad. 

2·- Hace~ una comparacion estad1stica de los métodos oara de

terminar si pueden usarse indist1ntamente. 

3.- Cuando se valide un metodo anal1t1co en el cual se haga 

tolerancia determl..nar este par3.metro p_r.imero pa..-a as!. escc.c;¡er las 

cond1c1ones optimas de operación. 

4.- Hacer especificidad al m~todo espectrofot~~r1co para 

saber si este es espec!fico y POder usar as1 

anal1 t:i.co. 

otro mt!-tode> 



tSTA TES!S MO nrnr 
SALIR Et i.A li!LlUTEGA 

ANEXO 1 



CRITERIOS DE VALIDACION DE ME TODOS ANALITICOS. l :?6) 

En esta parte se describen los criterios para evaluar lo 

linealidad del sistema ewact1tud. linealidad prec1s1ón del 

método. Con estos parametros se determina del m~todo an~lit1co 

exactitud y variñbilidad. para saber si este es confiable 

desde el punto de vista estad!st1co. 

1 • - LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION 

La linealidad del s1stem8 de med1c16n consiste la 

relación aue se establece. entre la cantidad de activo una 

propiedad biológica. f!sica o QL11m1ca. mediante recta. 

Experimentalmente determina preparando una de 

calibrac16n a Partir de una solucicn patrón. utilizando 

cuando menos 3 diferentes n1,.1eles de concentración y haciendo el 

andl1sis por triplicado cada concentrac16n. 

Ahora bien. el inteorvalo de concentraciones Analiza!-

deoenderA del orop~sito del método y siempre debe de incluir el 

100 'l. de activo establecido para el método analit1co. 

CRITERIOS: 

al La relación entre la concentración y la proo1edad medida 

debe ser altamente si9n1f1cat1va. r ~ 0.99. 

bl La ordenada al origen de la regresión lineal simple. 

concentrac1on-prop1edad medida debe ser estadlsticamente 

igual a cero. b = O. 

el El coeficiente de determ1nac16n de la relación lineal 

s1mple. debe ser mayor a Q.98 y/o la falta de aJuste a la relac1ón 

lineal Sl~pl~, no debe ser estadisticamente si9nif1cat1va. 
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real1::a lC' 

~ iat11ent:e: 

l) Tabular los resultados en base al s1gu1ente formato: 

Nivel de concentr.,,.c10n de la Proo1edad medida 

sol uc H">n o~ trón ( ): l ( V 1 

Xz Vzt. 'Y:zz ....... Yzr 

).t Yu, Ytz ...... Ytr 

Donde t = n~mero de d1luc1ones 

r = de reolicac1ones torop1edad medida) de cada 

concentr.,,.c16n .. 

F·.:1;ra Proceder" a los c .. \lcuJos. es necesilr10 oue el numero de-

reol1cac1ones por concentración se~n eou1valentes .. 

~) C~lculo~ preliminares 

:::'{ rl 1'1 + ).z +- ..... -~t \ 

!:v = 'fu • "f'1z+ ...... Yu + Vz& + Yzz -+ ..... 'cu + Yu Vt:z: + ''f'tr 

I:.xz r(X,z+ :t2z+ .... '(t.z~ 

Z>t.z"" Yu.
2

+ Vu.
2

+ .... Yu 2+ Vz.J.2+ Yzz2
+ Yzrz+ Yu2

-+- Yt:z 2+ •••• Ytr 2 

z~:v= ").t(Yu + Vu. +.... Yul )Cz ( Y;u Yzz + .... Yzr} +... Xt(Yu 

+ Vt.z • ... ,.'9'trl 



3) Cálculos f~nales 

m = ~~~~~~~~~~ 
rt(EMZ)-(l':>c).:z 

l:y - m(!;KI 

rt 

lnt~rvalo de c:on"fianza P,ara i;._terceo~o ( b ) : 

Sy/x 
rt 
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rt 

( rt) - 2 

t~-..~.-:t1 ""es la "t'' de student determi.nada 

las tabl~s a lln q5 % de s1gn1f1cancia. 

rt 

Error estándar relativo (E.S.R.) 

parti.r de 

Este valor debe ser 
Sy/x menor a 0.03. 

E.S.R.= 

2 • - PRESICION DEL SISTEMA• 

La pres1ci.6n del sistema se def 1ne la concordanc1a 

relativa entre-mediciones repetidas independientes. de 

propiedad baJo las cond1c1ones (repet1bil1dad1. 

La pres1c1~n del sistema determina por anal1sis por 

sextuplicado de una soluc1on de referenc1a correspondiente 

al 10(1",(, establec1do en la 11nealidad del sistema. 

CRITERIOS: 

El coef1c1ente de var1aci~n debe ser menor o igual a 1.5 ;.. 

Para este cr1ter10 se realiza lo s1gu1ente; 

1) fabular los result~do~ 

2! ca1culos _'prelim1nares 

~~ = V1 +- Yz + V3 ••• Y'('\ 

63 



y = 

Donde n = rt 

Oesviacion estandar (0El: 

2 ~ l-''2 

=
. [· nn:y )-(~yl ] 

DE . n(n-ll +-

Coe'fi-ciente de var:iacion_ (CVl: 

DE 
CV.= • 100 

3 • LINt:ALIDAO DEL- METOOO. 

La linealidad del método de medi.ci.Cn es la relaci6n aue_, 

establece entre la cantidad de fármaco recuperado y el valor real 

de la cant1dad de t~rmaco adi.c1on~do. 

E"°t<!'. l J.nea l idad se determina e~oerimenta lmente ·con placebos 

cargados. cada uno de manera 1ndepend1ente. se prt:P aran 

diferentes ni.veles de concentrac1ón por sextuplicado éada.·unO._·. y, 

anal1=an en ~ d!as diferentes. 

El intervalo de concent.rac1ones analizar d~pendera del 

propOsl-t.O del método y debe de l !cv~.,..~e cabo oor un mismo 

analista eo la~ mismas cond1ciones de ooEú·aCi.On-;·-"-

S-1 



CRIT[RIOS: 

al l.'l rclaci~n lineitl 11imple de cnnt..idacl ad.iclonndn contra 

cant.ldnd recuperada. debtt tmr altrunente Rignificñtiva.. r.?: 0.99. 

b) La ordenada el origr.n de la relecion lineal aimple de 

la cnnt.ldad adicionadH contrn eant.idad recuperada. do be 

ner ent.ndl aticnment.c iRUal a cero. b :<; O. 

e) l~ pendiente de la relación lineal Bimple de la cantidad 

ndir:ionAdn Gontrn cn.nt.id;¡d recuperada. debe tmr eatad1 oticamento 

igual n t .. m.~ 1. 

d) l.t1 dr,ttvinci.cn cot...':t.ndar dt! regreoi-!:n y la doHViaeón 

eot,jndnr del error puro, debe d~ cumplir loa requiai tos 

eut.nblecidoa pnrn el principio ~e mcdi_ci~~ y/o para la utilización 

del mé't.odo de medición. 

Para loe criterioa antarioren ae r~~liza lo 

aiguiente: 

Cantidad adicionada Cnntldad recuperada Tota-1 

(xJ (y) (Y.J 

2) Calcular ln suma-de la cantidad adicionada {~x). awna 

de cuadradoa de la cantidad adicionada (~x2 ). mima de la 

cnnt.idad recuperada <=v>. ln tTUmB de cuadradon de la cantidad 

recuperada c::y=). auma del prolluct.o de la ~nntidnd Adicionada 

por la cantidad recuperndn (Zxy}. (Ver P"-Rintt FU). La- BUIDll de 

ctH\drHdOB t.ot.alen (Z:Y,") ;· determinar el n•.:mnro de cantidadea 



ad1c1onadas (t). el numero de rcpllcdc1onc~ por la cant1dad 

3dlcionada tr) y el nómero de pares ordenados tn). 

n = rt 

3) Calcular el valor de la oend1ente tml y el valor de la 

ordenada al origen (bl: 

Construir la tabla del an~lisis del vari~n:a: 

4) Calcular la suma de cuadrados de regres:a.ón (5Cr)" y l"' suma 

de Cui!ldrados del error de regresion (SCerl: 

l~Y ~ 2 

SCr mtZxy) + tJ(¿yl - (-n--) 

SCer a ~y~ - m(~~y) - blZyl 

5) Calcular la suma de cuadrados del error puro (5Cep) la 

de cuadrados de la falta de aivste lSCfal: 

<~Y\.2) 
SCep !:y%- (--r--¡ 

SCfa = seer - SCec 

5& 



Tabla de analisJ.s de varian:a 

fuente de Grados de Suma de Media de F 
variacJ.on ll.bertad cuadrados cuadrados 
------ ----------- ~· 

ser Re9res16n i SCr SCr F,=--
MCer 

SCer 
Error de ~ SCer MCer= 

~ reQres1on 
HCto SCfa 

Fr::.= --
F<'ll ta de (n·-21-tfr-1-1 seta MCfa."" ___ MC•p 
aJuste glf..:i 

SCeo 
Error t(r-1) SCep MCep=--
puro ol •p 

b) DetermJ.nar la tabla de d1str 1buc1on F los valores para 

F Cglr. ghr: o<\l (l.OI} y F (glra, gl"p: al 0.0:;1. 

7) Establecer la oec1s1ón en base a la siguiente regla: 

a) S.i Fr ~ 

altamente s.ign1fJ.catJ.va entre la cantidad adJ.CJ.onada y la cantidad 

recuoerad,;... 

bl Si Fr .:-_ F (glr.gl&r; t!.l 0.01). e~J.ste una relación 

alt~mente s1QnJ.f1cat1va entre la cantidad adicionada y la cantidad 

recuperada. 

cJ Si Fta. ~ F (qlt.a.gl.p: al O.OS>. E"x.iste falta de ajusta 

la relac16n lineal s1mple. 

d) SJ. Fr.,,'~ F' lglf.::i.gl•i:.·: al 0.05). no e;t.lste falta de aJuste 

a 1<'1 relacJ.On lineal simole. 

8l Calcular el coeficiente de determinación (R2 ): 



9) Construcciwo del interv~lo de confi~n=~ oar~ ld ordenada al 

a) Calcular la desv1ac1cn est..'.\ndar- de reQresi.cn (S';o'.X); 

bl Calcular la de~Yiacion e~tandar de la ordenad~ al origen 

!Sbl: 

Sb_==- Sy.x = 

e) Deter-minar en la tabla de d1sti-ibuc1:Yl--"t." de student.. el 

d) Calc:ul~r el i~tervalo de confjan~a oara Ja o~oenada al 

ori.gen ílCbl~ 

10> ~onstruccion del intervalo de confianza oara 

pendi.ente: 

a) Calcular la aesviaci~ estdndar de la pendiente {Sm~: 

SOi = Sy.• [-t-!:w-'i ---,!:,-,,.-] 
b) Calcul.:ir el lntevalo de c:ont.lan.:i'\ p~ri' la penoi.~nta t!C..,,1: 



4 • - EXACTITUD. 

La e}:actl.tud es la concordanc1,:11 absoluta entre el valor de 

una Drop1edad medida experimentalmente (estimador) y 

de referencia (par~metrol. 

valor real 

Par-a determinar la e:xactitud del mt!>todo. se pued~n tomar los 

d~tos de l1ne~l1dad del método de cantidad recuoerada v pasarlos a 

porcentaJe recuperado. 

CRITERIOS· 

al E1 intervalo de cont1anta para la media debe de incluir 

el l(•(•X. 

b\ El coef1c1ente de variac16n total debe ser menor al 2.7.. 

Para estos criterios ~e realize1 lo siguiente; 

lJ fabular los resült..=tdos de porcentaje recuperado (y) .. 

~} Calcular la de porcentaje 

determinar el numero de recobros (nl. asl 

cuadrados del porcentaJe recuperado \~Y 2 ). 

recuperado (~y) 

la suma de 

3J Calcular la media aritmética tY> ~ la desviación estandar 

(DE) del porcentaJe recupPrado. 

DE 

[

nC[y
2

¡ - n:v1
2 J 

ntn-1) 

4) Determi.nar en la tabla de d1str1buc1ón .. t" de studenl el 

5} Ci<JCular el -i.ntervalo -de t:ornl.an::i< Di01ra la mPdta del 

porcentaJe recuper~do: 

y 



IC ~ o.m~] 
n 

bl Calcular el coef1ciente de var1ac16n total <CV); 

DE 
cv :;:: • 100 

5.':' REPRODUCIBILIDAD. 

Determina el grado de reproducibilidad al 

hacer- mediciones_ repet1das independientes. 

La reproducibilidad se determ1na por lo menos con = 
analistas 2 dlas diferentes. anal1~ando muestras por 

triplicado. Se debe de trabajar de manera 1ndeoend1ente las 

muestras del pr'oducto cercana al 10(1 l. de li!t concentrac1-!>n 

est1mada. 

CRITERIOS: 

al El coeficiente de variac1~n total debe ser menor a 2 %. 

b) La reproduci.b1lidad entre anal1stas y la repr'oduc1b1l1dad 

entre d1a-analista debe satisfacer los requisitos establecidos al 

construir una tabla del análisis de varian~a. 

Para los cr~ler1c~ ~oter1ores real l. za 

lo siguiente: 



11 ta~ular los re~ultados en bd~e ~l :i;u.i.e~te 1ormato; 

Hn:i.1 r.sta 

'" 

Pi'rd c:;,¡¡.da anali.sta (V, •• 1. li' s.uma total de los dato~ {Y ••• } 

'f 1.a suma de c:ad ... d.!.':O ele .... ado al cuadrado <::Z::'.'Y\;'-1 2
• 

"iq =- "~;a + v.;2 + ,.,,_., 

'!' ••• = ZYu • ::Y-:1 

== • ~ .... 

~l Calcular la sume de ~uadr~do~ del anal15ta tSCa): 

t!".V, •• ) 2 

SCCI ----· - -----
d( r) d( r )a 

Ponde: H·..:mero de repl 1cac.i.ones 



4) Calcular la suma de cuadrados del dii.'\ an1dado en el 

anal is ta rSCd): 

SCd = 
dCrl 

~)Calcular la suma de cuadrados dej error CSCel: 

( k!:Y~J· zl 

Construcción de la tabla de anal1s1s de varian=a: 

-------
Fuente de G,.-ados de Suma de Media de F.:-.:at 
var1aci6n l.ibertad cuadr"ados cuadrados 

MCa 
Analista gla = a-1 sea MCa SLatgla F~~MCd 

MCd 
D1a gld=Cd-l)a SCd HCd = SCd/gld F_j=---

HCe 

Error gle=(r-1\ad SCe HCe SCe/gle 
----------

b) Se establecen decisiones: 

a) Sl. F~ ~ F19l~.~ld: o.o~i. el método anAl1t1co 

reproducible por los anall.stas. 

bl 51 F.:i. o.O!;>• el m.e-todo 

reproducible por los analistas. 

e) 51 Fd .:! Fi:,¡\d.-;il•.; o. o~,. el mé'todo no 

distintos d1as por un analista. 

d) 51 F.:!•: F~gl.:!.~le.; 0.0:11. el metodo 

dist1ntos dias por un analista. 

anal1t1co 

reproducible 

reproducible 

7) Calculr11r el coeficiente de-var1ac-1-6n total --(C\!f; 

en 



OE 
cv 

!::~~Y\ 1l 

y ------

DE 

n = a(d)r-

b.- ESPECIF"ICIOAO. 
L·a espec1 f l.CJ.dad deternnna el método análitJ.CO 

especlfico con los productos de degradac16n del act1vo 

componentes de la for-mulac1~n es decJr se confirma si el método 

es caPrl~ de solamente cuant1f1car al producto de 1nter~s. 

Si no se cuentain con los productos de degradac1cn st=- somete a 

que el producto se degradP. Se 'Sl1q1erf" ciue 1 a degri:\dac1.::n sea tal 

aue }3 concentrdc1!n del activo de inten .. ~, este d1sm1nu1do en un 

11.1 a 3•) ·1. • .:?sto se logra 5omet1endo ei activo. asi como el 

de9radac16n. las placebo formulac1on. cond1c.iones de 

cond1c1one~ de degradac1cn establecen de acuerdo las 

propiedades f1s1coqu1micas del activo y de la torm1..1lc"\.c1C:-n misma, 

Estas cond1c1one=- p1.1eden se~ ~o,.. e1emplo: 

al Colocar"" el act1vo. placebo y formulac16n en horno 

70°C - l2_1)
0 c • .:•:i;·c menos Que el punto de fusl.ón del activa. 

d11rante ~ a 4 sem~nas. 

b) Exponer el act1vo. placebo y formulac16n a luz UV • a luz 

fll.1orescente ~-/o a hum~di'ld .. 



e) Exponer activo. placebo y tormulac~n a pH ~ 1 =: y/o 

pH ~ 10 a 1= a refluJo. 51 son termas tarmace~tica~ llQL11oas 

setnisól.idas pueden degradarse oor OY..ldac1.::on con oer~: tdos. Todas 

estas cond1c1ones se llevan a cabo en soluc1on acuosa. 

Una ve~ que tienen productos de degradac.i~n de ser 

pos.ible habr~ que separlos por CLHR. CG yJo por cromatoarafia 

CRtTERtOS; 

Ver1t1car Que cada producto de degradac.ión se encuentre separado 

del activo. Para métodos par CLHR es muy importante cumol.ir con 

este cr1ter10. ya aue a partir de esta 1nformac16n elige el 

compue5to de refernc1a interna. 

7 • - TOLERANC1A DEL SISTEMA. 

La tolerancia ve el grado de reproduClb1l1dad del metodo 

an~l1t1co al cambiar de las condiciones normales de 

operación. por eJemplo. en CLAR cambios la te.se mcv1l: la 

propo..-c1_...,n <:"Je rnod111cc.dC1r nro_\.n1~0. la. tuez .. 1~·r11Ca -.. 'º Pl oH. En 

otras palabras se confirma la potencia del metodo y el grado de 

error Que -:;e podr.'.\ toler<>r al =~be.-- QL1e E tste el t!letodo 

anal:t1co. Los resultados obtenidos dOu: se comparan los 

obtenidos a las cond1ciones normales de operaci~n. 

P•ra los c~lculos que se necesitan para la val1daci~n de los 
metodos anal~ticos fueron realizados por medio de 
programa ~stad~stico elaborado por CAFET,S.A. 
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