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RESUMEN

Con la realizacion de este trabajo se busca promocionar el uso de la espectroscopia
infrarroja (FTIR) con reflectancia total atenuada (ATR) en la determinacion de besilato
de amlodipina en tabletas, con el propdsito de ofrecer una metodologia alternativa de
analisis mas econdmica y rapida que la oficial USP 37, donde se emplea HPLC.

El método implica la medicién de la absorbancia de besilato de amlodipina a un nimero
de onda de 1213 cm™ del espectro infrarrojo correspondiente a transiciones
vibracionales del grupo SOs; presente en la molécula. La curva de calibracion se
desarrollo utilizando el modelo de minimos cuadrados, con un coeficiente de
determinacién de 0,9996, obedeciendo la Ley de Beer-Lambert para un rango de
concentraciones de 5 a 95 mg / g la ecuacion de regresion fue de y = 0,002193 x +
0,0037. EIl limite de deteccion y cuantificacién fue de 1,5 mg/g y 46 mg/ g

respectivamente.

El método se validé segun directrices de la ICH y del compendio de validacién <1225>
de la USP 37. Para conocer la exactitud del método propuesto se compararon
simultdneamente los resultados obtenidos por el método de referencia USP 37 donde
no se encontraron diferencias significativas en un 95 % de confianza. La evaluacién
estadistica del método se examind mediante la determinacion de la precision por
repetitividad, donde se encontraron coeficientes de variacion entre 2y 3 %.

En el analisis de muestras sometidas a pruebas de degradacion forzada tales como
exposicion a la humedad, calor y radiacion visible, en paralelo con la metodologia de
referencia USP 37, se encontraron diferencias espectrales con respecto a los espectros
de IR obtenidos para los patrones y muestras sin degradar, por lo que el método puede

ser aplicado como un indicador de estabilidad del farmaco.
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I. INTRODUCCION

La industria Farmacéutica se encuentra sujeta a regulaciones, reglamentos y requisitos
muy estrictos debido a que tratan la salud de las personas. El aseguramiento de la
calidad de medicamentos es un concepto de interés para los organismos de salud, el
éxito de un tratamiento médico frente a una enfermedad puede verse afectado por la

calidad del farmaco que se administre.

Con la validacién de un método analitico se permite conseguir objetivos técnicos y
exigencias legales en la industria farmacéutica, también se garantiza que los
procedimientos empleados para el control de calidad de sus productos proporcionen

resultados con aceptable confiabilidad, exactitud y precision.

Existen normas de calidad relativas a metodologias de andlisis publicadas en varias
farmacopeas como, la de los Estados Unidos (USP), la britanica (BP) y la europea (EP),
las cuales son consideradas como monografias oficiales, ya que han sido estrictamente

verificadas y representan una garantia de que los resultados obtenidos son confiables.

Cuando las técnicas analiticas no aparecen reportadas en las monografias oficiales o
no se cuenta con las condiciones analiticas establecidas en las mismas se puede
plantear el desarrollo nuevas metodologias analiticas, que sean mas sencillas y con la
menor generacibn de costos. Siguiendo las especificaciones de referencia
contempladas en las farmacopeas y en el conjunto de las directrices de la Conferencia

Internacional de Armonizacion (por sus siglas en ingles ICH) para su validacion.

Para el analisis y control de calidad de medicamentos, las técnicas analiticas
comunmente utilizadas son la espectrofotometria UV-Visible y la cromatografia liquida

de alta eficiencia (HPLC). Donde los tiempos de analisis van desde varios minutos a



horas, y requiere de cantidades relativamente grandes de solventes, por tanto la
generacion de desechos contaminantes es grande.

La espectroscopia de infrarrojo por transmision (FTIR) es una técnica analitica muy
utilizada en el andlisis cualitativo de farmacos en la identificacién y elucidacion de
estructuras, sin embargo estd limitada al analisis cuantitativo principalmente por la baja

reproducibilidad del camino éptico para el cumplimiento de la ley de Beer-Lambert.

Con la aparicion de la espectroscopia de infrarrojo de transformada de Fourier con
Reflectancia Total Atenuada (FTIR con ATR), estas limitaciones han sido superadas ya
que permite obtener espectros con caminos Opticos constantes, favoreciendo el

cumplimiento de la Ley de Beer-Lambert.

Entre las ventajas significativas que se obtiene con la utilizacion de esta técnica frente a
otros métodos convencionales, en el caso de la industria farmacéutica, se encuentra
gue la relacion de costos de analisis disminuye considerablemente si se compara por
ejemplo frente a los métodos HPLC, esta técnica no requiere de diluciones de muestras
y patrones, los tiempos de analisis son de algunos minutos, el consumo de solventes es

bajo, por tanto la generacion de desechos contaminantes es minima.

El besilato de amlodipina es un medicamento altamente usado en el tratamiento de la
hipertension arterial que es una enfermedad de salud publica, por lo que este hecho
representa una alta tasa de produccion industrial, en Venezuela se cuenta con mas de
25 presentaciones farmacéuticas, segun el listado de medicamentos registrados en el

Instituto Nacional de Higiene Rafael Rangel (INHRR).

El objetivo principal de este trabajo fue desarrollar una metodologia por espectroscopia
FTIR con ATR para la determinacién de besilato de amlodipina en tabletas. La

Farmacopea de Estados Unidos USP 37 establece que el método analitico oficial para



este anadlisis es mediante HPLC, sin embargo debido a la actual crisis econdémica del
pais y a la dificil adquisicion de productos quimicos, es importante el desarrollo de
metodologias alternativas, que sean menos costosas, mas sencillas, con la menor
generacion de desechos, por tanto una metodologia de analisis por FTIR con ATR
representaria una excelente opcion para la determinacion de besilato de amlodipina en
tabletas.

La validacion del método se hara segun las exigencias establecidas en la USP 37, la
cual incluye la determinacion de rango e intervalo lineal, exactitud, precision,

especificidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion, y selectividad.



ll. MARCO TEORICO

II.1 Aspectos Generales de las enfermedades no transmisibles

Las enfermedades no transmisibles (ENT), también conocidas como enfermedades
cronicas, son enfermedades que no se transmiten de persona a persona y por lo
general evolucionan lentamente. Segun la Organizacion Mundial para la Salud OMS las
cuatro principales enfermedades no transmisibles son las enfermedades
cardiovasculares (como ataques cardiacos y accidentes cerebrovasculares), el cancer,
las enfermedades respiratorias crénicas (como la enfermedad pulmonar obstructiva

crénica y el asma) y la diabetes .

En el afio 2000 un 60 % de las muertes ocurridas en el mundo se atribuyeron a estas
enfermedades, ya para el afio 2012 esta cifra se incrementé a un 68 % 2.

En cuanto a las enfermedades cardiovasculares estas se deben a trastornos del
corazon y de los vasos sanguineos, entre ellas tenemos las cardiopatias coronarias
(ataques cardiacos), las enfermedades cerebrovasculares, el aumento de la presion
arterial (hipertension), las vasculopatias periféricas, las cardiopatias reumaticas, las

cardiopatias congénitas vy la insuficiencia cardiaca ™.

En Venezuela, segun el boletin informativo 2014 de la OMS para el afio 2008, 433 de
cada 100000 habitantes murieron por enfermedades no transmisibles. Donde unos 200
de cada 100000 habitantes con edades comprendidas entre 30 y 70 aflos murieron a

causa de enfermedades cardiovasculares y diabetes ..
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Figura 1. Mortalidad proporcional. Porcentaje total de muertes, todas las edades,

ambos sexos. Boletin informativo OMS, Venezuela 2014

En términos de muertes atribuibles, el principal factor de riesgo a nivel mundial es el
aumento de la presion arterial, a lo que se atribuyen el 16,5 % de las muertes a nivel
mundial, seguido por el consumo de tabaco (9 %), el aumento de la glucosa sanguinea
(6 %), la inactividad fisica (6 %) y el sobrepeso u obesidad (5 %) Y. Se ha estimado
que la tensién arterial elevada es responsable del 51 % de los accidentes

cerebrovasculares mortales y del 45 % de las muertes por cardiopatias .
[1.1.1 Hipertension arterial
La hipertension arterial, también conocida como tension arterial alta, es una

enfermedad padecida por uno de cada tres adultos, en la cual la presion en los vasos

sanguineos es relativamente elevada ™.



Los vasos sanguineos son los que transportan la sangre desde el corazon a todas
las partes del cuerpo. El producto de la fuerza con que la sangre se presiona en contra
de las paredes de los vasos sanguineos (arterias) a medida que es bombeada por el
corazdn es la presion arterial, y cuanta mas alta sea esta presion mas esfuerzo tendra
que realizar el corazén para bombear dicha sangre, representando asi un mayor riesgo
de dafio al corazén y a los vasos sanguineos de érganos principales como el cerebro y

los rifiones 4,

La presion arterial se mide en milimetros de mercurio (mm de Hg) y se registra en forma
de dos numeros separados por una barra. El primero corresponde a la presién arterial
sistélica, la méas alta que se produce cuando el corazén se contrae. El segundo
corresponde a la presion arterial diastolica, la mas baja que se produce cuando el
musculo cardiaco se relaja entre un latido y otro. La presién arterial normal en un adulto
se define como una presidn sistélica de 120 mm de Hg y una presion diastélica de 80
mm de Hg Y. Cuando la presién sistdlica y diastélica tiene valores iguales o superiores
a 140 mm de Hg y 90 mm de Hg respectivamente se estaria hablando de hipertensién

arterial y con ello un incremento en las complicaciones de riesgo cardiovascular .

Algunos factores de riesgo que inciden en las variaciones de la presion arterial son el
consumo excesivo de sal y grasas saturadas, exceso del alcohol, sedentarismo y mal
control del estrés, con este Ultimo tenemos que las determinantes sociales como el
ingreso econdmico, la educacion y la vivienda repercuten negativamente en los factores

de riesgo conductuales y en este sentido influyen en la aparicion de hipertension.

Por lo general el riesgo de hipertension arterial aumenta con la edad por el
endurecimiento de las arterias, por lo que el rapido crecimiento de la poblacion y la
mayor longevidad pueden repercutir en el incremento de las muertes por
complicaciones por esta enfermedad ?. Sin embargo en algunos casos la hipertension

puede presentarse en personas menores de 40 afios bien sea por factores genéticos o



por causas secundarias como enfermedades renales y endocrinas o malformaciones

de los vasos sanguineos .

El diagndstico a tiempo y el tratamiento generalizado de la hipertensiéon con
medicamentos de bajo costo han propiciado una extraordinaria reduccién de la presion

arterial lo que ha contribuido a reducir la mortalidad por enfermedades cardiovasculares
(1]

[I.2 Farmacos antihipertensivos

La hipertensién arterial fue reconocida como una enfermedad que requiere tratamiento

hasta el afio 1957 cuando aparecieron los primeros ensayos clinicos con la Clorotiazida
(6]

La introduccién y demostracién de que la Clorotiazida puede disminuir la hipertension
arterial marca el inicio del tratamiento antihipertensivo en beneficio de la salud y calidad

de vida del paciente hipertenso.

En la actualidad son varios los farmacos utilizados para el tratamiento de la hipertensién

reduciendo por diversos mecanismos la presion arterial.

Cinco clases de Farmacos antihipertensivos pueden ser considerados de primera linea
gue son los antagonistas de los canales de calcio, que relajan los vasos sanguineos al
impedir que el calcio entre en las células; los bloqueantes B- adrenérgicos, que hacen
que el corazon palpite a una tasa mas lenta y con menos fuerza; Los inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina IECA, que relajan los vasos sanguineos
reduciendo su tension arterial; los antagonistas del receptor AT1 de la angiotensina II,

que funcionan mas o menos de la misma manera que los inhibidores de la enzima


http://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%A1rmaco

convertidora de angiotensina y los diuréticos que ayudan a los rifiones a eliminar el
sodio del cuerpo, como resultado los vasos sanguineos no tienen que contener tanto

liquido reduciendo su presion arterial [

La decision de iniciar un tratamiento antihipertensivo debe basarse en dos criterios: los
valores de tensién arterial sistélica y diastdlica y el grado de riesgo cardiovascular del
paciente. Ademas la presion arterial debe disminuir gradualmente para que el
organismo restablezca sus mecanismos de control cardiovasculares evitando estados
de hipotension o crisis hipertensiva que comprometan la perfusion tisular adecuada de
los 6rganos més sensibles como el cerebro, el corazon, el higado y los rifiones. Otros
factores como la presencia de enfermedades concomitantes y a menudo factores

econdémicos pueden influir en la eleccién del farmaco ©.



Tabla 1. Desarrollo del tratamiento farmacolégico antihipertensivo !,

Década Tratamientos hipertensivos disponibles.
40-50 Hipertension arterial, solo si la tension arterial era >200/>100 mm de Hg.
Dieta reducida en sodio, reposo y evitando el estrés.
1948 Hipertension arterial, sélo si la tension arterial era >180/>110 mm de Hg
y evidencia clinica, radiologica y cardiografica de hipertrofia cardiaca y
dafo renal.
1960 Reporte del “Framingham Heart Study” que reconoce a la hipertension
arterial como factor de riesgo para las enfermedades cardiovasculares.
Propanolol, atenolol (bloqueadores beta adrenérgicos).
Primer reporte del Joint National Committee on Prevention Detection,
Evaluation and Treatment of high Blood Pressure. En 2003 se emitié la
1977 . _ -
séptima edicion de este reporte en estados unidos. Se le reconoce como
la guia internacional para el diagndstico y el tratamiento antihipertensivo
mas aceptado.
1970-1980 | Blogueadores beta adrenérgicos y bloqueadores de canales de calcio
1980-1990 | Inhibidores de la enzima convertidora de ANG II(IECA) y antagonistas de
receptores de ANG Il (ARA)
1999-2000 | 61% de la poblacion mayor de 40 afios toma antihipertensivos.
2000 El tratamiento antihipertensivo se acepta mundialmente como medida

preventiva de enfermedad cardiovascular y de dafo cerebral, ocular y

renal.
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[1.2.1 Farmacos antagonistas de los canales de calcio

Los farmacos que bloquean los canales L (que son los canales que regulan el
acoplamiento electromecénico vascular y cardiaco) se denominan antagonistas de
calcio o bloqueadores de los canales de calcio, que afectan la cantidad de calcio que
entra a las células, en el musculo liso de la pared arterial por lo que produce relajacion

de los vasos sanguineos, reduciendo la resistencia periférica y asi la presion arterial

Estos farmacos constituyen un grupo heterogéneo que pueden dividirse en dos grupos:
los selectivos, que bloquean selectivamente los canales L de calcio presentes en el
musculo liso arterial y el musculo estriado cardiaco y los no selectivos, que ademas de

bloquear los canales L producen otros efectos farmacolégicos ),

Entre los antagonistas selectivos encontramos las Dihidropiridinas (por ejemplo la
amlodipina) de accién predominantemente vascular y menor accion miocardica, las
Fenilalquilaminas de accion predominantemente miocardica y menor accion vascular y

las Benzotiazepinas, de accién miocardica y periférica intermedias ©.

[1.3 Besilato de amlodipina

La amlodipina es un farmaco antagonista de calcio que cumple con algunas de las
caracteristicas mencionadas anteriormente. Es administrada oralmente como una sal de
besilato, donde 6,9 mg de besilato de amlodipina son equivalentes a 5 mg de
amlodipina. Fue lanzada al mercado en el afio 1990 por el laboratorio Pfizer.
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11.3.1 Generalidades

El besilato de amlodipina o bencensulfonato de 3-etil-5-metil(4RS)-2-[(2-
aminoetoxi)metil]-4-(2-clorofenil)-1,4-dihidro-6-metil-3,5-dicarboxilatopiridina. Es una sal
ligeramente soluble en agua y en alcohol isopropilico, soluble en alcohol metilico. Tiene
una masa molar de 567,05 g / mol.

La estructura quimica del besilato de amlodipina (féormula quimica condensada

C20H25CIN2,O5 CsHeO3S) se muestra en la figura 2.

H
HBC\\/ N ~ N O/\/NHZ
HaCO | Ot Q\\E{P
~ “~oH
o] o} |
C*\',l/lt;\\ 2
\\,;’/

Figura 2. Estructura quimica de besilato de amlodipina *°!

Es una dihidropiridina protonada que no es fotolabil y cuyo perfil farmacocinético difiere
claramente de los demas antagonistas de calcio. Esta molécula presenta una cadena
lateral en posicion 2 del anillo dihidropiridinico, una cadena lateral aminoetoximetilo que
le confiere un caracter basico (pKa = 8,6), como consecuencia a pH fisiologico (pH =
7,4) casi el 95 % del farmaco se encuentra en estado ionizado, por lo que la amlodipina
s6lo atraviesa las membranas biologicas a través de las vias lipofilicas. La cadena
lateral de la amlodipina esta cargada positivamente y exhibe una alta afinidad por las
cabezas fosfato de los fosfolipidos de las membranas con las que interacciona
formando un enlace i6nico, el farmaco se acumula a este nivel y desde ahi difunde muy
lentamente hacia su receptor en el canal de calcio. Esta lenta velocidad de asociacion

explica por qué a diferencia de otros antagonistas de calcio, sus efectos
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vasodilatadores aparecen de forma gradual y alcanzan su efecto méximo al cabo de 6-
10 horas. A diferencia de la amlodipina, la mayoria de las dihidropiridinas son
liposolubles y presentan valores de pKa < 4, por lo que a pH fisiologico hasta el 95% de
la molécula se encuentra en forma neutra, no ionizada y facilmente dispuesta para
atravesar las membranas celulares tanto a través de vias lipofilicas como hidrofilicas,

como consecuencia sus acciones aparecen y desaparecen de forma rapida ™.

11.3.2 Tratamiento

La amlodipina como principio activo actiia como un blogueador de los canales de calcio
de accion prolongada. Es usado en el tratamiento de la hipertension arterial y de la

angina de pecho.

11.3.3 Eliminacioén

Mas de un 95 % de la amlodipina se biotransforma lentamente en el higado. El farmaco
y sus metabolitos inactivos se eliminan por via renal, un 20-25 % se elimina por las
heces, lo que sugiere que en parte se elimina por via biliar. La alta fijacion de
amlodipina a proteinas plasmaéticas y a los fosfolipidos de la membrana explica por qué
su vida media de eliminacion alcanza valores muy superiores a los otros antagonistas
de calcio (35-45 horas en voluntarios sanos), las concentraciones plasméticas alcanzan
valores estables al cabo de 7-9 dias de la administracion repetida de 10 mg diarios de
amlodipina sin que exista evidencia de posterior acumulacion, ello concuerda con una

vida media de eliminacion de unas 40 horas !,
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11.3.4 Métodos analiticos para la determinaciéon de besilato de amlodipina

Se han descrito diversas metodologias analiticas para la determinacion de besilato de
amlodipina en tabletas, entre las técnicas reportadas se encuentra HPLC vy
espectrofotometria molecular UV-Visible.

De acuerdo a la literatura consultada, se han venido desarrollando metodologias para el
andlisis de medicamentos por espectrofotometria de infrarrojo con transformada de
Fourier. Sin embargo a pesar de ser una excelente técnica para el andlisis cualitativo de
muestras no es muy adecuada para el analisis cuantitativo debido a ciertas dificultades
como la baja reproducibilidad en el camino éptico para el cumplimiento de la ley de

Beer-Lambert.

1.4 Métodos Espectroscopicos

Los métodos analiticos espectroscopicos emplean la interaccion de la radiacion
electromagnética con la materia para obtener informacién acerca de la identidad y

concentracion de las muestras.

Al aplicar radiacion electromagnética a una especie en su estado fundamental, esta
puede absorber algunas frecuencias caracteristicas produciendo transiciones
energéticas de un estado fundamental a otro de mayor energia, donde este proceso
hace que la intensidad de la radiacién incidente disminuye, entonces al medir la
radiacion electromagnética emitida por la especie excitada al regresar a su estado
fundamental o al medir la atenuacién de la radiacion electromagnética se puede obtener

informacion acerca de la especie absorbente 2,
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Los métodos espectroscopicos se pueden clasificar segun la region del espectro
electromagnético utilizado para la medida, algunas regiones del espectro que se han
venido utilizando abarcan los rayos gamma que producen un cambio de configuracion
nuclear, los rayos x que producen transiciones electronicas de las capas internas, la
radiacion Uv-Vis que generan transiciones de electrones de valencia y la radiacion

infrarroja que genera transiciones vibracionales en las moléculas.

[1.4.1 Ley de Beer-Lambert

Cuando la radiacion atraviesa un medio que contiene un analito absorbente, disminuye
su intensidad como consecuencia de la excitacion del analito. Cuanto mas largo sea el
trayecto por el que pasa la radiacion en el caso de una solucion de analito de
concentracion dada, mas especies absorbentes habrd en el trayecto, por tanto sera
mayor la atenuacion. La Ley de Beer-Lambert indica cuantitativamente la forma en que
la atenuacion de la radiacion depende de la concentracion de las moléculas
absorbentes y de la longitud del trayecto en el que ocurre la absorcién *2. Segun esta
ley, la absorbancia es directamente proporcional a la concentracion de la especie
absorbente c y a la longitud del trayecto b del medio de absorcién como se expresa en

la ecuacion 1.
A=abc (1)

Donde a es la constante de proporcionalidad llamada absortividad y cuando se expresa

la concentracién en unidades de mol/L y b en centimetros, a se sustituye por la

absortividad molar € (ver ecuacion 2).

A=gbc (2)
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La absorbancia también se relaciona con la transmitancia de manera logaritmica como
lo indica la ecuacion 4, la transmitancia T de la solucion es la fraccion de la radiacion
incidente que se transmite en la solucidén debido a las interacciones de la radiacion con
las especies absorbentes, donde la potencia o intensidad de la radiacion se reduce de

P, a P (ecuacion 3).
T=P/P, (3)
A=-log(P/Py,) (4)

La Ley de Beer-Lambert puede emplearse de varias maneras, sin embargo como la
absortividad estd en funcibn de variables como la temperatura, disolvente y
composicién de la solucién, y dadas las condiciones de medida, no es aconsejable
depender de los valores reportados en la literatura para trabajos cuantitativos. Por lo
gue es frecuente preparar una serie de soluciones patron del analito para preparar una

curva de calibracién de A frente a c y obtener una ecuacion de regresion lineal 2.

[1.4.2 Espectroscopia de infrarrojo por transmision

La espectroscopia en el infrarrojo es una herramienta versatil que se aplica a la
determinacién cualitativa y cuantitativa de especies moleculares de todo tipo con la
excepcion de las moléculas homonucleares. Por lo general todas las especies absorben
en el infrarrojo por lo que esta espectroscopia ofrece la posibilidad de determinar un
gran numero de sustancias, ademas de la singularidad del espectro conduce a un buen
grado de especificidad la cual tiene una particular aplicacion en el andlisis de

compuestos organicos 3!,
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La radiacion infrarroja tiene longitudes de onda que van desde 107 hasta 7 x 10" m, y
se divide en tres regiones, infrarrojo cercano, infrarrojo medio e infrarrojo lejano. Con
frecuencia el nimero de onda expresado en cm™ se emplea para describir la parte del
espectro que corresponde a la radiacion infrarroja, donde la parte del espectro con
mayor utilidad es el intervalo de 4000 cm™ a 667 cm™. Practicamente todas las
moléculas producen bandas de absorcion en esta regidon, que son debidas a

transiciones vibracionales.

La mayoria de los instrumentos para las medidas en el infrarrojo medio son del tipo de
transformada de Fourier (FTIR). Este tipo de instrumento ha generado un incremento
en el nimero y tipo de aplicaciones de la radiacion infrarroja, son relativamente mas
econdémicos, con mejor relacion sefial/ruido y limites de deteccidon que los equipos

dispersivos 3.

Los espectrometros FTIR ofrecen ventajas de sensibilidad, resolucion, reproducibilidad
y rapidez en la adquisicion de datos. Las longitudes de onda son detectadas y medidas
de forma simultanea con un interferémetro de Michelson, esta informacion espectral se
registra como una serie de patrones de interferencia en un interferograma, que luego es
decodificado utilizando una transformada de Fourier, un calculo mateméatico que el
computador lleva a cabo de manera conveniente para producir finalmente un espectro
IR (31,

Las dos formas mas comunes de preparar muestras sélidas implica tanto la molienda
del material hasta obtener un polvo muy fino, hasta la dispersiébn en una matriz, una
forma es dispersar el polvo obtenido en un liquido que por lo general es un aceite
mineral llamado Nujol, para formar una pasta que luego es extendida entre dos
ventanas de un material transparentes al IR medio como cloruro de sodio o bromuro de
potasio. Otra forma es formar una mezcla homogénea de la muestra con KBr, que se

pulveriza y luego es comprimida en una prensa a unos 12000 psi por unos 2 minutos.
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Sin embargo la manipulacion de las muestras para el analisis cuantitativo es un poco
complicado, no existen buenos disolventes que sean transparentes en toda la regién
espectral de interés, el agua y los alcoholes rara vez se utilizan ya que absorben
intensamente ademas de que atacan a los haluros de metales alcalinos que son con

frecuencia los materiales utilizados en las ventanas de las cubetas.

Como vemos estas técnicas generan caminos Opticos dificiles de reproducir, lo que
afecta el cumplimiento de la Ley de Beer-Lambert, los materiales utilizados para el
soporte de muestras son fragiles e higroscopicos, las ventanas de las cubetas son
facilmente atacadas por los contaminantes de la atmésfera y los disolventes, de modo
gue sus caracteristicas de transmision cambian con el uso. A menudo para el trabajo en
infrarrojo se prescinde del absorbente de referencia y la intensidad del haz de radiacion

que atraviesa la muestra se compara con la de un haz sin obstaculos ™!

[1.4.2 Espectroscopia FTIR con ART

Con la técnica de muestreo de reflectancia total atenuada se consigue mejorar la
reproducibilidad espectral en la espectroscopia FTIR, para esta técnica se emplea
cristales para soportes de muestras mucho mas resistentes lo que permite analizar
tanto muestras sélidas como disoluciones y con un camino éptico constante para el

cumplimiento de la Ley de Beer-Lambert lo que favorece el andlisis cuantitativo.

Esta técnica se basa en el fenomeno de reflexion total interna, el cual es un efecto que
se puede presentar cuando se dirige un haz de luz desde un medio que tenga un indice
de refraccion dado hacia otro que tenga un indice de refraccidbn menor. En la figura 4 se
explica este efecto, considerando un haz de radiacién que se desplaza desde un medio
1 hacia un medio 2, donde el indice de refraccion (n) del medio 1 es mayor que el del

medio 2, este al llegar a la frontera de estos dos medios puede tomar varias direcciones
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como se sefalan en los rayos del 1 al 5. En algun angulo en particular de incidencia 6.
denominado angulo critico, el haz de radiacion refractado se movera en paralelo a la
frontera, de modo que 6. seré de 90°. Entonces para angulos de incidencia mayores al
angulo critico 6, el haz se refleja totalmente en la frontera como lo muestra el haz 5,
donde nuevamente se refleja en la frontera cuando caiga sobre la superficie del
segundo medio, obedeciendo la ley de reflexién, en la que dice que el angulo de

incidencia sera igual al &ngulo de reflexion 4.

Norma

Figura 3. Angulo critico para una reflexién total interna ™

Debido a la naturaleza ondulatoria de la radiacion electromagnética, la reflexion no
ocurre directamente en la interfase de los dos medios sino que durante el proceso de
reflexion el haz sale del primer medio y penetra una cierta distancia en el segundo
medio antes de reflejarse. Esta radiacion que penetra se conoce como onda
evanescente, tiene una frecuencia igual que la radiacion reflejada y su amplitud decrece
de forma logaritmica dentro del segundo medio mas alla de la interfase. La profundidad
de penetracidon de la onda evanescente depende de la longitud de onda de la radiacion
incidente, del indice de refraccion de los dos materiales y del angulo que forma el haz

incidente con la interfase %,
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La profundidad de penetracion de la onda evanescente tiende al infinito en el &ngulo

critico, pero disminuye considerablemente para angulos menores a este, pudiéndose

calcular con la ecuacién de Harrick como sigue:

Donde
A; = longitud de onda de la radiacién incidente
0, = angulo de incidencia

n, = indice de refraccion de la muestra

indice de refraccion del cristal ATR

Ny

(5)

Para que se produzca la reflexion total interna dentro del cristal usado para ATR, es

necesario que 8; sea mayor que ny/n;, ya que si 61 es menor que n,/n; ocurre reflexion y

refraccion y si 6, es igual a ny/n, ocurre refraccion critica (Figura 5) *°.

Haz
incidente

Interfase

etracioén

nl(denso)

menos denso)

Figura 4. Caracteristicas de la reflexion en dependencia al angulo de incidencia.

a) 61> ny/n; b)O:1<nyn; y c)By=ny/n, @
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La reflectancia total atenuada ocurre cuando el haz de radiacion monocromatica
atraviesa el cristal (medio mas denso con mayor indice de refraccion) y la muestra
(medio menos denso, con menor indice de refraccion) absorbe la radiacion
evanescente produciéndose un fenbmeno de atenuacion del haz en las longitudes de
onda de las bandas de absorcién ™. Para producir ATR, la muestra se coloca sobre la
cara del cristal de geometria adecuada, el &ngulo incidente es ajustado para que la
radiacion sufra multiples reflexiones en sus caras internas antes de salir del cristal al
detector, produciéndose en cada reflexion la absorcién y atenuacion de la onda
evanescente en las regiones del infrarrojo donde la muestra absorba energia. 2718 g
generar multiples reflexiones dentro del cristal aumenta la intensidad de las bandas de
absorcion generadas hasta 25 veces, por lo que la intensidad de las bandas generadas

depende del area de contacto muestra-cristal y de la eficiencia del contacto entre ellas
[16]

Para que ocurra el fenomeno de ATR los dos medios en contactos deben tener una
amplia diferencia en sus indices de refraccion, generalmente las sustancias organicas
tienen indices de refraccién entre 1y 2, y los cristales utilizados tienen valores de indice
de refraccién entre 2,38 y 4,01 en 2000 cm™. Dentro de los cristales mas utilizados
estdn KRS-5 (mezcla de bromuro y yoduro de talio), cloruro y bromuro de plata,

germanio y selenuro de zinc 7).

El registro de la radiacion infrarroja cuando sale del cristal, proporciona un espectro
comparable con los espectros convencionales de absorcion, aunque con algunas
diferencias principalmente causadas por la profundidad de penetracion de la radiaciéon

en la muestra que generalmente sobresale unos pocos um (0,5-5 um) &,
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[I.5 Desarrollo y validacion de metodologias analiticas en el analisis de

medicamentos.

En el desarrollo de nuevas metodologias analiticas se pueden establecer varias etapas
como la busqueda bibliogréfica, el establecimiento de las condiciones de medida tales
como equipos, reactivos, tipos de muestreo y la validacién del método, ésta ultima nos
permite conocer si el método es apropiado para el andlisis del analito que se quiere
identificar o cuantificar, ademas de que se obtiene informacién acerca de la precision y

exactitud inherente al método.

La validacion de los métodos analiticos empleados en el control de calidad, es un factor
decisivo para garantizar la calidad de los productos, debido a que confiere fiabilidad a
los resultados analiticos obtenidos a fin de asegurar que un medicamento cumpla con

los parametros de calidad establecidos.

Los organismos de caracter oficial tales como la OMS, la Conferencia Internacional de
Armonizacion (ICH) ademas de la USP orientan hacia la validacion de métodos
analiticos, por tanto la validacion forma parte importante en un programa de

aseguramiento de calidad y es fundamental para una eficiente produccion.

[1.5.1 Tipos de validacién

A continuacion se mencionan tres tipos de validacién [19]

[1.5.1.1 Validacion prospectiva

Se realiza cuando se trata del disefio o de la adecuacién de un método de andlisis para

un producto o proceso determinado.
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[1.5.1.2 Validacion retrospectiva

Se realiza cuando un método analitico que se ha venido utilizando durante mucho

tiempo, no dispone de la evidencia experimental y documentada sobre su validez.

11.5.1.3 Revalidacion o post-validacion

Se realiza cuando un método validado ha sido modificado en alguno de los pasos del
procedimiento establecido, o se ha variado alguno de los instrumentos, reactivos, o

materiales empleados originalmente.

[1.5.2 Objetivo de la validacion de métodos analiticos

La validacion es parte integral en el desarrollo de una metodologia analitica, con la
validacion se garantiza que los procedimientos empleados en los analisis tengan

resultados confiables, con una exactitud y precision aceptable.

11.5.3 Parametros de validacién de métodos analiticos

Las caracteristicas de rendimiento de un método analitico se expresan en funcion de
los pardmetros analiticos, que son considerados en la validacion, estos se presentan en

la tabla 2 9,
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Tabla 2. Pardmetros de validacion tipicos utilizados para la validacion de métodos

analiticos.

Precision

Exactitud

Especificidad

Selectividad

Limite de deteccion

Limite de cuantificacion

Linealidad

Rango o Intervalo

Robustez

A continuacion se definen los diferentes parametros analiticos de validacion

11.5.3.1 Precision 24

La precision de un procedimiento analitico expresa el grado de cercania (grado de
dispersién) entre una serie de mediciones obtenidas a partir de un muestreo multiple de

una misma muestra homogénea bajo las mismas condiciones analiticas.

La precision de un procedimiento analitico se expresa generalmente como la desviacion

estandar o el coeficiente de variacién de una serie de mediciones.

Segun la ICH La precision puede considerarse en tres niveles: repetitividad, precision

intermedia y reproducibilidad
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e Repetitividad que expresa la precision en las mismas condiciones de

funcionamiento durante un corto intervalo de tiempo.

e Precision intermedia que se expresa dentro de un mismo laboratorio, pero con

variaciones como diferentes dias, diferentes analistas, diferentes equipos, etc.

e Reproducibilidad que expresa la precision entre laboratorios (estudios en

colaboracion, por lo general se aplica a la estandarizacién de la metodologia).

La precision del método analitico se evalué mediante la repetitividad, aplicando el
método a un numero de muestras tomado de un lote homogéneo, por un mismo

analista bajo condiciones iguales como equipo, reactivo e intervalos de tiempo.

1.5.3.2 Exactitud 24

La exactitud expresa el grado de cercania entre el resultado obtenido por un método

analitico con el valor que se acepta como verdadero o un valor de referencia aceptado.

Segun la ICH en su guia de validacion de métodos analiticos la exactitud se puede
establecer mediante la aplicacién del procedimiento analitico a un material de referencia
0 un analito de pureza conocida, o por comparacion de los resultados obtenidos a partir

de un segundo procedimiento bien caracterizado de exactitud declarada o definida.

Para las pruebas de comparacion de los resultados tanto por el método propuesto como
con el método de referencia se procede con el estadistico de prueba t-student tomando
como hipétesis nula que los dos métodos proporcionen el mismo resultado. El criterio
de aceptacion sera si la t experimental es menor a la t tabulada, para (n-1) grados de
libertad y un nivel de confianza del 95 % 22,
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Donde primero se aplica la prueba de contraste F (ecuacion 7) para determinar

diferencias en las desviaciones estandares de los métodos debidos a errores aleatorios.

Se propone entonces la hipétesis nula Ho: 01%= 0,°

(7)

&

I
Q |Q
(N18] [AYN)

Con 0;%> 0,2

Grados de libertad: vi=ni-1  vo=ny-1

Si el valor de F experimental es menor al valor critico, entonces se puede decir que no

hay diferencia significativa entre las dos varianzas a un nivel del 5%.

Ahora para decidir si la diferencia entre los dos promedios es significativa, es decir para
contrastar la hipétesis nula Ho. X; = X, se calcula el estadistico t mediante la siguiente
ecuacion:

_ (- %)

= ©)
np np

Donde s se calcula a partir de la siguiente ecuacion

t

2 _ (n—Dsf+(my-1)s5
(n1+nz—-2)

S %)

teriica tendria (n1 + ny — 2) grados de libertad.

Si hay diferencia significativa entre las dos varianzas a un 95 %, entonces se procede

con la siguiente ecuacion para el estadistico de prueba



26

Xi— X
t = (x1— x2) (10)
2 2
s 5.2
ng ny
3.3
n n
Con grados de libertad = T (11)
51 2
(“%(“1—1) “%(“2—1)>

11.5.3.3 Sensibilidad !

La sensibilidad es una medida del factor de respuesta del instrumento como una

funcidén de la concentracion. Normalmente se mide como la pendiente de la curva de

calibracion.

11.5.3.4 Limite de deteccion 24

El limite de deteccién de un procedimiento analitico es la concentracion mas baja de
analito que pueda detectarse pero no necesariamente cuantificarse bajo las condiciones

experimentales establecidas

Son varias las formas de determinar el limite de deteccién, una de ellas es en base a la
desviacion estandar de la respuesta y la pendiente de la curva de calibracién utilizando

la siguiente expresion.
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LoD = 2= (12)

Donde

s= Desviacion estandar de la regresion lineal.

b = Valor de la pendiente de la curva de calibracion

11.5.3.5 Limite de cuantificacion !

El limite de cuantificacion de un procedimiento analitico es la cantidad méas baja de
analito en una muestra que se puede determinar cuantitativamente con una precision y

exactitud adecuada bajo las condiciones establecidas.

El limite de cuantificacion es un pardmetro de ensayos cuantitativos para compuestos a
bajos niveles en matrices de muestras, particularmente utilizado para la determinacién
de impurezas y / o productos de degradacion. Puede determinarse mediante la

siguiente ecuacion:

LOQ= == (13)

Donde
s= Desviacion estandar de la regresion lineal.

b = Valor de la pendiente de la curva de calibracion
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11.5.3.6 Linealidad !

La linealidad de un procedimiento analitico es su capacidad (dentro de un rango dado)
para obtener resultados que sean directamente proporcionales a la concentracion de

analito en la muestra.

Una relacion lineal se debe evaluar en toda la gama del procedimiento analitico. Puede
demostrarse directamente en la sustancia de farmaco (por dilucion de una solucion
madre de patrén) y / o pesadas separadas de mezclas sintéticas de los componentes

del producto farmacéutico usando el procedimiento propuesto.

La linealidad debe ser evaluada en principio por una inspeccion visual de una serie de
sefiales como una funcién de la concentracion de analito. Si hay una relacion lineal, los
resultados de las pruebas deben ser evaluados por métodos estadisticos apropiados,
por ejemplo, mediante el calculo de una regresion lineal por el método de los minimos
cuadrados. Los datos de la regresion lineal pueden proporcionar estimaciones
matematicas del grado de linealidad. El coeficiente de determinacion y la suma de los
cuadrados de los residuales se deben presentar ademas de la gréfica.

La ICH en su guia de validacion de métodos analiticos recomienda un minimo de 5

concentraciones para el establecimiento de la linealidad.

11.5.3.7 Rango

La ICH en su guia de validacion de métodos analiticos define como rango el intervalo
de concentraciones entre la concentracion superior e inferior de analito en la muestra,
incluyendo estas concentraciones, en la que se ha demostrado que el procedimiento

analitico tiene un nivel adecuado de linealidad.
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Para el analisis de un producto terminado (farmaco) la ICH recomienda un rango

minimos de 80 a 120 por ciento de la concentracion de ensayo.

1.5.3.8 Especificidad — selectividad [**

Algunas autoridades hacen la distincidbn entre especificidad y selectividad, estos
términos se refieren a la capacidad de evaluar, medir e identificar simultdneamente o
separadamente los analitos de interés de forma inequivoca sin interferencias de
impurezas, productos de degradacion, compuestos relacionados, excipientes u otras
sustancias presentes en la matriz de la muestra. La diferencia estd en que la
selectividad del método puede dar exactitud de resultados para todos los analitos de
interés, mientras que la especificidad esta referida a la exactitud de resultados para un

analito y otros de interés que pueden interferir uno con otros.

Los procedimientos utilizados para demostrar la especificidad dependeran del objetivo
pretendido por el procedimiento analitico. Resulta de gran utilidad contar con las
materias primas, subproductos de sintesis y productos de degradacién, ya que la
especificidad puede establecerse por adicién, en la que se agregan cantidades
conocidas (del farmaco o producto farmacéutico) con niveles adecuados de impurezas
y/o excipientes y la comparacion con muestras sin agregado.

Si no se dispone de impurezas o de los productos de degradacién puede demostrarse
la especificidad comparando los resultados de las pruebas de muestras que contengan
impurezas o productos de degradacion con los de un segundo procedimiento bien

caracterizado.
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Cuando no se cuenta con patrones de sustancias relacionadas son particularmente
utiles los estudios de degradacion forzada que consisten en la exposicion de la muestra
a una variedad de condiciones de estrés con el proposito de evaluar la presencia de
productos de degradacion. Las condiciones de estrés mas evaluadas son el
sometimiento de la muestra al calor, a la luz, a un medio acido, a un medio basico y a
ambientes oxidantes. Otras condiciones podrian evaluarse, dependiendo de la

naturaleza de la muestra

11.5.3.9 Robustez 24

La robustez de un procedimiento analitico es una medida de su capacidad para no ser

afectado por pequefias variaciones o modificaciones del método.

La evaluacion de la robustez va a depender del tipo de procedimiento en estudio, en
general algunas variaciones tipicas pueden ser la estabilidad de las soluciones

analiticas y el tiempo de extraccion.

Si las mediciones son susceptibles a variaciones en las condiciones analiticas, las
condiciones analiticas deben ser adecuadamente controlados o una declaracion de

precaucién deben ser incluidos en el procedimiento.

11.5.4 Caracteristicas de desempefio en la validacién

Las caracteristicas de desempefio que deben cumplir los procedimientos analiticos en
el proceso de validacion van desde determinaciones analiticas muy rigurosas hasta
evaluaciones subjetivas de atributos. Considerando esta amplia variedad es l6gico que

diferentes procedimientos de prueba requieran diferentes esquemas de validacion.
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A continuacion se presentan algunos compendios de validacion en donde se muestran

la clasificacion de estos esquemas.

I1.5.4.1 Compendio de validacién de métodos <1225> USP 37 %!

Segun el compendio de validacion de métodos <1225> USP 35-NF30, la validacién de
un método analitico es un proceso que establece mediante estudios de laboratorio que
las caracteristicas de desempefio de un procedimiento cumplan con los requisitos para

las aplicaciones analiticas previstas.

Las categorias mas comunes de pruebas que una validacion podria requerir son las

siguientes:

Categoria |: procedimientos analiticos para la cuantificacion de los componentes
principales de farmacos a granel o ingredientes activos en productos farmacéuticos

terminados.

Categoria II: Procedimientos analiticos para la determinacibn de impurezas en
farmacos a granel o productos de degradacion en productos farmacéuticos terminados.
También se utilizan para pruebas de verificacion de procesos de limpieza. Estos

métodos pueden subdividirse en dos: pruebas cuantitativas y pruebas de limite.

Categoria lll: procedimientos analiticos para la determinacion de las caracteristicas de

desempeiio.

Categoria IV: pruebas de identificacion.
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En la siguiente tabla se presentan los datos requeridos para cada una de las categorias

mencionadas:

Tabla 3. Datos requeridos para la validacion de métodos analiticos <1225> USP 37.

Caracteristicas ) Categoria ll ] ]
. Categoria — Categoria | Categoria
de desempeiio I Analisis Prueba " N
analitico cuantitativo limite
Exactitud Si Si * * No
Precision Si Si No Si No
Especificidad Si Si Si * Si
Limite de :
. No No Si * No
deteccion
Limite de .
o No Si No * No
cuantificacion
Linealidad Si Si No * No
Rango Si Si * * No

*pueden requerirse, dependiendo de la naturaleza de la prueba especifica
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1.5.4.2 Parametros requeridos para la validacién OMS, informe 32, anexo 5 [

En general los métodos empleados para el examen de los materiales farmacéuticos

pueden ser clasificados en forma amplia de la siguiente manera.

Clase A: pruebas destinadas a establecer identidad, ya sea de sustancias
farmacéuticas a granel o de un ingrediente en particular en una forma farmacéutica

acabada.

Clase B: métodos destinados a detectar y cuantificar impurezas en una sustancia

farmacéutica a granel o en una forma farmacéutica acabada.

Clase C: métodos empleados para determinar cuantitativamente la concentracion de
una sustancia farmacéutica a granel o de un ingrediente principal en una forma

farmacéutica acabada.

Clase D: métodos empleados para evaluar las caracteristicas de las formas
farmacéuticas acabadas, tales como perfiles de disolucion y uniformidad del contenido.

En la siguiente tabla, se representan las pautas referentes a las caracteristicas que son
pertinentes en cada caso. A pesar de estas generalizaciones, sin duda habra
ocasiones en las que ciertas caracteristicas descritas como no necesarias si lo son y

viceversa.
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Tabla 4. Caracteristicas a considerar para los diferentes tipos de procedimientos

analiticos. OMS informe 32, anexo 5.

C

B B D
A Cuantitativas
Limite Limite Caracteristicas
Parametro Identificacion o S producto
cuantitativa cualitativa )
terminado
Exactitud No Si No Si Si
Precision No Si No Si Si
Robustez Si Si Si Si Si
Linealidad e No si No si Si
intervalo
I,Especifi.ci‘dad S S S S S
0 selectividad
Limite de si No si No No
deteccion
Limite de No Si No No No

cuantificacion
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11.5.4.3 Guia de validacion de procedimientos analiticos, conferencia internacional
de armonizacién (ICH) 2

La validacion de los procedimientos analiticos se dirige a los cuatro procedimientos

analiticos mas comunes.

Pruebas de identificacion: estan destinadas a garantizar la identidad de un analito en
una muestra. Esto se consigue normalmente mediante la comparacion de una

propiedad de la muestra.

Pruebas cuantitativas y de limite para el contenido de impurezas: estas pruebas
pueden ser pruebas cuantitativas o una prueba de limite para la impureza en una
muestra con las cuales se pretende reflejar con precision las caracteristicas de pureza

de la muestra.

Se requieren diferentes caracteristicas de validacion de una prueba cuantitativa que

para un ensayo limite.

Pruebas cuantitativas de la fraccion activa en las muestras de sustancia de
farmaco o producto farmacéutico u otro componente seleccionado en el producto
de farmacos: estos procedimientos estan destinados a medir el analito presente en
una muestra dada. El ensayo representa una medicion cuantitativa del componente

principal (s) en la sustancia de farmaco.
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Tabla 5. Caracteristicas a considerar para la validacion de métodos analiticos, ICH

Q2A.
Tipo de Test de impurezas En?jgé/o
procedimiento o Medida
analitico Identificacion disolucioén
o Cuantitativo Test Limite Contenido/
Caracteristicas potencia
Exactitud No Si No Si
Precision
Repetlttl\{lldad No Si No Sj
Precision _ )
intermedia No Si (1) No Si (1)
Especificidad (2) Si Si Si Si
Limite de No No (3) si No
deteccion
Limite de No Si No
cuantificacion No
Linealidad No Si No Si
Rango No Si No Si

(1) Si se hace reproducibilidad, no es necesario precision intermedia

(2) La especificidad de un procedimiento analitico puede ser compensada con soporte

de otros procedimientos operativos estandar (POES) analiticos.

(3) Puede ser necesario en algunos casos.
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[ll. ANTECEDENTES

.1 Farmacopea de Estados Unidos. USP 37 (2012) 12
La USP 37 describe el andlisis para determinar la cantidad de besilato de amlodipina
en tableas. Esta determinacion consiste en un analisis por cromatografia liquida de alta

eficiencia HPLC.

A continuacion se presentan las condiciones analiticas recomendadas en esta

monografia.

HPLC:

Buffer: 7 mL de trietilamina en 1L de agua, ajustado con acido fosférico a pH de 3,0.

Fase mévil: metanol: acetonitrilo: buffer en una proporciéon de 35:15:50

Solucién estandar: 0,02 mg/mL de amlodipina preparada del besilato de amlodipina

estandar disuelto en fase movil.

Solucion madre de la muestra: colocar 5 tabletas en un balén aforado de 500 mL,
colocar unos 300 mL y llevar a agitacion mecanica por 30 minutos, diluir con fase movil
al volumen y mezclar bien.

Detector: UV 237 nm.

Columna: 3,9 mm x 15 cm; relleno L1 de 5 p (columna C18 Octametilsilano).
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Flujo: 1 mL/min.
Volumen de inyeccion: 50 L.
Resolucion: méas del 8,5 entre amlodipina y el compuesto relacionado a amlodipina

Desviacion estandar relativa:
Menos del 1 % de amlodipina para el compuesto estandar y menos del 5 % de

amlodipina para el compuesto relacionado.

Criterio de aceptacion: entre 90 % y 110 % de la cantidad declarada de amlodipina.

111.2 Abdel A, Gazy K (2003) [?°!

Desarrollaron un método para determinar besilato de amlodipina en comprimidos y
fluidos bioloégicos por adsorcion sobre electrodos de carbon vitreo mediante
voltaperometria de redisoluciéon anddica. Los estudios de voltametria ciclica indican la
oxidacion de besilato de amlodipina (que puede atribuirse a la oxidacién de 1,4-
dihidropiridina, para dar el correspondiente derivado de piridina) sobre la superficie del
electrodo a través de un solo paso irreversible de dos electrones fundamentalmente
controlada por adsorcion. Se utilizé un sistema de tres electrodos que consistian en
electrodo de disco rotatorio como electrodo de trabajo (diametro: 2 mm = 0,1) de
carbono vitreo, electrodo de referencia Ag / AgCl / KCI saturado y un alambre de
platino como electrodo auxiliar. Todas las mediciones se llevaron a cabo a temperatura

ambiente.

El estandar de besilato de amlodipina se obtuvo de Pfizer Co. Las muestras de tabletas

de besilato de amlodipina (Norvasc® de 10 mg) se obtuvieron del mercado local. La
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solucion madre de besilato de amlodipina de 1 x 10° M, se preparé en metanol al
10 %. Las soluciones diluidas eran preparadas a diario por dilucion exacta con agua
desionizada justo antes de su uso, protegidas de la luz. Todos los productos quimicos
utilizados fueron de grado Analitico y todas las soluciones se prepararon con agua
destilada. La acumulacién de besilato de amlodipina en el electrodo de trabajo se llevo
a cabo bajo agitacion a 1600 rmp, por un tiempo seleccionado de 180 s, realizando la
limpieza del electrodo antes de cada medida. Para el analisis de las muestras de
Norvasc®, se pesaron veinte tabletas y se pulverizaron hasta obtener un polvo fino, se
pesO una porcién equivalente a 10 mg de besilato de amlodipina, y se transfirié a un
balon aforado de 100 mL disolviéndose en 80 mL de metanol/ agua (1:10) se llevo a
ultrasonido por 30 minutos y luego se completd el aforo con el solvente, la solucién se
filtr6 y se tomaron una medida exacta del filtrado para preparar una solucién diluida con
agua desionizada de aproximadamente 1 x10* M de besilato de amlodipina. Una
alicuota fue transferida a una célula con 10 ml de solucién bufer a un pH igual a 11 para
producir una concentracion final de 1 x 10°® M de besilato de amlodipina. Se obtuvo el
voltamograma y el contenido nominal de las tabletas se pudo determinar por la curva de
calibracion o de la correspondiente ecuacion de regresion. El Besilato de amlodipina dio
un pico de oxidaciéon de adsorcion sensible a 0,510 V (frente a Ag / AgCl), que se utilizd
para determinar besilato de amlodipina en el rango de 4,0 x 10% a 2,0 x 10°® M con un

limite de deteccién de 1,4 x 10 M.

La precision de la determinacion de besilato de amlodipina se determind mediante la
medicién sucesiva de siete soluciones de 1 x 107 M de besilato de amlodipina. La
desviacion estandar relativa (RSD) fue de 1,70 %. Para estimar la reproducibilidad de la
respuesta del electrodo seis concentraciones repetidas se ensayaron a unas
concentraciones de 7,0 x 107 9,0 x 107; 1,0 x 10® y 2,0 x 10° M de besilato de
amlodipina. Los valores medios de corriente obtenidos fueron de 3,23 = 0,0007; 3,85 %
0,006; 4,59 + 0,0008 y 7,99 £+ 0,013 pA, respectivamente. La precision de estas

mediciones se expresa por la relacion desviaciones estandar de 0,22; 0,16; 0,17 y 0,16
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respectivamente. El efecto de la velocidad de barrido (v) en el pico de corriente (ip) se
examin6 de 50 a 400 mVs™, con un grafico de log ip frente v, dando una linea recta que
podria expresarse por la ecuacion: log ip = 0,924 v registro - 1,382 (R = 0.997, n = 7).
La pendiente que se obtuvo es cercana al valor esperado teéricamente de 1,0 para una
reaccion ideal de la superficie de las especies. El procedimiento fue aplicado con éxito
para el ensayo de besilato de amlodipina en comprimidos (Norvasc)®. Las

recuperaciones medias porcentuales fueron 96,31 + 1,18 %.

I1I.3 Basavaiah K y colaboradores (2005) [?®

Desarrollaron dos procedimientos de analisis basados en la espectrofotometria UV-Vis
y por HPLC para la determinacion de besilato de amlodipina en formulaciones
farmacéuticas. EI método espectrofotométrico se basé en la bromacién de besilato de
amlodipina con un exceso conocido en una mezcla de bromato de bromuro en medio
acido seguido por la determinacion de los excedentes de bromo por la reaccién con

amarillo de metanilo, midiendo la absorbancia a 530 nm.

La determinaciéon por HPLC se llevo a cabo en una columna C18 de fase inversa
usando acido ortofosférico 0,1 % (pH 3): acetonitrilo en una proporcion de 20:80 a un

caudal de 1,0 mL/ min con deteccién por espectrofotometria UV a 238 nm.

Para las muestras se utilizaron dos formulaciones comerciales Amlopres (2,5 mg, 5,0
mg y 10,0 mg, comercializados por Cipla India Ltd) y Amlocor (2,5 mg, 5,0 mgy 10,0 mg
comercializados por Torrent Droga y Chemicals Ltd., India), Para las soluciones
patrones se obtuvo un estandar certificado de besilato de amlodipina de Cipla Ltd. India,
Mumbai, India.

A continuacion se describe el método espectrofotométrico:
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Las medidas espectrofotométricas se obtuvieron con un espectrometro de doble haz,
con celdas de cuarzo de 1 cm. Las soluciones a utilizar se prepararon de la siguiente
manera: Una mezcla de bromato de bromuro equivalente a 1,500 ug / mL KBrOs y
20000 pg / mL de KBr, fue preparado disolviendo 0,150 g de KBrO3; y 2,0 g de KBr en
agua hasta 100 mL en un balon aforado, luego se diluyé para obtener una
concentracion de trabajo de 30 ug / mL con respecto a KBrOs. El amarillo de metanilo
se prepar6 disolviendo 56,3 mg del colorante en agua y se diluyé a 100 mL en un balon
aforado, se diluy6 10 veces para obtener una concentracion de trabajo de 40 ug / mL. El
acido clorhidrico (HCI 5 M) se prepar6 diluyendo 111,0 mL de acido concentrado a 250
mL con agua. La solucion patrén de besilato de amlodipina se prepar6é disolviendo 25
mg en 10 ml de acido acético glacial y se llevdo hasta 100 ml con agua en un balén

aforado, luego se diluyo para obtener una concentracion de 25 ug / mL.

Para la curva de calibracion se tomaron una serie de balones aforados de 10 mL en los
gue se colocaron alicuotas de 0,5 a 3,0 mL de besilato de amlodipina de 25 ug / mL ,
se afiadieron 2 mL de agua, 2 mL de HCI 5 M seguido de 1mL de solucion de bromato,
se agitaron y se dejaron en reposo durante 10 minutos con agitaciébn ocasional, a
continuacion 1 mL de soluciébn de amarillo de metanilo se afadi6 a cada frasco
completando el volumen con agua, se agitdé y la absorbancia de cada solucion se midio
a 530 nm contra un blanco de reactivo con un tiempo de reposo de 5 minutos. La
curva de calibracion se traz6 en funcién de la absorbancia frente a la concentracion de
farmaco. El procedimiento para las Tabletas fue el siguiente, se tomaron veinte
comprimidos los cuales se pesaron y pulverizaron. Se pesé una cantidad equivalente a
25 mg de besilato de amlodipina, se colocaron en un matraz aforado de 100 mL con 10
mL acido acético glacial y 40 mL de agua, se agitd aproximadamente por 20 minutos. El
volumen se diluyé hasta el aforo con agua, se agitdé y se filtro utilizando un papel de
fitro No. 42. El filtrado se diluyé 10 veces y una alicuota adecuada se analiz6 por

espectrofotometria.
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La Ley de Beer-Lambert se cumplié sobre el rango de concentracién de 1,25 a 7,50
pMg/mL. La ecuacién de regresion fue la siguiente A = 2.3x10-3 + 0,063 C (r = 0,9975, n
= 6) donde A es la absorbancia y C es la concentracion en pyg / mL. Los limites de
deteccidn y cuantificacion fueron calculados a partir de la desviacion estandar de las
mediciones de absorbancia de una serie de siete soluciones en blanco, encontrando los

valores de 0,17 ug / mL y 0,56 ug / mL, respectivamente.

El método de HPLC presentd las siguientes condiciones de analisis:

El sistema de cromatografia consistio en un cromatégrafo equipado con un
desgasificador, bomba cuaternaria, detector de matriz de fotodiodos con inyeccion
variable y muestreador automatico y una columna de fase invertida de 5 um C18 (250 x
4,6 mm).

Las soluciones a utilizar se prepararon a partir de reactivos grado HPLC, y con agua
destilada filtrada con filtro de 0,45 uym. Las soluciones fueron: Solucién de &cido
ortofosférico 0,1 %, la cual se prepar6é afladiendo 1 mL del &cido a 1 litro de agua,
ajustando el pH a 3,0 con trietilamina, se filtr6 a través de un filtro de 0,45 ym. La
solucion diluyente se preparé mezclando acetonitrilo y agua en una proporcion de
60:40. La fase movil utilizada constaba de acido ortofosforico 0,1% (pH = 3) vy

acetonitrilo en proporcién de 20:80.

La solucion estandar equivalente a 302 pg / mL de besilato de amlodipina se prepar6
disolviendo 30,2 mg del estandar con la solucion diluyente y luego con la misma se
completdé hasta el aforo. Para la curva de calibracion se prepararon soluciones
estandar de 7,55 a 241,6 ug/ mL. La separacion se realizd a temperatura ambiente en
una columna C18 de 5 uym de fase inversa (250 x 4.6 mm) usando una fase movil
compuesta por 0,1 % acido ortofosférico (pH 3) - acetonitrilo (20:80) a un flujo de 1,0 mL

/ min. La longitud de onda del detector fue 238 nm. Alicuotas de 20 uL de cada
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solucién se inyectaron automaticamente a la columna por duplicado y se registraron los
cromatogramas. La curva de calibracion fue realizada por el trazado de la media del
area de pico frente a la concentracion de besilato de amlodipina. Para el tratamiento de
las muestras se pesaron una cantidad de tabletas equivalentes a 30 mg de besilato de
amlodipina, se colocaron en un matraz de 100 mL junto con 60 mL de la solucion
diluyente agitando durante 20 minutos, se llevo al aforo y se mezcld bien. Se tomaron
aproximadamente 10 mL de esta solucion, se filtré a través de un filtro de 0,2 ym para
garantizar la ausencia de particulas. La solucidn filtrada se diluyé apropiadamente con
la solucion diluyente para el andlisis. Bajo las condiciones experimentales descritas el
area de pico de la concentracion dio una relacion lineal (r = 0,9999) sobre un rango de
concentracion de 7,55 a 241,6 ug / mL. Usando analisis de regresion, se obtuvo la
ecuacion lineal Y = 2,79 + 34X donde Y es el area del pico media y X es la
concentracion en pg / mL. Los limites de deteccién y cuantificacion calculados fueron

de 1,51 ug/ mLy 3,02 yg / mL, respectivamente.

Para determinar la exactitud y la precision de los métodos, tres soluciones de diferentes
concentraciones de besilato de amlodipina fueron analizadas en siete repeticiones, el
error relativo fue menor al 3 % y es indicativo de una buena precision. El coeficiente de
variacion fue de < 1,5 % y el intervalo de error de < 1,5 % a un nivel de confianza del
95 %. La precision fue establecida por realizar analisis en un periodo de cinco dias
preparando las soluciones cada dia. Los valores para el coeficiente de variacién fueron
menores a 2,3 % para el método espectrofotométrico. Los valores basados en el area

del pico y en el tiempo de retencién para HPLC fueron de 3,2 y 1,8 % respectivamente.
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Il.4 Bunaciu Andrei y colaboradores (2006) 2"

Desarrollaron un método por espectrometria FT-IR para la medicion de acido
acetilsalicilico en diferentes farmacos, el método se realizd con el estandar de acido
acetilsalicilico (proporcionado por Leiner Health Prod.Inc. Carson, CA, EE.UU) y tres
formulaciones comerciales que son: Bufferin (con 325 mg de acido acetilsalicilico por
comprimido), AGGREX (con 75 mg de acido acetilsalicilico por comprimido) y Europirint
(con 500 mg de acido acetilsalicilico por tableta), para el analisis quimiométrico se uso
la Ley de Beer, PCR+ (regresién de componentes principales) y por PLS (minimos
cuadrados parciales). La adquisicibn de datos se realiz6 con un sistema
espectroscopico FTIR equipado para Windows V.5.01 (Spectrum 100). Los espectros se
registraron entre 4000 y 350 cm™, con un promedio de 64 barridos para cada espectro
con una resolucién de 4 cm™, con un detector DTGS a partir de muestras preparadas
mediante la compresion de 2,0 mg de muestra del farmaco con Bromuro de potasio KBr
grado espectral, frente a un fondo de KBr. Para la calibracion se realizaron patrones de

pastillas de KBr con 0,5 mg; 1,0 mg; 1,5 mg y 2,0 mg del farmaco.

También se registraron espectros por FTIR ATR entre 4000 y 650 cm™, con un
promedio de 32 barridos para cada espectro con un spectrum 100 Universal Diamond

con cristal de ZnSe, en donde se comprime la muestra contra el cristal.

Como resultado no se encontraron diferencias significativas en la region de la huella
dactilar de los espectros obtenidos por las pastillas de KBr en espectroscopia FTIR y
por el método de FTIR ATR. Por la Ley de Beer se realizé la medicidon cuantitativa de
acido acetilsalicilico a 160549 cm™, con una curva de calibracion de
A = 15,51m - 1,2132 (mg de acido acetilsalicilico). Con coeficiente de correlacion de

0,9886 y coeficiente de variacibn menor a 5 %.
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111.5 Golcli A, Yuicesoy C (2006) 122

Desarrollaron un método por espectrofotometria UV-VIS para la estimacion cuantitativa
de besilato de amlodipina, mediante la formacién de un complejo coloreado entre la
amlodipina y el azul de bromofenol a un pH de 3,2. La formulacion comercial
(Norvasc® tabletas de 10 mg) y el patrén de besilato de amlodipina utilizados fueron
proporcionados por Pfizer Pharm. Co., Estambul, Turquia. Las soluciones utilizadas se
prepararon de la siguiente manera: la Solucion de reactivo se preparé disolviendo
167,5 mg de azul de bromofenol (BPB) en 10 mL de etanol, se diluyeron a 100 mL con
agua destilada para una concentracion de 0,0025 M. la solucion bufer se preparé con
acido acético 0,1 M y acetato de sodio 0,1 M en una proporcion de 3:9. Para la solucién
patrén de besilato de amlodipina se pesaron 50 mg y se disolvieron en un balén aforado
de 100 mL con 5 mL de etanol y 10 mL de agua, la mezcla se agité hasta disolver el
besilato de amlodipina por completo. A continuacion, la solucién se diluy6 hasta 100 mL
con agua para obtener una concentracion de 500 pg/mL. Para la curva de calibracion se
prepararon soluciones transfiriendo de 0,2 a 1,0 mL de solucién patrén a tubos de
ensayo de 25 mL con tapa en los que se afadieron 1,0 mL de solucién buffer y 1,0 mL
de solucién de BPB, luego de agitar por 5 minutos, se afiadieron en cada tubo 15 mL de
cloroformo para la extraccion del complejo coloreado, luego de agitar y dejar reposar
para la separacion de las capas, La absorbancia de la fase de cloroformo se midi6 a
414 nm con un espectrofotometro de UV- Visible de doble haz frente al blanco, la
linealidad fue observada en un rango de concentracion de 6 a 30 ug / mL con un
coeficiente de correlacion de 0,9997. Para el andlisis de la muestra se tomaron veinte
comprimidos, se pesaron y se pulverizaron hasta obtener un polvo fino. Se pesaron
una cantidad equivalente a 50 mg de besilato de amlodipina, se transfirieron a un balén
de 100 mL con 5 mL de etanol y 50 mL de agua, se agité por 10 minutos, y se filtro a un
segundo matraz aforado de 100 mL, diluyendo con agua destilada. Se tomaron 0,4 mL
y se realizo el procedimiento descrito para las soluciones patrones. El porcentaje de

recuperacion fue de 100,7 % con un coeficiente de variacion de 1,24 %.
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111.6 Nilesh Jain y colaboradores (2010) 2

Desarrollaron un método por espectrofotometria UV-Visible para la estimacion
cuantitativa de besilato de amlodipina a granel y en sus formulas comerciales mediante
el uso de una solucion 2 M de acetato de sodio como agente hidrotrépico. La solucion
patron fue preparada pesando 100 mg de besilato de amlodipina (estandar de
referencia proporcionado por Laboratorios Matrix- Mumbai, India), se transfiri6 a un
matraz aforado de 100 mL con 10 mL de acetato de sodio, se llevé a agitacion por 10
min y se complet6 el aforo con agua destilada, obteniendo una concentracion final de
1000 pg / mL. La absorbancia de estas soluciones se midi6 a 365 nm con un
espectrometro de UV- Vis de doble haz frente al blanco, la linealidad fue observada en
un rango de concentracion de 50 a 250 ug / L con un coeficiente de correlacion de
0,9998. Tres formulaciones comerciales fueron seleccionadas para el analisis, tomando
20 tabletas de cada una, se pesaron y se pulverizaron hasta un polvo fino. Se pesé una
cantidad equivalente a 10 mg de besilato de amlodipina, se transfirié a un matraz
aforado de 100 mL con 10 mL de acetato de sodio 2 M, se agitdé por diez minutos, se
completé el aforo con agua destilada. La solucion resultante se filtré con papel de filtro
namero 41, haciendo las diluciones pertinentes para el analisis. Se midié la absorbancia
de la solucion de la muestra y se determind la cantidad de besilato de amlodipina,
utilizando la curva de calibracion. Los estudios de recuperacidon se realizaron mediante
la adicion de una cantidad definida del farmaco utilizando una solucion pre-analizada de
las tabletas, esto se realizd6 en dos formas: mediante la adicién de una cantidad fija de
solucién del estandar para una dilucién final, variando la concentracién final de la
solucién de la tableta. La otra forma fue mediante la variacién de la cantidad de la
solucién del estandar afiadida a la dilucion final de manera de mantener la
concentracion de la muestra constante. El porcentaje de recuperacion medio obtenido
fue de 97,84 a 100,16 %.
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Il.7 Ravi Prasad P y colaboradores (2014)

Desarrollaron un método para la cuantificacion de besilato de amlodipina en tabletas
utilizando la técnica de FTIR. El estandar de referencia fue suministrado por M/S Dr
Reddy’s Laboratories, Hyderabad. Las formulaciones comerciales fueron Amlong 2,5
mg y 5,0 mg. Para la construccién de la curva de calibracién se realizaron pastillas
comprimidas de besilato de amlodipina estandar con bromuro de potasio (KBr grado
espectral). Se midi6 la absorbancia a 1676 cm™ correspondiente al pico del grupo
carbonilo en un rango de concentracion de 0,2 mg a 0,49 mg obteniendo un coeficiente
de correlacion de 0,9986. Los limites de deteccion y cuantificacion fueron de 0,001 mg
y 0,032 mg respectivamente. Se tomaron 10 tabletas de cada formulacién, se pesaron y
se molieron hasta obtener un polvo fino. Cantidades conocidas equivalentes a la
concentracion del farmaco en el rango de calibracion se comprimieron en 4 pastillas con
KBr, registrando su espectro en condiciones normales al igual que con el estandar.
Para validar el método por su precision, reproducibilidad e interferencia con los
excipientes de la formulacién se realizé un estudio de recuperacién donde una cantidad
conocida del estandar se afiadi6 a un comprimido pre-analizado en dos niveles de
concentracion 50 % y 100 %, analizando por el método propuesto. Obteniendo un nivel

de recuperacion mayor al 98 % y un coeficiente de variacibn menor a 2 %.

1.8 Cozar Oy colaboradores (2009) 13!

En este trabajo se presenta una investigacion experimental (FT-IR, FT-Raman y RMN) y
tedrica del besilato de amlodipina con el objetivo de obtener informacién acerca de la
estructura molecular y electrénica de este compuesto. El estudio tedrico se realizé por
meétodos de la teoria del funcional de la densidad o DFT por sus siglas en inglés, que es
uno de los estudios mas utilizados en los céalculos cuanticos de la estructura electronica

de la materia.
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El espectro FT-IR registr6 a temperatura ambiente en un espectrometro convencional
Equinox 55 (Bruker) equipado con un detector InGaAs, las muestras se prepararon en

pastillas con KBr (Merc Uvasol).

Los espectros de FT-Raman se registraron en una geometria de retrodispersion con un
espectrofotometro Bruker equipado con un accesorio Raman modelo FRA 106/S, en la
regién de 500-4000 cm-1 y 100-4000 cm-1 con una resolucién de 4 cm™. Para la
excitacion de las muestras se utilizd una fuente de excitacion laser Nd:YAG con emision
de radiacion de longitud de onda de 1064 nm, con potencia medida en la posicién de la

muestra de 300 mW.

El espectro de RMN de 'H y 'C se registraron a temperatura ambiente en un
espectrémetro Bruker Avance espectrometro de RMN que opera a 500 MHz para 'H y
13C 125,76 MHz para (TMS patrén interno). Las muestras se prepararon mediante la
disolucién en DMSO-dg (sefial para *H a 2,512 ppm y a 39,476 ppm para 3C). los
espectros fueron registrados usando un solo pulso de excitacién de 10.1 ps para *Hy 8

us para *C. La sefial FID fue adquirida a 128 veces para *H y 2048 veces para *C.

La optimizacion de la geometria molecular y calculos de los espectros vibracionales
fueron realizados con el paquete de software de Gauss 03W mediante el uso de
métodos DFT con funcionales B3LYP y BLYP. EIl funcional B3LYP ha demostrado
funcionar muy bien para predecir una gran variedad de propiedades moleculares.
Mientras que BLYP ha demostrado ser util para el calculo de nameros de ondas de
vibracion. Para estos calculos se utilizo la base de datos 6-31G y una escala uniforme
de numeros de onda calculados. Las geometrias fueron completamente optimizados sin
ninguna restriccion con la ayuda de un procedimiento de gradiente analitico
implementado dentro del programa Gaussian 03W. la asignacién de los modos
vibracionales se realizaron por inspeccién visual de los modos utilizando el programa

GaussView (Gaussian Inc.) y el programa Molekel.
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La desviacion media de los célculos en la reproduccién de todos los espectros Raman y
FT-IR por B3LYP / 6-31G fue de 7.7 y 6.0 cm™ respectivamente. El espectro de *H RMN
experimental de besilato de amlodipina se reprodujo con éxito por céalculos tedricos DFT
de los tensores de blindaje magnético nuclear, utilizando el método GIAO. El potencial
molecular electrostatico de la molécula se calcul6 y se utilizé para predecir los posibles
sitios para el ataque electrofilico.

En este trabajo se concluye lo siguiente:

La energia de interaccion calculada entre el ion NH3" y el ani6n bencenosulfonato es
de -466,7 kJ / mol, energia comparable a las interacciones aniones-cationes en liquidos

idnicos.

Los espectros FTIR y FT Raman han sido asignados basados en los calculos con
B3LYP/6-31G y BLYP/6-31G, las bandas caracteristicas del besilato de amlodipina en
los espectros vibracionales han sido muy bien reproducidas por los calculos
confirmando la forma de sal para este compuesto. Las bandas caracteristicas mas
importantes que son v (NHz"), vs (NH3z"), & (NH3"), u (NHs"), v (C=0) y Vas (SO3 ) son las

bandas mas intensas en el espectro FTIR.

Los espectros RMN de *H y *C sugieren que la estructura molecular de besilato de
amlodipina en fase liquida es muy similar a la del estado sélido. Por otra parte,
especialmente en los datos registrados de RMN para *H se confirma la presencia del
grupo cargado NHs".

El potencial electrostatico calculado indica que el sitio mas susceptible en la molécula
para el ataque electrofilico de metales de coordinacion son los atomos de oxigeno 14 y
24 (ver figura 5). Mientras que el sitio mas probable que podria estar involucrado en un

proceso nucleofilico seria en los grupos amino y metileno.
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() Hydrogen
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. Oxygen
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Figura 5. Optimizacion computacional de la estructura molecular con esquema de

enumeracion de atomos de besilato de amlodipina =
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experimentalmente por FTIR frente a un espectro por simulacion.
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Tabla 6. Extracto de Asignacion de los modos vibracionales de besilato de amlodipina a

las bandas de absorcion experimentales y calculadas

Experimental Calculada
-1 FT-Raman NUumero de onda . .
FT-IR (cm™) (cm™) reportado (cm™) Asignaciones
3481 v (NH3)
3300 3376 vas (NH3)
3069 3067 3084 vas (CH anillo3)
3020 3011 vas (C22H3)
3001 2991 vas (C21H2) + vas (C22Hs3)
2948 2949 2946 vs (C22H3)
1699 1695 1709 v (C13014)
1675 1681 v (C18019)
1653 1650 1624 v (CC ring2) + & (N10H)
1616 1615 1623 das (NH3)
1588 1595 vas (CC anillo 2) + 5(N10H)
1570 1569 1581 v (CC anillo 3)
1496 1494 1475 8 (NH) + ip. anillo 2 def. + § (CH2)
1470 1466 1469 Sas (C16H3) + das (C17H3)
1445 1446 1442 das (C17H3)
1432 1434 das (CH3)
1384 1382 1391 u (CH3)
1365 1364 1365 w (C21H2) + u (C22H3)
1328 1315 5 (C7H) + w (CH2) + w (CHs)
1304 1302 1303 ip. anillo 2 def. + w (C21H2)
1265 1270 1265 w (NHs) + t (C25H2) + w (C26H2)
1206 1206 1206 vas (S03) + & (C7TH) + p (NHs)
1159 1158 v (C1CT7) + 5 (CH anillo 1)
1125 1125 1128 vas (C25024C23) + W (CHz2)+p (NH3)
1114 1111 w (C22Hs) + vas (C18020C21)
1092 1091 1086 vs (SO3) + ip. anillo 3 def.
1048 1052 1041 vas (C25C26N27) + w (NHs) + vas (SO3)
1034 1034 1036 Anillo 1 breathing + & (CH anillo 1)
1017 1014 & (CCC ring3) + & (CH ring3)
997 997 998 v (CH ring3)
869 875 866 v (CH ringl) + & (OCO)
838 837 844 Anillo 1 breathing +v(C1C7)
813 818 819 p(C21H2)+t(C22Hs)
792 788 791 ip. ringl def.+ip. ring2 def.
754 755 766 v(CH ring3)
729 728 727 8(CCC ring3)+v(S60C54)
707 705 714 v(CCI)+8(CCC ringl)
689 701 v(CH ring3)
N10H)+ring2 def.+y(CH
667 669 673 B ring;)1)+v\$’(C17H3;{(




Dénde:

v- vibracion de tension

vs- vibracion de tension simétrica
vas- vibracion de tension asimétrica
d- flexion en el plano- tijereteo

p- flexion en el plano- balanceo

o- flexion fuera del plano

t- torsién

1- balanceo

y- fexion fuera del plano

def.- deformacion

ip.- en el plano

oop.- fuera del plano

anillo 1: anillo de benceno (C1-C6);
anillo 2: anillo de piridina

anillo 3: anillo de benceno (C54-C59)
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IV. JUSTIFICACION

El besilato de amlodipina es un farmaco de primera eleccién para el tratamiento de la
hipertension arterial, por lo que esta disponible en el mercado venezolano bajo diversas
marcas comerciales, produce un efecto vasodilatador arterial periférico y con ello un
efecto antihipertensivo que se inicia de forma gradual, con menos efectos secundarios,

permitiendo un control de la presion arterial durante 24 horas con una sola dosis.

Se ha reportado oficialmente el método por HPLC (USP) para la estimacion de besilato
de amlodipina, sin embargo, con la revision de la literatura, se ha encontrado indicios
sobre el desarrollo de un método de andlisis alternativo para la estimacion de este
farmaco por espectroscopia de FTIR, como en el trabajo de Ravi Prasad P, y sobre el
desarrollo de métodos de andlisis de medicamentos por FTIR con ATR como se
presenta en el trabajo de Bunaciu Andrei en el desarrollo de un método para la

determinacién de acido acetilsalicilico por dicha técnica.

En este trabajo se propone un método alternativo por espectroscopia FTIR con ATR
reproducible, mas simple y rapido, de bajo costo y menos contaminante que pudiera
emplearse con éxito en andlisis de rutina para el control de calidad de besilato de

amlodipina en tabletas o comprimidos.
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V. OBJETIVOS

V.1 Objetivo General

Desarrollar y validar una metodologia analitica para la determinacion de besilato de

amlodipina en tabletas utilizando la técnica espectroscopica de FTIR-ATR

V.2 Objetivos Especificos

e Desarrollar una metodologia para el andlisis de besilato de amlodipina por

FTIR ATR, que sea mas sencilla y econdmica que las reportadas en la literatura.

e Evaluar las figuras de mérito y validar la metodologia desarrollada con exigencias
de linealidad, exactitud, precision, selectividad, Ilimite de deteccién vy

cuantificacion.

e Comparar la metodologia oficial (USP 37) con la metodologia propuesta

mediante pruebas de contraste de significacion.
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VI. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

VI.1 EQUIPOS

VI.1.1

Equipo FTIR

Para la determinaciéon de besilato de amlodipina por espectrofotometria FTIR con ATR,

se utilizd un Espectrometro de Thermo Electron Corporation, Modelo Nicolet 380 FT-IR,

con software Omnic®

VI.1.2

Equipo de HPLC

Para la determinacion de besilato de amlodipina por la metodologia oficial se utilizd un

cromatdgrafo liquido de alta eficiencia de la casa comercial Waters ® conformado por:

Bomba, modelo waters 600E de System Controller.

Inyector automuestrador, modelo waters 717 de Plus Autosampler.

Detector de arreglo de diodos, modelo waters 996 Photodiodo de Array Detector.
Software Millenium 32°,

Columna Terra® RP 18 5 um, 3,9 x 150 mm.

Otros instrumentos

Balanza analitica digital, Mettler Toledo, modelo AG 245.
Balanza analitica digital, Adventurer OHAUS cap. Max. 310 g.
Balanza analitica digital, Adventurer OHAUS cap. Max. 210 g.
pH meter, Orion 420 A+ de Thermo electron Corporation.

Membranas de filtracion de nylon de 0,45 um, millipore.
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¢ Membranas de filtracion de nylon de 0,2 um, Sartdon polyamid.

e Bafio de ultrasonido, Sonicor, modelo SC 200.

e Vortex Genie 2 DAIGGER.

e Vortex Mixer model VM-1000. Digisystem Laboratory Instruments INC.

e Centrifuga.

V1.2 REACTIVOS

VI.2.1 Patréon de referencia

Se utiliz6 una sal de besilato de amlodipina de referencia proporcionado por un
laboratorio farmacéutico con las siguientes caracteristicas:

Expiracion: 08-2015

Valoracion (entre 97,0 y 102,0 %) = 100,9 % (Valorado con respecto a un patron de
Amlodipina Besilato USP, lote: H01102)

VI1.2.2 Muestras

Las muestras consistieron en 2 formulaciones comerciales de Besilato de Amlodipina,

de 10 mg de principio activo, de origen nacional.

e Muestra comercial 1 (genérico de marca) que se utiliz6 como material de
referencia interno para la validacion del método.
e Muestra comercial 2 (genérico) en la que se aplico la metodologia validada en el

analisis de besilato de amlodipina en tabletas.
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VI1.2.3 Solventes

VI.2.3.1 Solventes para FTIR ATR

Metanol de Riedel-de Haén, grado analitico

VI.2.3.2 Solventes para cromatografia HPLC

¢ Metanol grado HPLC. Mallinckrodt

e Acetonitrilo grado HPLC. Mallinckrodt

e Acido o-Fosférico al 85%. Fisher Scientific

e Trietilamina grado HPLC. Scharlau

e Agua Destilada. Destilador Cascada Ro Waters (Pall corporation).

e Agua 18 mQ. Ultrapurificador de agua Barnstead (Nanopure).

VI.3 DESARROLLO Y VALIDACION DE LA METODOLOGIA ANALITICA

VI.3.1 Preparacion del material de referencia interno

A la hora de desarrollar una nueva metodologia analitica es recomendable contar con
un material de referencia certificado, el cual consiste en una sustancia que al ser
adquirida viene acompafiada de un certificado en el cual se sefalan sus caracteristicas
y composicion, sin embargo al no poder contar con dicho material de referencia

certificado fue necesario la preparacion de un material de referencia interno.

Este material de referencia interno fue preparado a partir de una mezcla de tabletas de

un mismo lote de manufactura correspondiente a la muestra comercial 1. Para ello se
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pesaron 40 tabletas de la muestra comercial, obteniendo un peso promedio de 252,32
mg, Seguidamente se pulverizaron hasta obtener un polvo fino el cual fue guardado en
un pesafiltros protegido de la luz y posteriormente almacenado en un desecador hasta

el momento de su uso.

VI.3.2 Elaboracion de la curva de calibracion

Los patrones se prepararon en viales de tapa de rosca de 10 mL de capacidad
aproximadamente, con una resolucion de 0,1 mg tanto para el estandar de besilato de
amlodipina como para el solvente, el volumen final por patron que se obtuvo fue de

aproximadamente 3 mL, siendo la cantidad minima necesaria para realizar las medidas.

El rango de concentraciones utilizado se encuentra entre 0,62 mg /gy 199,70 mg / g
(ver apéndice a). Los espectros de absorbancia para cada patron se obtuvieron con el
equipo FTIR con ATR, contrastando el fondo con el solvente, con un promedio de 32

barridos.

Se estudi6 el espectro de absorbancia del estandar de besilato de amlodipina (figura 7),
observando en un principio 3 sefiales de interés analitico por tener la mayor
absortividad molar, estas se ubican en los nimeros de onda de 1688 cm™, 1213 cm™ y

1101 cm™ del espectro.

En el estudio realizado por O. Cozar y colaboradores en el que describen la estructura
molecular del besilato de amlodipina, muestran el espectro de absorbancia para el
besilato de amlodipina por FTIR, donde asignan los modos vibracionales de la molécula
a las sefales obtenidas. En la siguiente tabla se muestra un extracto de esta asignacion
de sefales relacionadas a las bandas de interés analitico seleccionadas para la

elaboracion de la curva de calibracion.



Tabla 7. Asignacién de modos vibracionales de besilato de amlodipina a las bandas de

absorcion seleccionadas.

NUmero de onda

experimentallFTIR ATR

NUmero de onda

experimental FTIR 3%
-1

Asignacion

cm cm
1688 1699 v C=0 vibracién de
1675 tensién grupo carbonilo
Vas (SO3 ") vibracién de
1213 1206 tension asimétrica grupo
sulfonato
Vs (SO3 ) vibracién de
1101 1092 tensidon simétrica grupo

sulfonato
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Figura 7. Espectro de absorbancia de IR del estandar secundario de besilato de

amlodipina

Ademas se realiz6 una comparacion con el espectro de absorbancia de una de las

muestras y se encontrd similitud con los picos seleccionados.

Para obtener los datos de absorbancia a utilizar en la construccion de la curva de
calibracion, los espectros con el software Omnic® fueron convertidos a archivos de texto
.CVS. Para facilitar la adquisicion de datos por Microsoft Excel, se construyeron 3
curvas de calibracion para cada pico de absorcion seleccionado en funcién de la
concentracion de los patrones como se aprecia en la figura 8, con el fin de elegir la

curva de calibracion con mayor sensibilidad y mejor coeficiente de determinacion.
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e 1688 cm-1
0,5 e 1213 cm-1 y = 0,002x + 0,0082
1101 cm-1 R?=0,9977
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o
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Figura 8. Curvas de calibracién para los picos de absorbancia seleccionados de los

espectros a un numero de onda de 1101 cm™, 1213 cm™ y 1688 cm™ en un rango de

concentraciones de 0,62 mg/ga 199,70mg/g
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Para cada una de estas curvas se hace un andlisis de varianza (apéndice b), donde se

hace una comparacion entre el coeficiente de determinacion, la desviacion estandar de

la regresién y la pendiente, en la cual se aprecia que la curva de calibracion obtenida de

los valores de absorbancia para el pico 1213 cm™, posee la mejor sensibilidad por tener

la mayor pendiente, sin embargo su coeficiente de determinacion no es el mejor de

entre las tres como se puede ver en la tabla 8.
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Tabla 8. Cuadro comparativo entre las curvas de calibracién. para un rango de
concentraciones de 0,62 mg /g a 199,70 mg/ g.

Curva de Numero .
. . s 2 Pendiente Punto de
calibracion | de onda R Syix (a) S, corte (b) Sy
Ne (em™)
1 1688 0,9980 0,003 0,000901 | 0,000003 0,0010 0,0004
2 1213 0,9977 0,007 0,002043 | 0,000008 0,0082 0,0009
3 1101 0,9992 0,004 0,001777 | 0,000004 0,0029 0,0005

Para la determinacion del intervalo con la mejor linealidad se estudiaron varios rangos
de concentraciones por analisis de varianza, comparando el coeficiente de
determinacion, la desviacién estandar de la regresion, la pendiente y el grafico de
residuales para varios rangos de concentraciones, obteniendo el mejor intervalo lineal
para el rango de concentraciones de 4,984 mg / g a 95,205 mg / g como se observa en

la figura 9.

También se estudiaron otras maneras de obtener los valores de absorbancia como la
aplicacién de “smooth” o suavizado el cual es una opcién del programa Omnic®, que
elimina un poco el ruido de las sefiales espectroscopicas de los espectros. Para obtener
los valores de absorbancia para cada numero de onda, fue necesario convertir los
espectros obtenidos por el programa Omnic® en texto, guardando para esto los
espectros en texto sin formato (text CVS), para luego copiarlos en Microsoft Excel,
seguidamente se graficaron las absorbancias en funcion de la concentracibn como se

muestra en la figura 10.
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Figura 9. Curva de calibracion para el rango de concentraciones de 4,984 mg/ g a

95,205 mg / g. (A partir de los espectros sin smooth)
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Figura 10. Curva de calibracion para el rango de concentraciones de 4,984 mg/ g a

95,205 mg / g. (A partir de los espectros con smooth)

Nuevamente se realiz6 un analisis de varianza para cada curva y se muestra en la tabla
9 una comparacion entre las curvas de calibracion obtenidas de los espectros con
smooth y sin smooth para el rango lineal seleccionado en la que no se aprecian
diferencias significativas entre los dos grupos de curvas por lo que se prefiere trabajar a

partir de los espectros sin smooth o sin suavizar, para hacer mas sencillo el método.
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Tabla 9. Cuadro comparativo entre las curvas de calibracion para rango de

concentraciones de 4,984 mg / g a 95,205 mg / g a partir de espectros con smooth y sin

smooth.
Numero de .
Curvade onda R S Pendiente S Punto de S
calibracién 1 yix (a) a corte (b) b
(cm™)
1688 0,9914 0,003 0,00094 0,00001 0,0014 0,0006
Sin
Smooth 1213 0,9996 0,001 0,002193 0,000006 0,0037 0,0003
1101 0,9997 0,001 0,001851 0,000004 0,0002 0,0002
1688 0,9832 0,004 0,00095 0,00002 -0,0024 0,0009
Con
Smooth 1213 0,9994 0,002 0,0021 0,00001 0,0035 0,0004
1101 0,9994 0,001 0,00171 0,00001 0,0003 0,0003

A partir del intervalo lineal seleccionado se prepara una nueva serie de patrones, y se
grafican de nuevo las tres curvas de calibracibn como se muestran en la figura 11, de
igual manera se muestra en la tabla 10 una comparacion entre las tres curvas en
funcion del coeficiente de determinacion, de la desviacién estandar de la regresion

lineal y de la pendiente.
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Figura 11. Segunda Curva de calibracion para el rango de concentraciones de 4,984

mg / g a 95,205 mg / g a partir de espectros sin smooth

Tabla 10. Cuadro comparativo entre las curvas de calibracion para el rango lineal

seleccionada a partir de espectros sin smooth para una segunda serie de patrones.

Curva de Numero 2 Pendiente Punto de
; - de onda R Syix Sa Sy
calibracion 1 y (@) corte (b)
(cm™)
1688 0,9914 0,003 0,00094 0,00001 0,0014 0,0006
Primera serie |, 5 0,0996 0,001 0,002193 0,000006 0,0037 0,0003
de patrones
1101 0,0997 0,001 0,001851 0,000004 0,0002 0,0002
1688 0,0881 0,003 0,00105 0,00001 -0,0051 0,0008
Segunda
serie de 1213 0,9992 0,002 0,00217 0,00001 0,0048 0,0004
patrones 1101 0,999 0,002 0,00181 0,00001 0,0022 0,0004
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Luego de estudiar el andlisis de varianza para cada una de las curvas de calibracion se
decidio trabajar con la curva de calibracion correspondiente a la banda de absorbancia
a 1213 cm™ correspondiente a la banda de tensién asimétrica del grupo sulfonato (SO3)
por tener la mayor pendiente y por tanto la mejor sensibilidad, con lo cual se obtiene
menor error de interpolacion, ademas con el andlisis de varianza en el rango
seleccionado se demuestra que el método es lineal y que existe proporcionalidad entre

la concentracion del besilato de amlodipina y su absorbancia para dicho nimero de

onda.
0,25 e 1213 cm-1
0,2 y =0,0022x + 0,0037
R?=0,9996

20,15
c
©
2
o
3 o1
< 7

0,05

0
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0
Concentracion mg/g

Figura 12. Curva de calibracién correspondiente a la banda 1213 cm™ vas (SOs3 )
(vibracion de tension asimétrica grupo sulfonato) para el rango de concentraciones de
4,984 mg/ga95,205mg/g.
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Tabla 11. Resumen de Datos de la curva de calibracion para la determinacién de

besilato de amlodipina en muestras comerciales medite el método por FTIR con ATR.

Numero de
onda (cm™)

sy/x

Pendiente

(@)

Sa

Punto de
corte (b)

Sp

1213

0,9996

0,001

0,002193

0,000006

0,0037

0,0003

Variable X 1 Grafico de los residuales

0,005 -
0,003 -

0,001 -

Residuos

-0,003 -

-0,005 -

-0,0010/0 § 10,0

30,0

T T T ' T T T 1
°
40,0 50,0 60,0 70,0 ! 80,0 ¢ 90,0 s 100,0
°
[ ]

Variable X 1

Figura 13. Gréfico de residuales para la curva de calibracion a partir de los datos de

absorbancia a 1213 cm™ en funcién de la concentracion
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Tabla 12. Estadistica de la regresion para la curva de calibracion correspondiente a la

banda vas (SO3°) en el rango seleccionado.

Coeficiente de correlacion multiple 0,9998
Coeficiente de determinacién R? 0,9996
R? ajustado 0,9996
Desviacion estandar 0,001

Tabla 13. Analisis de varianza para la curva de calibracion correspondiente a la banda

Vas (SO3°) en el rango seleccionado.

Promedio
Gﬁ%‘i?;ge Cﬁ:(rjnr‘;ggs de los F Valor critico de F
cuadrados
Regresién 1 0,2462927 0,2462927 | 148711,486 4,991E-105
Residuos 61 0,00010103 | 1,6562E-06
Total 62 0,24639372
Coeficientes | DSV | ES1AAISUCO | propapijigag | METOT | Suberior
Intercepcion | 0,0036530 0,0003 11,413394 8,92E-17 | 0,0030130 | 0,0042931
Pendiente 0,0021929 0,000006 385,63128 | 4,991E-105 | 0,0021815 | 0,0022042




71

VI.3.3 Anédlisis de muestras

A partir del material de referencia interno se prepararon las muestras por pesada tanto
de las muestras como del disolvente, en viales, los cuales se taparon y se agitaron
mecanicamente durante 30 minutos (protegido de la luz) para la extraccion del principio
activo, seguidamente se centrifugaron y se procedié con el analisis por FTIR con ATR.

VI.3.3.1 Andlisis de muestras por HPLC. Evaluacion de la exactitud

Para la exactitud se compararon los resultados obtenidos en la determinacion de
besilato de amlodipina en las muestras del material de referencia interno usando el
método oficial USP 37 por HPLC que se explica en el punto Ill.1, se utilizé un flujo de

0,9 mL / min, con un tiempo de corrida de 7 minutos.

e Preparacion de los patrones

Preparacion de la solucion madre:

Se pesaron 11,44 mg del estandar secundario en una balanza analitica y se afiadieron
en un balén de 50 mL, se disolvié con aproximadamente 20 mL de fase movil y se llevd
al enrase con dicha fase, obteniendo una concentracion final de 0,2288 mg / mL. A
partir de ella se prepararon 5 patrones con concentraciones entre 0,0092 mg / mL y
0,0343 mg / mL (ver apéndice Q)

Tanto los patrones como las muestras de filtraron a través de filtro de 0,2 um para ser

colocados en los viales en el carrusel del auto-muestreador
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Preparacion del material de referencia interno

A partir del material de referencia interno, se prepararon 3 muestras colocando una
masa aproximada de 128 mg en un balon aforado de 50 mL junto con unos 30 mL de
fase movil, se llevd a agitacion mecanica por 30 min (protegido de la luz), se completd
el enrase con fase movil, se filtré por gravedad. Se realizé una dilucion de 2:10 para el

analisis (Ver apéndice h).

VI.3.3.2 Pruebas de especificidad

La especificidad fue evaluada mediante estudios de degradacion forzada, en la que 3

muestras del material de referencia interno se sometieron a las siguientes situaciones:

e Termdlisis
La primera muestra del material de referencia interno se llevé a calentamiento en bafio

de agua a una temperatura promedio de 45 °C por 4 horas.

e Fotdlisis
La segunda muestra del material de referencia interno se dejé expuesta a radiacion

visible durante 7 dias continuos.

e Humedad
La tercera muestra del material de referencia interno se dejé en un contenedor junto

con una solucién saturada de cloruro de sodio por 7 dias.

Posteriormente las tres muestras se analizaron tanto por la metodologia propuesta

como por la metodologia USP 37.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

VII.1 Limite de deteccidén y limite de cuantificacion

El valor para los limites de deteccion (LOD) y cuantificaciéon (LOQ) se determinaron a
partir de los datos de la curva de calibracion, utilizando las ecuaciones 12 y 13.

33s
LOD = 5
10s
LOQ = —

Donde
s = desviacion estandar de la regresion lineal.

b = pendiente de la curva de calibracion.

De acuerdo a los calculos, los valores correspondientes al limite de deteccién y limite

de cuantificacion fueron 1,5y 4,6 mg / g respectivamente.

V1.2 PRECISION

La precision del método analitico se estudié mediante la repetitividad.

VII.2.1 Precisién del sistema FTIR ATR

La precision del sistema FTIR con ATR en la determinacion de absorbancia a un
numero de onda dado, se realiz6 evaluando la dispersion de los valores de absorbancia

obtenidos a partir de los espectros para los patrones y muestras respecto a la banda de
absorcién a 1213 cm™.
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Tabla 14. Precision del sistema FTIR con ATR en la medicion de absorbancia para una
serie de patrones.

. Concentracion Promedio_ Desviacién
Patron (mg / g) Absorbanc_lla estandar cv
(a1213cm™)
1 50 0,0133 0,0002 1,6
2 14,9 0,0363 0,0003 0,9
3 24,9 0,0586 0,0003 0,6
4 34,8 0,0796 0,0003 0,4
5 44,8 0,1018 0,0004 0,4
6 54,7 0,126 0,001 0,9
7 65,3 0,1468 0,0003 0,2
8 74,7 0,1667 0,0005 0,3
9 84,6 0,189 0,002 0,9
10 95,2 0,2112 0,0009 0,4

En general los coeficientes de variacion en las medidas de absorbancia para cada
grupo de patrones se encuentran por debajo de 1 %, sin embargo para el primer patrén
el coeficiente de variacién se encuentra por encima de 1 %, cuya concentracion se

encuentra en el limite de cuantificacion.
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Tabla 15. Precision del sistema FTIR con ATR en la medicion de absorbancia para una

serie de muestras

pemmnade | ponedo | oo |,
(+0,3mgQ) (a1213cm™) estandar

505,1 0,0355 0,0005 15

504,2 0,0681 0,0005 0,7

756,3 0,0498 0,0003 0,6

1009,8 0,0658 0,0006 0,8

1261,1 0,0769 0,0008 1

2524,3 0,1629 0,0008 0,5

En general los coeficientes de variacién para las medidas de absorbancia en el equipo

FTIR con ATR para cada grupo de muestras se encuentran por debajo de 1 %.

VII.2.2 Repetitividad en los resultados.

La repetitividad se determiné con el analisis de muestras de un mismo lote homogéneo,

realizado por un mismo analista, bajo condiciones iguales de equipo y reactivos,

tomando las medidas en dias diferentes.

Los resultados que se obtuvieron en la variacién de la concentracion de besilato de

amlodipina determinada de las muestras se encuentran reflejados en las tablas

siguientes.
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Los valores de concentracion de besilato de amlodipina se estimaron por interpolacion
del promedio de las medidas de absorbancia de cada muestra en la recta de regresion

de la figura 12.

El error asociado a esta a la interpolacion se determing utilizando la siguiente formula.

Syix |1 1 —y)2

m  n @ b2 Y (xi—

Donde:

m = numero de lecturas.

n = ndmero de patrones.

y = promedio de las medidas de absorbancia de los patrones.

X = promedio de las concentraciones de los patrones.

Tabla 16. Resultados para el calculo de la concentracion de amlodipina en el material
de referencia interno, por espectroscopia FTIR con ATR utilizando la curva de

calibracion correspondiente a la banda vas (SO3°)

Muestra- replica Xo(mg / Q) SXo LC (95 %)
1.1 14,5 0,5 1,0
1.2 29,4 0,5 1,0
1.3 21,0 0,4 0,9
1.4 28,3 0,3 0,8
1.5 33,4 0,4 0,8
1.6 72,6 0,5 1,0

Xo (Mg / g): Concentracion para las muestras

Syo: Error en la interpolacion



LC (95 %): Limites de confianza
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En la siguiente tabla se muestra la cantidad de amlodipina determinada por tableta en el

material de referencia interno. El error estimado para esta determinacién se realiz6 por

propagacion de error.

Tabla 17. Determinacién de besilato de amlodipina del material de referencia interno

por espectroscopia FTIR con ATR

(mg/tableta)

Muestra amlodipina S mgltab Ccv LC (95 %)
1.1 10,7 0,3 3,1 0,2
1.2 10,7 0,2 1,5 0,1
1.3 10,2 0,2 1,8 0,08
1.4 10,2 0,1 1,2 0,04
1.5 9,7 0,1 1,1 0,04
1.6 10,6 0,1 0,6 0,05
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Tabla 18. Valor promedio para la determinacion de amlodipina por tableta del material
de referencia interno, por espectroscopia FTIR con ATR.

Muestra Cagteidaziglggi)g?sgio Limite de lo declarado
Réplica (mgltableta) (90-110) %
1.1 10,7 107
1.2 10,7 107
1.3 10,2 102
1.4 10,2 102
15 9,7 97
1.6 10,6 106
Promedio (mg/tableta) 10,4
Desviacion estandar 0,4
Coeficiente de variacion 3,8
Limite de Confianza 0,2

El porcentaje de lo declarado se calcula mediante la siguiente ecuacion

£ s ., _ cantidad encontrada

Limite de aceptacion = ————————1x100 (15)

Como se presenta en las tabla 18 el valor promedio obtenido en la determinacién de
amlodipina para el material de referencia interno utilizando la técnica de FTIR con ATR

fue de 10,4 mg / tab con un coeficiente de variacion de 3,8 %
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VII.3 Exactitud

Segun la ICH en su guia de validaciéon de métodos de analisis, se puede estimar la
exactitud de un método propuesto mediante la comparacion de los resultados obtenidos
utilizando dicho método con los resultados obtenido utilizando un procedimiento bien

caracterizado.

Por tanto se contrastaron estadisticamente los resultados obtenidos en la determinacion
de besilato de amlodipina del material de referencia interno con el método propuesto
FTIR con ATR, con los resultados obtenidos aplicando la metodologia oficial USP 37.

Para el método oficial se partié del estandar secundario de besilato de amlodipina en la
preparacién de la curva de calibracién para determinar la cantidad de amlodipina en el

material de referencia interno, Figura 14.
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Figura 14. Curva de calibracion obtenida para el estdndar de besilato de amlodipina en

un rango de concentracion de 0,009 a 0,03 mg/mL, bajo

las condiciones

cromatograficas USP 37, para la determinacion de amlodipina en el material de

referencia interno

Tabla 19. Datos obtenidos para las curvas de calibracion

besilato de amlodipina por metodologia USP 37.

en la determinacién de

dcgteefrir(i:iennetsigr? Desviaciéon Pendiente S Punto de S
R? Estandar (a) a corte (b) b
0,9999 1E+04 1125E+05 3E+05 35E+03 7E+03
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Se prepararon tres muestras de cada marca comercial, (ver apéndice h) siguiendo la

metodologia oficial, los resultados obtenidos se muestran en las siguientes tablas.

AU

0.307

0.20]

0,004+ =

|AMLODIPINA - 5,295
e

Minutes

Figura 15. Cromatogramas correspondientes al analisis por HPLC de las muestras del

material de referencia interno

Tabla 20. Resultados en la determinacién de besilato de amlodipina en las muestras del

material de referencia interno, bajo las condiciones cromatograficas seleccionadas.

Valores obtenidos por extrapolacion.

Rﬁ%‘é@?rge Xo (mg / mL) Syo LC (95 %)
1.1 0,0293 0,0001 0,0003
1.2 0,0291 0,0001 0,0003
1.3 0,0291 0,0001 0,0003
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Tabla 21. Resultados obtenidos para la determinacion de amlodipina por tableta en el

material de referencia interno, por el método USP 37.

Contenido
Replica de amloddei ina S CvVv LC
muestra P mg/tab
(mg/
tableta)
1.1 10,47 0,05 0,5 0,07
1.2 10,50 0,05 0,5 0,07
1.3 10,42 0,05 0,5 0,07

Tabla 22. Valor promedio para la determinacion de amlodipina por tableta por la

metodologia USP 37 para el material de referencia interno.

Muestra Contenido promedio de | Limite de lo declarado
Réplica amlodipina (mg/tableta) (90-110) %
1.1 10,47 104,7
1.2 10,50 105,0
1.3 10,42 104,2
Promedio (mg/tableta) 10,46
Desviacion estandar 0,04
Coeficiente de variacion 0,4
Limite de Confianza 0,06

Debido a que no se cuenta con un estandar certificado para determinar la exactitud del

método propuesto se determina mediante el contraste estadistico de los resultados
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obtenidos usando el método propuesto con los obtenidos por el método oficial (USP 37)
en la determinacién de la cantidad de besilato de amlodipina por tabletas.

Se procedié segun la prueba t-student tomando como hipétesis nula que los dos
métodos proporcionan el mismo resultado. El criterio de aceptacion serd si la t
experimental es menor a la t tabulada, para (n-1) grados de libertad y un nivel de

confianza del 95 %.

Tabla 23. Valores obtenidos en la determinacion de amlodipina en tabletas para el
contraste estadistico t-student.

Parametros p:\(/ljf)tt?gsoto Método oficial
Promedio (mg/tab) 10,4 10,46
Desv. estandar 0,4 0,04
n 6 3

Se aplico la prueba de contraste F de Fisher (ecuacion 7) para determinar diferencias

en las desviaciones estandares de los métodos debidos a errores aleatorios.

Se propone la hipétesis nula Ho: 01%= 0,7

Con 0;%> 0,2

Grados de libertad: vi=ni-1  vo=ny-1
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Tabla 24. Valores obtenidos para la prueba de contraste F entre los resultados para el
analisis de besilato de amlodipina por el método propuesto y el método oficial

Material de referencia
interno
F(exp) 84
I:((:ritica) 19

Como el valor de F experimental es mayor al valor critico, por tanto se puede decir que

hay diferencia significativa entre las dos varianzas a un nivel del 95 % de confianza.

Ahora para decidir si la diferencia entre los dos promedios es significativa, es decir para
contrastar la hipotesis nula de que Ho. X; = X, 0 que una diferencia hipotética de las

medias sea igual a cero, se calcula el estadistico t para varianzas diferentes (ecuacién
10).

Tabla 25. Valores obtenidos para el estadistico de prueba t-student entre los resultados

para el analisis de besilato de amlodipina por el método propuesto y el método oficial.

Material de
referencia interno
/t exp/ 1,631
t critica 2571
(para dos colas) ’

Puesto que el valor experimental de / t / es menor al valor critico (tabulado), la diferencia
entre los dos resultados no es significativa a un nivel de confianza del 95 % y se acepta

la hipotesis nula.
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Con estos resultados se podria decir que la exactitud del método propuesto es
aceptable ya que el valor obtenido para el contenido de amlodipina en las muestras del
material de referencia tanto por la metodologia propuesta como por la metodologia
oficial, no difieren significativamente a un 95 % de confianza segun los estadisticos de
prueba, los cuales sugieren que las diferencias se deben a errores aleatorios y no a

errores sistematicos.

VIil.4 ROBUSTEZ

Para la robustez del método se evaluaron los tiempos de extraccion del principio activo
en las muestras. Tomando como punto de referencia el tiempo sugerido por la USP 37,

y preparacion y andlisis de las muestras segun el punto VI.3.2.

A continuacion se muestran los tiempos de extraccién para las muestras donde no se
aprecia diferencia significativa entre el tiempo de extraccidbn y el valor en la

determinacion de amlodipina por tableta.

Tabla 26. Valores obtenidos en la determinacion de besilato de amlodipina en tabletas

por FTIR con ATR con variacion en el tiempo de extraccion.

Tiempo de | Contenido de
Muestra extraccién amlodipina S mg/tab Ccv LC (95 %)
(min) (mg / tableta)
1 20 10,9 0,2 2 0,1
10 10,9 0,2 2 0,07
3 30 10,4 0,2 2 0,1
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VII.5 ESPECIFICIDAD

La especificidad fue evaluada mediante estudios de degradacion forzada, para
comprobar si el método desarrollado es indicativo de la estabilidad, para esto las
muestras fueron sometidas a 3 situaciones de estrés las cuales fueron: humedad,

termdlisis y fotdlisis.

Estas muestras fueron analizadas tanto por la metodologia propuesta por FTIR con

ATR como por la metodologia oficial USP 37.
Resultados por FTIR con ATR
En las siguientes figuras (16, 17 y 18) se pueden apreciar los espectros de infrarrojo

obtenidos para las muestras sometidas a degradacion forzada con la metodologia por
FTIR con ATR propuesta.

%T

3500 3000 2500 2000 1500

cm-1

Figura 16. Espectro de transmitancia de la muestra comercial 1, expuesta a la

humedad por 7 dias.
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Figura 17. Espectro de transmitancia de la muestra comercial 1, expuesta a una

temperatura de 45 °C por 4 horas.



%T

3500 3000 2500 2000 1500

Figura 18. Espectro de transmitancia de la muestra comercial 1, expuesta a la radiacion

visible por 7 dias.

Estos espectros se comparan con el espectro de transmitancia de una muestra sin
someter a degradacion (figura 19) en los que se aprecian algunas diferencias en la

apariencia de los espectros.
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Figura 19. Espectro de transmitancia de la muestra comercial 1 sin someter a

degradacion.
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Figura 20. Espectros de transmitancia IR para las muestras degradadas y sin degradar
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A continuacion también se muestran en la figura 21 los espectros de absorbancia tanto
para las muestras sometidas a degradacién como el espectro de una de las muestras

sin someter a degradacion.

RAC OMERC AL 1A 45 °C

0.030%
0,028 -‘ -
0,025-3
0,024-3
0.022%
0.020%
0,015-3
0,016-3

0,014+

Absorbancia

0‘012-3
0,010-3
0,008-3
o,oos-f
o.ooa-f
0,002-:

0,000+

-0,002 %

-0,004 =

2000 1800 1600 1400 1200

Figura 21. Espectros de absorbancia IR para las muestras degradadas y sin degradar
(2000 y 1100 cm™)

Utilizando la curva de calibracién de la figura 12 obtenemos los siguientes resultados
para la determinacién de amlodipina en tabletas para las muestras sometidas a

degradacion forzada con la metodologia de FTIR con ATR (tablas 27 y 28).
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Tabla 27.

concentracion de amlodipina en las muestras de material de referencia interno

Resultados por el método de FTIR con ATR para el céalculo de la

sometidas a degradacion forzada.

Muestra Xo(mg / mL) SXo LC (95 %)
Humedad 17,3 0,3 0,8
Termolisis 16,0 0,4 0,9

Radiacion visible 14,9 0,3 0,8

Tabla 28. Determinacion de amlodipina por tableta en las muestras de material de
referencia interno sometidas a degradacién forzada, mediante el método de FTIR con
ATR.

(mg / LC Limite de lo
Muestra table_ta}) S(mgitab) CVv (95 %) declarado
amlodipina (90-110%)
Control 10,4 0,4 3,8 0,2 104
Humedad 10,4 0,2 2 0,06 104
Termdlisis 9,9 0,2 2,4 0,1 99
Radiacion visible 9,5 0,2 2,3 0,07 95




Resultados por metodologia USP 37
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Con el detector de arreglo de diodos (PDA) del equipo de HPLC, se pudo evaluar la

pureza del pico cromatografico, como se observa en la figura 25.

0,1 ﬂr
0,10(%
0,09&5
o.os(rf
0,070

0,060

AU

o.ostrf
0,04(rf
0,030—5
D.DZ(ff

0,010

0,000

AMLODIPINA BESILATO - 5,486

Minutes

Figura 21. Cromatograma del patrén 3 de besilato de amlodipina.
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Figura 22. Grafico de pureza del pico de besilato de amlodipina correspondiente al

patrén 3.

En la figura 24 se muestran los angulos de pureza (PA) obtenidos para el pico de
besilato de amlodipina. EIl angulo del umbral (TH) tiene un valor alrededor de 0,274 y
es mayor con respecto al angulo de pureza (PA) cuyo valor es de 0,127. Estos valores

indican que el pico corresponde al besilato de amlodipina.

A continuacién se presentan en las siguientes figuras los resultados obtenidos
utilizando la metodologia de analisis por HPLC para cada una de las muestras

sometidas a degradacion.
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Figura 23. Cromatograma de la muestra comercial 1 expuesta a humedad por 7 dias.

Con el detector de arreglo de diodos del sistema de HPLC, se puede hacer la
evaluacion de la pureza del pico cromatografico para estudiar la presencia de productos

de degradacion (Figura 26).
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Figura 24. Gréfico de pureza de pico de besilato de amlodipina en la muestra sometida

a la humedad por 7 dias.

En la figura 25, se puede observar la presencia de un solo pico correspondiente al
besilato de amlodipina. En cuanto al andlisis de pureza, encontramos que el valor de
PA = 0,127 es menor que el de TH = 0,247 confirmando el hecho de que no hay
diferencia espectral y por lo tanto, que la muestra es muy estable y no sufre

degradacion si se somete a un ambiente hiumedo.
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Figura 25. Cromatograma de la muestra comercial 1 expuesta a una temperatura de 45

°C por 4 horas (termalisis).
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Figura 26. Grafico de pureza de pico de besilato de amlodipina en la muestra comercial

1 expuesta a una temperatura de 45 °C por 4 horas.
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Aparentemente en la figura 27 se puede observar la presencia de un solo pico
correspondiente al besilato de amlodipina. Sin embargo, en la figura 28 en el analisis de
pureza, encontramos que el valor de PA = 0,656 es mayor que el de TH = 0,239 este

resultado puede evidenciar la presencia de productos de degradacion.
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Figura 27. Cromatograma de la muestra comercial 1 expuesta a radiacion visible por 7

dias.
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Figura 28. Gréfico de pureza de pico de besilato de amlodipina en la muestra comercial

1 expuesta a radiacion visible por 7 dias.

En el cromatograma de la figura 29 se puede observar la presencia dos pequefias
sefales que aparecen a un tiempo de retencién de 2,57 y 3,46 minutos, antes del pico
de besilato de amlodipina, al evaluar los datos el grafico de pureza de pico en la figura
30 se observa que el valor de PA = 0,435 es mayor que el TH = 0,260, este resultado

evidencia la presencia de productos de degradacion.

Para el método USP 37 se utilizé la curva de calibracion de la figura 31 a partir de ella

se obtuvieron los resultados mostrados en la tabla 29.
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Figura 29. Curva de calibracion para el método por HPLC para la determinacion de

besilato de amlodipina en las muestras sometidas a degradacion.

Tabla 29. Resultados para el calculo de la concentracion de amlodipina en la muestra

comercial 1, por el método de HPLC.

Muestra Xo (mg/tab) SXo LC (95%)
Humedad 0,0281 0,0004 0,001
Termolisis 0,0285 0,0004 0,001

Luz 0,0263 0,0004 0,001




a degradacion forzada, mediante la metodologia oficial por HPLC.
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Tabla 30. Determinacion de Amlodipina por tableta en la muestra comercial 1 sometida

ini Limite de lo
Amlodipina LC (95

Muestra (mg / S(mgltab) CVv %) declarado

tableta) (90-110%)
Control 10,46 0,04 0,4 0,06 104,6
Humedad 10,1 0,2 1,6 1,04 101
Termolisis 10,2 0,2 1,6 1,03 102

Radiacion visible 9,4 0,2 1,7 1,03 94

Los estudios de pureza del pico cromatografico sugieren la presencia de productos de
degradacion en las muestras sometidas a termdlisis y a exposicion de la luz visible, en
la preparacion de las muestras para su analisis tanto por la metodologia oficial como
por la propuesta se aprecian cambios en la apariencia de la muestra, y en la coloracion
de las soluciones preparadas a partir de esta muestra. Ademas como vemos en las
siguientes figuras, al comparar los espectros de absorbancia y transmitancia de las
muestras sometidas a degradacién forzada y sin degradar, no encontramos evidencias
significativas en cuanto a la aparicién o desaparicion de algun grupo funcional en las
muestras degradadas. Sin embargo en dichos espectros se observa humedad, y
algunas diferencias con respecto al espectro de la muestra sin degradar, vemos

entonces alteraciones espectrales para estas muestras en degradacion

Por tanto se podria decir que el método es capaz de detectar cambios ocurridos en el
producto, como presencia de humedad por lo que el método propuesto por FTIR con

ATR seria oportuno para detectar presencia de humedad en el producto farmacéutico.
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A continuacion en las siguientes tablas se muestran los resultados obtenidos para las
pruebas de contraste estadistico entre los resultados obtenidos en la determinacion de
besilato de amlodipina para la muestra sin degradar y sometida a termdlisis y radiacion
visible, esto con el objetivo de conocer si descenso en el valor encontrado para la
determinacion de besilato de amlodipina para estas muestras realmente disminuye por
la presencia de productos de degradacion y si la técnica de FTIR con ATR es capaz de
detectar el descenso del principio activo en las muestras o si la diferencia entre estos

valores se deben a errores aleatorios.

Tabla 31. Resumen de datos para la muestra comercial 1 sin degradar y sometida a
termolisis y exposicion de la radiacion visible para el contraste estadistico de los

resultados.

Muestra bajo
Muestra ., Muestra
. . Muestra ) exposicion de
Metodologia | Parametro bajo L expuesta a
control S radiacion
termolisis L la humedad
visible
x (mg / tab) 10,46 10,2 9,4 10,1
HPLC Sx 0,04 0,2 0,2 0,2
n 3 2 2 2
x (mg / tab) 10,4 9,9 9,5 10,4
FTIR ATR Sy 0,4 0,2 0,2 0,2
n 6 6 8 6

Se aplico la prueba de contraste F (ecuacion 7) para determinar si las diferencias en las
desviaciones estandares de los métodos son debidas a errores aleatorios, se propone
la hipétesis nula Ho: s1%= s,?, los resultados se presentan en la tabla 32, donde el valor

calculado o experimental es menor al valor critico, se acepta entonces la hipotesis nula.
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Tabla 32. Prueba de contraste de Fisher para las muestras bajo degradacion forzada.

Forma de .
degradacion Metodologia Fexp) Feritica)

s HPLC 25 38,5

Termolisis
FTIR ATR 2,25 7,76
. HPLC 25 38,5

Radiacion visible

FTIR ATR 4 5,28
HPLC 25 38,5

Humedad
FTIR ATR 4 7.14

Ahora para decidir si la diferencia entre los dos promedios es significativa, es decir para
contrastar la hipotesis nula de que Hq: X; = X, 0 que una diferencia hipotética de las
medias sea igual a cero, se calcula el estadistico t-student para muestras con igual
desviacion estandar (ecuacion 8).
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Tabla 33. Prueba de contraste de las medias t-student para las muestras bajo
degradacion forzada.

Formade ' t critica (parados
degradacion Metodologia [texp! colas)
Termélisis HPLC 2,373 3,182
FTIR ATR 2,739 2,228
Radiacion visible HPLC 9,676 3,182
FTIR ATR 5.555 2,179
HPLC 3,286 3,182

Humedad ' !

FTIR ATR 0 2,228

En la tabla 37 se muestra que los resultados obtenidos de la prueba t-student para los
resultados obtenidos en la determinacion tanto por el método USP 37 como por FTIR
con ATR de besilato de amlodipina en las muestras degradadas como para la muestra

control o sin degradar.

Para el caso de las muestras expuestas a una temperatura de 45°C, no se cumple la
hipétesis nula para los resultados por FTIR con ATR, por lo que las medias obtenidas
provienen de poblaciones diferentes, es decir, el valor hallado como promedio para

cada muestra es diferente entre las dos muestras.

En el caso de las muestras sometidas a degradacion por exposicion a la luz visible, no
se cumple la hipotesis nula tanto para los resultados por HPLC como por FTIR ATR, se
podria confirmar entonces, una disminucion del principio activo en el farmaco por

degradacion.

Para los resultados obtenidos en el analisis de la muestra expuesta a la humedad, se

cumple la hipotesis nula ya que el valor de texperimenta €S Mmenor al valor de teiica Para un
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95 %, lo que sugiere que no hay diferencia significativa entre las medias, sin embargo
observando los espectros obtenidos para estas muestras se pueden apreciar ciertas
diferencias espectrales producto de la humedad, por tanto el método de analisis por
FTIR ATR seria oportuno para detectar presencia de humedad en el producto

farmacéutico.

VII.6 APLICACION DE LA METODOLOGIA DESARROLLADA A UNA SEGUNDA
MUESTRA COMERCIAL.

La metodologia desarrollada por FTIR con ATR se aplico para el analisis de besilato de
amlodipina en una segunda muestra, Los resultados que se obtuvieron para la
concentracion de besilato de amlodipina determinada de las muestras se encuentran

reflejados en las tablas siguientes.

Tabla 34. Resultados para el calculo de la concentracion de amlodipina para una

segunda muestra comercial por espectroscopia FTIR con ATR.

Muestra Xo(mg / Q) SXo LC (95 %)
2.1 18,9 0,4 0,9
2.2 18,5 0,4 0,8
2.3 17,9 0,4 0,9

Xo (mg / g): Concentracién para las muestras
Syo: Error en la interpolacion
LC (95 %): Limites de confianza

En la siguiente tabla se muestra la cantidad de amlodipina determinada por tableta para

la muestra en estudio.



105

Tabla 35. Determinacién de besilato de amlodipina para una segunda muestra. Por

espectroscopia FTIR con ATR.

Muestra mg/tableta

réplica (arr?lodipina) S mofab Cv LC (95 %)
2.1 10,9 0,2 2,0 0,1
2.2 10,9 0,2 2,0 0,07
2.3 10,4 0,2 2,2 0,1

Tabla 36. Valor promedio para la determinacion de amlodipina por tableta para una

segunda muestra, por espectroscopia FTIR con ATR.

Muestra Cag:daa:]cqilg(rj?g?ﬁgio Limite de lo declarado
Réplica (mgltableta) (90-110) %
2.1 10,9 109
2.2 10,9 109
2.3 10,4 104
Promedio (mg/tableta) 10,7
Desviacion estandar 0,3
Coeficiente de variacion 2,8
Limite de Confianza 0,4

El porcentaje de lo declarado se calcula mediante la siguiente ecuacion

Limite de aceptacion =

cantidad encontrada
cantidad declarada x100 (15)




106

Como se presenta en la tabla 36 el valor promedio obtenido en la determinacion de
amlodipina para una segunda muestra utilizando la técnica de FTIR con ATR fue de
10,7 mg / tab con un coeficiente de variacion de 2,8 %. Ademas de que el limite de lo
declarado fue de 107%, valor que se encuentra dentro del rango de aceptacion por la

USP el comprende entre el 90 y 110 % de la cantidad declarada por el fabricante.
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VIIl. CONCLUSIONES

e Se desarroll6 y validéo una metodologia analitica por espectroscopia FTIR con
ATR para la cuantificacion de besilato de amlodipina. La validacién del método

se realizd segun el protocolo <1225> establecido en la USP 37.

e Para el método propuesto se obtuvo la mejor sensibilidad con la banda de

absorciéon a 1213 cm™ correspondiente a la banda v,s (SO3).

e El rango de concentracién con el que se obtuvo la mejor linealidad para el
desarrollo de la metodologia propuesta fue de 4,984 mg / g a 95,205 mg / g, con
un coeficiente de determinacion mayor a 0,999.

e De acuerdo a los calculos, los valores obtenidos para el limite de deteccién y
limite de cuantificacion fueron 1,5y 4,6 mg/ g respectivamente.

e Se encontrd un coeficiente de variacion para la repetitividad de los resultados de
3,8% por lo que el método FTIR con ATR es preciso.

e Para la exactitud se compararon estadisticamente la media obtenida en la
determinacién de besilato de amlodipina tanto por la metodologia propuesta con
la metodologia oficial USP 37, en la que no se encontré diferencias significativas

a un nivel de confianza del 95 % por lo que el método es exacto.

e El valor obtenido para la determinacion de amlodipina como porcentaje de lo
declarado en las muestras comerciales, se encontraron dentro del limite de

aceptacion de la USP que es entre el 90 y 110%.
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Se encontré que el tiempo de extraccion del principio activo de las muestras

puede ser menor al establecido en la metodologia USP 37.

Para el estudio de especificidad se realizaron ensayos de degradacion forzada,
donde las muestras fueron sometidas a humedad, a exposicion de calor y luz
visible, ademas del andlisis por el método propuesto FTIR con ATR se complet6
el andlisis con el estudio de pureza u homogeneidad del pico correspondiente al

analito por HPLC. Encontrandose diferencias espectrales en ambos métodos.

El método desarrollado genera una menor cantidad de desechos contaminantes
y aporta resultados analiticos con mayor rapidez con respecto a la metodologia
oficial USP 37.
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IX. RECOMENDACIONES

Se recomienda probar el analisis multivariante que considere las sefiales de mayor
interés analiticos para mejorar el modelo de calibracion de la metodologia propuesta
por FTIR con ATR de manera que sea mas representativa y aporte predicciones con
mayor exactitud y precision.
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Apéndice a. Concentraciones de los patrones utilizados para la elaboracion de la curva

de calibracion

Tabla 37. Preparacion de los patrones para la curva de calibracion 1

Besilato de .
Patrén Amlodipina (J\/(I)eg)%rg)%l Concentracion S(mg/g)
(+0,3 mg) +0, 9) (mg/g)

1 5,0 8,0093 0,62 0,04
2 4,9 6,0102 0,82 0,05
3 10,0 6,0190 1,66 0,05
4 10,9 8,6042 1,27 0,03
5 10,5 4,0002 2,62 0,07
6 10,0 2,0064 50 0,1
7 30,0 2,0119 14,9 0,1
8 50,0 2,0065 24,9 0,1
9 70,0 2,0128 34,8 0,1
10 89,9 2,0072 44,8 0,1
11 110,0 2,0097 54,7 0,1
12 130,7 2,0009 65,3 0,2
13 149,9 2,0057 74,7 0,1
14 170,1 2,0104 84,6 0,1
15 190,6 2,0020 95,2 0,2
16 210,0 2,0075 104,6 0,2
17 230,8 2,0071 115,0 0,2
18 250,9 2,0087 1249 0,2
19 270,1 2,0103 134,4 0,2
20 292,0 2,0072 145,5 0,2
21 320,2 2,0067 159,6 0,2
22 363,5 2,0354 178,6 0,1
23 401,1 2,0087 199,7 0,2
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Tabla 38. Patrones para la repeticion de la curva de calibracion con respecto al

intervalo lineal seleccionado

Datrén i;ﬁgg‘ﬁgiﬂg MEOH (+0,0003 |  Concentracion S
(20,3 mg) 9) (mg/g)
1 0,8 2,0115 4.9 0.1
2 19,7 2,0057 9,8 0.1
3 30,6 2,0084 15,2 0.1
4 49,9 2,0005 24,9 0.2
5 71,4 2,0040 35,6 0.1
6 89,9 2,0108 44,7 0.1
7 110,6 2,0073 55,1 0.1
8 130,6 2,0113 64,9 0.1
9 150,7 2,0074 75,1 0.1
10 170,2 2,0136 84,5 0.1
11 190,2 2,0043 94,9 0,2
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Apéndice b. Andlisis de varianza para las curvas de calibracion en funcion de las

bandas de absorcion seleccionados, para el rango completo de patrones preparados.

Curva de calibracion 1 correspondiente a la banda v C=0 con numero de onda
de 1688 cm™.

Tabla 39. Estadistica de la regresion para la curva de calibracion correspondiente a la
banda v C=0

Coeficiente de correlacion mdaltiple 0,99891077

Coeficiente de determinacion R"2 0,99782272

R”2 ajustado 0,99780811

Error tipico 0,00305374
Observaciones 151

Tabla 40. Analisis de varianza para la curva de calibracion correspondiente a la banda v

C=0
Grados de Suma de Promedio de los = valor critico de E
libertad cuadrados cuadrados
Regresién 1 0,63678091 0,63678091 68285,06 3,088E-200
Residuos 149 0,00138947 9,3253E-06
Total 150 0,63817039

Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad Inferior 95% Sug;)seozor
Intercepcién 0,00116117 0,00038189 3,04058963 0,00279023 0,0004066 0,0019158
Variable X 1 0,00090018 3,4448E-06 261,314102 3,088E-200 0,0008934 0,0009070
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Figura 30. Gréfico de la distribucion de los residuales

Tabla 41. Distribucién de los residuales para la curva de calibracién correspondiente a

la banda v C=0
Observacion Prgg;):t;co Residuos Observacion Prggz::l(co Residuos
1 0,001723 -0,000121 76 0,068438 -0,001006
2 0,001723 0,000793 77 0,068438 -0,000644
3 0,001723 0,000788 78 0,068438 0,000584
4 0,001723 -0,000038 79 0,068438 0,001600
5 0,001723 0,000453 80 0,068438 0,001939
6 0,001723 0,000710 81 0,077325 -0,000832
7 0,001895 -0,001223 82 0,077325 0,000133
8 0,001895 -0,000961 83 0,077325 0,000496
9 0,001895 -0,000534 84 0,077325 -0,000197
10 0,001895 0,000032 85 0,077325 0,001481
11 0,001895 0,000139 86 0,077325 0,000490
12 0,001895 0,000697 87 0,077325 0,002045
13 0,002109 -0,000003 88 0,077325 0,003265
14 0,002109 0,000468 89 0,077325 0,004180
15 0,002109 0,000581 90 0,086862 0,002702
16 0,002109 -0,000867 91 0,086862 0,003845
17 0,002109 -0,000022 92 0,086862 0,004619
18 0,002109 -0,000022 93 0,086862 0,003018
19 0,002302 -0,000571 94 0,086862 0,004038




20 0,002302 -0,000334 95 0,095326 0,000656
21 0,002302 -0,000228 96 0,095326 0,001231
22 0,002302 -0,000107 97 0,095326 -0,000483
23 0,002657 -0,000551 98 0,095326 -0,001450
24 0,002657 -0,000838 99 0,095326 0,000707
25 0,002657 -0,000627 100 0,104674 0,004419
26 0,002657 -0,000365 101 0,104674 0,006578
27 0,002657 -0,000273 102 0,104674 0,006290
28 0,005648 -0,000811 103 0,104674 0,001719
29 0,005648 -0,000776 104 0,104674 0,005177
30 0,005648 -0,000440 105 0,104674 0,005692
31 0,005648 -0,002506 106 0,113599 0,003693
32 0,005648 -0,001631 107 0,113599 0,005248
33 0,005648 -0,001736 108 0,113599 0,005464
34 0,014584 -0,000821 109 0,113599 0,006398
35 0,014584 -0,000601 110 0,122107 0,000489
36 0,014584 -0,000055 111 0,122107 0,001949
37 0,014584 -0,001425 112 0,122107 0,002968
38 0,014584 -0,001682 113 0,122107 -0,000076
39 0,014584 -0,001765 114 0,122107 -0,000552
40 0,014584 0,000744 115 0,122107 -0,000934
41 0,014584 0,001546 116 0,132115 0,005404
42 0,023593 -0,000016 117 0,132115 0,006072
43 0,023593 0,000117 118 0,132115 0,006561
44 0,023593 0,000324 119 0,132115 0,007491
45 0,023593 -0,001344 120 0,132115 -0,001146
46 0,023593 -0,001572 121 0,132115 -0,002084
47 0,023593 -0,000913 122 0,144798 -0,002132
48 0,023593 0,001357 123 0,144798 -0,000388
49 0,032467 -0,005802 124 0,144798 0,000839
50 0,032467 -0,005861 125 0,144798 -0,001601
51 0,032467 -0,005584 126 0,144798 -0,000309
52 0,032467 -0,006065 127 0,144798 0,005398
53 0,032467 -0,005169 128 0,161923 -0,003759
54 0,041479 -0,005395 129 0,161923 -0,002168
55 0,041479 -0,005043 130 0,161923 -0,001964
56 0,041479 -0,004704 131 0,161923 -0,000674
57 0,041479 -0,004860 132 0,161923 0,001249
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58 0,041479 -0,004222 133 0,161923 0,002115
59 0,050432 0,000223 134 0,180909 -0,001494
60 0,050432 0,000849 135 0,180909 0,000515
61 0,050432 0,001237 136 0,180909 0,000871
62 0,050432 0,001385 137 0,180909 -0,000786
63 0,050432 -0,000617 138 0,180909 0,000538
64 0,050432 -0,000490 139 0,180909 0,000948
65 0,050432 0,001880 140 0,198511 -0,001614
66 0,050432 0,002833 141 0,198511 -0,000295
67 0,050432 0,004527 142 0,198511 0,000564
68 0,050432 0,005956 143 0,198511 -0,007613
69 0,050432 0,007026 144 0,198511 -0,005949
70 0,059961 -0,003500 145 0,198511 -0,005772
71 0,059961 -0,003450 146 0,213011 -0,004228
72 0,059961 -0,002733 147 0,213011 -0,002487
73 0,059961 -0,002853 148 0,213011 -0,001218
74 0,059961 -0,002496 149 0,213011 -0,005075
75 0,068438 -0,001650 150 0,213011 -0,004185

151 0,213011 -0,006956
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Curva de calibracion 2 correspondiente a la banda a5 (SO3 ) con numero de
onda de 1213 cm™

Tabla 42. Estadistica de la regresion para la curva de calibracion correspondiente a la

curva de calibracion de la banda v,s (SO3°)

Coeficiente de correlacion miltiple 0,998869953

Coeficiente de determinacion R"2 0,997741183

R"2 ajustado 0,997725605

Error tipico 0,007148035
Observaciones 147

Tabla 43. Andlisis de varianza para la curva de calibracion correspondiente a la curva

de calibracion de la banda v,s (SO3")

Grados de Sumade Promedio de los = valor critico de E
libertad cuadrados cuadrados
Regresion 1 3,27248861 3,27248861 64047,8878 9,492E-194
Residuos 145 0,00740869 5,1094E-05
Total 146 3,2798973

Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad Inferior 95% Sug)Seo;(:or

Intercepcién 0,008158551 0,00090202 9,04473448 8,9311E-16 0,0063757 0,0099414

Variable X 1 0,002042947 8,0724E-06 253,076842 9,492E-194 0,0020270 0,002059
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Figura 31. Grafica de la distribucion de los residuales para la curva de calibracion

correspondiente a la banda v,s (SO3")

Tabla 44. Distribucion de los residuales para a la curva de calibracion correspondiente
a la banda vas (SO37)

Observacion Prg;;ﬁ:?{co Residuos Observacion Prgg?;t\l(co Residuos
1 0,00943391 -0,00731932 75 0,16084227 0,00654303
2 0,00943391 -0,00694369 76 0,16084227 0,00517233
3 0,00943391 -0,00695295 77 0,16084227 0,00577663
4 0,00943391 -0,0072434 78 0,16084227 0,00631443
5 0,00943391 -0,00694119 79 0,18101234 0,00687306
6 0,00943391 -0,0068968 80 0,18101234 0,00793406
7 0,009824126 -0,00791786 81 0,18101234 0,00629006
8 0,009824126 -0,00799815 82 0,18101234 0,00873166
9 0,009824126 -0,00819322 83 0,18101234 0,00758736

10 0,009824126 -0,00745029 84 0,18101234 0,00768456
11 0,009824126 -0,00720618 85 0,18101234 0,01127496
12 0,009824126 -0,00717785 86 0,20265689 0,00819941
13 0,010310089 -0,00473424 87 0,20265689 0,00944971
14 0,010310089 -0,0043396 88 0,20265689 0,00936481
15 0,010310089 -0,00432697 89 0,20265689 0,00731701
16 0,010310089 -0,00694051 90 0,20265689 0,00843931
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17 0,010310089 -0,00694481 91 0,22186656 0,00691284
18 0,010310089 -0,00694481 92 0,22186656 0,00784354
19 0,010746603 -0,00683717 93 0,22186656 0,00478014
20 0,010746603 -0,00709901 94 0,22186656 0,00332654
21 0,010746603 -0,00739976 95 0,22186656 0,00641364
22 0,010746603 -0,00706356 96 0,24308064 0,00987196
23 0,011552714 -0,00597686 97 0,24308064 0,01210936
24 0,011552714 -0,00910674 98 0,24308064 0,01029976
25 0,011552714 -0,00898174 99 0,24308064 0,00750936
26 0,011552714 -0,00886143 100 0,24308064 0,00972586
27 0,011552714 -0,00883946 101 0,24308064 0,00977756
28 0,018340702 -0,00502221 102 0,26333621 0,00447799
29 0,018340702 -0,00514406 103 0,26333621 0,00674389
30 0,018340702 -0,004951 104 0,26333621 0,00605349
31 0,018340702 -0,00518198 105 0,26333621 0,00746459
32 0,018340702 -0,00505398 106 0,28264492 0,00606108
33 0,018340702 -0,00459766 107 0,28264492 0,00919008
34 0,038621499 -0,00235473 108 0,28264492 0,01112638
35 0,038621499 -0,00213963 109 0,28264492 0,00566768
36 0,038621499 -0,00190237 110 0,28264492 0,00506418
37 0,038621499 -0,00229669 111 0,28264492 0,00491918
38 0,038621499 -0,00235278 112 0,30535887 0,00389233
39 0,038621499 -0,0023772 113 0,30535887 0,00495573
40 0,038621499 -0,00297145 114 0,30535887 0,00508183
41 0,038621499 -0,00253687 115 0,30535887 0,00580593
42 0,05906677 -0,00093356 116 0,30535887 0,00328693
43 0,05906677 -0,00072198 117 0,30535887 0,00209453
44 0,05906677 0,00012583 118 0,33414229 0,00075461
45 0,05906677 -0,00028942 119 0,33414229 0,00400911
46 0,05906677 -0,00043318 120 0,33414229 0,00668621
47 0,05906677 -0,00052547 121 0,33414229 0,00068891
48 0,05906677 -0,00065164 122 0,33414229 0,00308231
49 0,07920698 0,00026994 123 0,33414229 0,01498501
50 0,07920698 0,00015083 124 0,37300633 -0,00299183
51 0,07920698 0,00059911 125 0,37300633 -8,3032E-05
52 0,07920698 0,00019478 126 0,37300633 -0,00054543
53 0,07920698 0,00085274 127 0,37300633 -0,00041383
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54 0,099659607 0,00186549 128 0,37300633 0,00257937
55 0,099659607 0,00200559 129 0,37300633 0,00383537
56 0,099659607 0,00239699 130 0,41609701 -0,00700551
57 0,099659607 0,00170119 131 0,41609701 -0,00333761
58 0,099659607 0,00258369 132 0,41609701 -0,00342771
59 0,119978301 0,0047069 133 0,41609701 -0,00793371
60 0,119978301 0,0059049 134 0,41609701 -0,00458841
61 0,119978301 0,0065216 135 0,41609701 -0,00441821
62 0,119978301 0,0076051 136 0,45604474 -0,01742594
63 0,119978301 0,0047423 137 0,45604474 -0,01242284
64 0,119978301 0,0054159 138 0,45604474 -0,01077574
65 0,119978301 0,004992 139 0,45604474 -0,01521904
66 0,119978301 0,0063125 140 0,45604474 -0,01270224
67 0,119978301 0,0074965 141 0,45604474 -0,01282744
68 0,141605075 0,00473272 142 0,48895199 -0,01306909
69 0,141605075 0,00540482 143 0,48895199 -0,00894299
70 0,141605075 0,00543572 144 0,48895199 -0,00870659
71 0,141605075 0,00518032 145 0,48895199 -0,01680439
72 0,141605075 0,00539482 146 0,48895199 -0,01489639
73 0,160842267 0,00538303 147 0,48895199 -0,02037169
74 0,160842267 0,00598003
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Curva de calibracion 2 correspondiente a la banda vs (SO3 ") con niumero de onda de

Tabla 45. Estadistica de la regresion para la curva de calibracion correspondiente a la

curva de calibracion de la banda vs (SO3°)

Coeficiente de correlacion multiple

0,999622492

Coeficiente de determinacion R"2

0,999245127

RA2 ajustado

0,999239921

Error tipico

0,003591687

Observaciones

147

Tabla 46. Analisis de varianza para la curva de calibracion correspondiente a la banda

Vs (SO37)
Gr_ados de Sumade Promedio de = valor critico de E
libertad cuadrados los cuadrados
Regresion 1 2,47607222 2,47607222 191940,353 2,928E-228
Residuos 145 0,00187053 1,29E-05
Total 146 2,47794275
Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad | Inferior 95% Sug)seozor

Intercepciéon | 0,002898479 0,00045324 6,39500798 2,0724E-09 | 0,00200267 | 0,00379429
Variable X 1 0,00177705 4,0562E-06 438,109978 2,928E-228 0,00176903 | 0,00178507
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Variable X 1 Grafico de los residuales
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Figura 32. Grafica de la distribucion de los residuales para la curva de calibracion

correspondiente a la banda vs (SO3")

Tabla 47. Distribucién de los residuales para la curva de calibracién correspondiente a
la banda vs (SO3°)

Pronédstico Prondstico

Observacion para Y Residuos Observacioén para Y Residuos

0,004007845 -0,00247701 75 0,135709864 0,00268374
2 0,004007845 -0,00159756 76 0,135709864 0,00202544
3 0,004007845 -0,00180958 77 0,135709864 0,00326124
4 0,004007845 -0,0019934 78 0,135709864 0,00318864
5 0,004007845 -0,00191217 79 0,153254729 0,00129287
6 0,004007845 -0,00180885 80 0,153254729 0,00271357
7 0,004347273 -0,00321301 81 0,153254729 0,00070607
8 0,004347273 -0,00271251 82 0,153254729 0,00281507
9 0,004347273 -0,00282073 83 0,153254729 0,00285427
10 0,004347273 -0,00306143 84 0,153254729 0,00281907
11 0,004347273 -0,00305412 85 0,153254729 0,00661337
12 0,004347273 -0,00223738 86 0,17208216 0,00444794
13 0,004769987 -0,00084367 87 0,17208216 0,00552114
14 0,004769987 0,00033025 88 0,17208216 0,00677914
15 0,004769987 -0,00050477 89 0,17208216 0,00392074
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16 0,004769987 -0,00253555 90 0,17208216 0,00423474
17 0,004769987 -0,00203643 91 0,188791629 0,00075617
18 0,004769987 -0,00203643 92 0,188791629 0,00074117
19 0,005149687 -0,00276615 93 0,188791629 -0,00129093
20 0,005149687 -0,002358 94 0,188791629 -0,00187423
21 0,005149687 -0,00277215 95 0,188791629 0,00045867
22 0,005149687 -0,0021483 96 0,20724462 0,00663058
23 0,005850879 -0,00192456 97 0,20724462 0,00939048
24 0,005850879 -0,00412285 98 0,20724462 0,00831368
25 0,005850879 -0,00450082 99 0,20724462 0,00029398
26 0,005850879 -0,00432397 100 0,20724462 0,00653478
27 0,005850879 -0,00425393 101 0,20724462 0,00667358
28 0,011755387 -0,0022369 102 0,224863852 0,00255605
29 0,011755387 -0,00207786 103 0,224863852 0,00385825
30 0,011755387 -0,00138642 104 0,224863852 0,00285695
31 0,011755387 -0,0036014 105 0,224863852 0,00451115
32 0,011755387 -0,00264032 106 0,241659462 0,00168714
33 0,011755387 -0,00276976 107 0,241659462 0,00331034
34 0,029396565 -0,00161468 108 0,241659462 0,00598374
35 0,029396565 -0,00161666 109 0,241659462 0,00083364
36 0,029396565 -0,00105375 110 0,241659462 0,00153374
37 0,029396565 -0,0015364 111 0,241659462 0,00086414
38 0,029396565 -0,00224506 112 0,261417111 0,00229269
39 0,029396565 -0,00216322 113 0,261417111 0,00467119
40 0,029396565 -0,0008251 114 0,261417111 0,00248519
41 0,029396565 -0,00041459 115 0,261417111 0,00314869
42 0,047180811 -0,00129684 116 0,261417111 -0,00102731
43 0,047180811 -0,00087936 117 0,261417111 -0,00263801
44 0,047180811 -0,00018193 118 0,286454272 -0,00262277
45 0,047180811 -0,00143698 119 0,286454272 -4,0972E-05
46 0,047180811 -0,00088718 120 0,286454272 0,00343093
47 0,047180811 -0,00123721 121 0,286454272 -0,00331357
48 0,047180811 -0,00136102 122 0,286454272 0,00191623
49 0,064699701 -0,0009318 123 0,286454272 0,01182993
50 0,064699701 -0,00037401 124 0,320260017 -0,00254382
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51 0,064699701 -0,00014368 125 0,320260017 0,00053648
52 0,064699701 -0,00062765 126 0,320260017 0,00196628
53 0,064699701 -3,1671E-05 127 0,320260017 -2,4917E-05
54 0,082490345 -0,00017157 128 0,320260017 0,00331028
55 0,082490345 0,00041851 129 0,320260017 0,00361258
56 0,082490345 0,0017034 130 0,357742285 -0,00352779
57 0,082490345 0,00097523 131 0,357742285 -0,00086209
58 0,082490345 0,00127472 132 0,357742285 -0,00051429
59 0,100164489 0,00123761 133 0,357742285 -0,00540669
60 0,100164489 0,00192561 134 0,357742285 -0,00181429
61 0,100164489 0,00199741 135 0,357742285 0,00020071
62 0,100164489 0,00362661 136 0,392490683 -0,01059188
63 0,100164489 0,00067621 137 0,392490683 -0,00588858
64 0,100164489 0,00074711 138 0,392490683 -0,00501648
65 0,100164489 0,00175811 139 0,392490683 -0,00930618
66 0,100164489 0,00248081 140 0,392490683 -0,00476538
67 0,100164489 0,00384911 141 0,392490683 -0,00563078
68 0,118976461 0,00170434 142 0,421114928 -0,00490203
69 0,118976461 0,00305744 143 0,421114928 -0,00080343
70 0,118976461 0,00220794 144 0,421114928 0,00115877
71 0,118976461 0,00198534 145 0,421114928 -0,00833213
72 0,118976461 0,00218274 146 0,421114928 -0,00675883
73 0,135709864 0,00170674 147 0,421114928 -0,01128273
74 0,135709864 0,00227794
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Apéndice c: andlisis de varianza de las curvas de calibracion para el rango lineal

seleccionado

e Banda de absorcion 1688 cm-1 (banda v C=0)

Tabla 48. Estadistica de la regresion para la curva de calibracion correspondiente a la

curva de calibracion de la banda v (C=0) para el rango lineal seleccionado

Coeficiente de correlacién multiple 0,99568693

Coeficiente de determinacién R"2 0,99139246

RA2 ajustado 0,99125135

Error tipico 0,00253674
Observaciones 63

Tabla 49. Andlisis de varianza para la curva de calibracién correspondiente a la banda v

(C=0) en el rango seleccionado

Promedio de
G(ados de Suma de los F Valor critico de F
libertad cuadrados
cuadrados
Regresién 1 0,04521152 0,04521152 7025,8094 1,0547E-64
Residuos 61 0,00039254 6,4351E-06
Total 62 0,04560405
Coeficientes | Error tipico | Estadisticot | Probabilidad | Inferior 95% Sug;)seozor
Intercepcion -0,0014189 0,0006309 -2,24905974 0,0281303 -0,00268 -0,000157
Variable X 1 0,0009395 1,1209E-05 83,8201012 1,055E-64 0,00091711 | 0,00096194
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Variable X 1 Grafico de los residuales
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Figura 33. Grafica de la distribucion de los residuales para la curva de calibracion

correspondiente a la banda v (C=0)

e Banda de absorcién 1213 cm-1 correspondiente a la banda vas (SO3).

Tabla 50. Estadistica de la regresion para la curva de calibracion correspondiente a la

curva de calibracion de la banda v,s (SO3 °) para el rango lineal seleccionado

Coeficiente de correlacion mdaltiple 0,99979497

Coeficiente de determinacion R"2 0,99958998

R”2 ajustado 0,99958326

Error tipico 0,00128693
Observaciones 63
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Tabla 51. Analisis de varianza para la curva de calibracion correspondiente a la banda

Vas (SO3 7) para el rango lineal seleccionado

Promedio de
G(ados de Suma de los F Valor critico de F
libertad cuadrados
cuadrados
Regresion 1 0,2462927 0,2462927 148711,486 4,991E-105
Residuos 61 0,00010103 1,6562E-06
Total 62 0,24639372
Coeficientes | Errortipico | Estadisticot | Probabilidad | Inferior 95% Susg)seozor
Intercepcion 0,00365305 0,00032007 11,4133941 8,92E-17 0,00301304 0,00429306
Variable X 1 0,00219285 5,6864E-06 385,631282 4,991E-105 0,00218148 0,00220422
Variable X 1 Grafico de los residuales
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Figura 34. Grafica de la distribucion de los residuales para la curva de calibracion

correspondiente a la banda vas (SO3 ) para el rango lineal seleccionado




e Banda de absorcién 1101 cm™ correspondiente a la banda vs (SO3-)
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Tabla 52. Estadistica de la regresion para la curva de calibracion correspondiente a la

curva de calibracién de la banda vs (SO3 ) para el rango lineal seleccionado

Coeficiente de correlacion mdaltiple 0,99982586

Coeficiente de determinacion R"2 0,99965175

RA2 ajustado 0,99964604

Error tipico 0,00100109
Observaciones 63

Tabla 53. Analisis de varianza para la curva de calibracion correspondiente a la banda

Vs (SO3 ) para el rango lineal seleccionado

Promedio
Grados de Suma de de los F Valor critico de F
libertad cuadrados
cuadrados
Regresion 1 0,17548179 | 0,17548179 175098,802 3,431E-107
Residuos 61 6,1133E-05 1,0022E-06
Total 62 0,17554292
Coeficientes | Error tipico Estadt|st|co Probabilidad | Inferior 95% Sug;)seozor
Intercepcion 0,0002306 0,00024898 0,9261923 0,35799601 -0,0002672 | 0,00072846
Variable X 1 0,00185097 4,4234E-06 | 418,448088 3,431E-107 0,00184213 | 0,00185982
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Variable X 1 Grafico de los residuales
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Figura 35. Grafica de la distribucion de los residuales para la curva de calibracién

correspondiente a la banda vs (SO3 °) para el rango lineal seleccionado
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Tabla 54. Preparacién de las muestras del material de referencia interno y de una

segunda muestra para su analisis por FTIR con ATR

Muestra-replica

Masa muestra

Masa Metanol

(£0,3mg) (+£0,0003 g)
Material de referencia interno-1 505,1 2,0421
Material de referencia interno-2 504,2 1,0086
Material de referencia interno-3 756,3 2,0197
Material de referencia interno-4 1009,8 2,0062
Material de referencia interno-5 1261,1 2,0076
Material de referencia interno-6 2524,3 2,0228
Muestra 2-1 646,1 2,0136
Muestra 2-2 632 2,0041
Muestra 2-3 638,1 2,0072
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Apéndice e. Estudios de especificidad

Tabla 55. Preparacion de las muestras de material de referencia interno sometidas a

degradacion para el andlisis por la metodologia FTIR con ATR

Muestra-tipo de Masa de Masa Metanol
degradacion muestra (£0,0003 g)
(x0,3mgq) -
Humedad 463,1 1,5250
Termolisis 468,4 1,5929
Radiacion visible 472.,6 1,6567
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Apéndice f. Precision para el sistema FTIR con ATR

Tabla 56. Precision del sistema FTIR con ATR en la medicidon de absorbancia para una

serie de patrones

Patrc}n— Concentracion| Absorbancia a Promedio Abs. Desv,iacic')n cv
Replica (mg/Q) 1213 cm-1 estandar
1.1 5 0,0133
1.2 > 0,0132 0,0133 0,0002 1,6
1.3 5 0,0134
14 5 0,0132
1.5 5 0,0133
1.6 5 0,0137
2.1 14,9 0,0363
2.2 14,9 0,0365
2.3 14,9 0,0367
2.4 14,9 0,0363
oE 14.9 0.0363 0,0363 0,0003 0,9
2.6 14,9 0,0362
2.7 14,9 0,0357
2.8 14,9 0,0361
3.1 24,9 0,0581
3.2 24,9 0,0583
3.3 24,9 0,0592
3.4 24,9 0,0588 0,0586 0,0003 0,6
3.5 24,9 0,0586
3.6 24,9 0,0585
3.7 24,9 0,0584
4.1 34,8 0,0795
4.2 34,8 0,0794
4.3 34,8 0,0798 0,0796 0,0003 0,4
4.4 34,8 0,0794
4.5 34,8 0,0801
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Tabla 57. Precision del sistema FTIR con ATR en la medicion de absorbancia para una

serie de patrones (continuacion)

5.1 44,8 0,1015
5.2 44.8 0,1017
5.3 44.8 0,1021 0,1018 0,0004 0,4
5.4 44,8 0,1014
5.5 44,8 0,1022
6.1 54,7 0,125
6.2 54,7 0,126
6.3 54,7 0,126
6.4 54,7 0,128
6.5 54,7 0,125 0,126 0,001 0,9
6.6 54,7 0,125
6.7 54,7 0,125
6.8 54,7 0,126
6.9 54,7 0,127
7.1 65,3 0,1463
7.2 65,3 0,1470
7.3 65,3 0,1470 0,1468 0,0003 0,2
7.4 65,3 0,1468
7.5 65,3 0,1470
8.1 74,7 0,1662
8.2 74,7 0,1668
8.3 74,7 0,1674
Y 07 0.1660 0,1667 0,0005 0,3
8.5 74,7 0,1666
8.6 74,7 0,1672
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Tabla 58. Precision del sistema FTIR con ATR en la medicion de absorbancia para una

serie de patrones (continuacion)

9.1 84,6 0,188
9.2 84,6 0,189
9.3 84,6 0,187
9.4 84,6 0,190 0,189 0,002 0,9
9.5 84,6 0,189
9.6 84,6 0,189
9.7 84,6 0,192
10.1 95,2 0,2109
10.2 95,2 0,2121
10.3 95,2 0,2120 0,2112 0,0009 0,4
10.4 95,2 0,2100
10.5 95,2 0,2111
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Tabla 59. Precision del sistema FTIR con ATR en la medicion de absorbancia para una

serie de muestras (material de referencia interno y segunda muestra)

Muestra

Masa
muestra
(x0,3mgq)

Absorbancia a
1213 cm™

Promedio
Abs.

Desviacion
estandar

Cv

Material de
referencia
interno

505,1

0,035

0,0357

0,0351

0,0362

0,0355

0,0005

15

504,2

0,0675

0,0681

0,0684

0,0686

0,0681

0,0005

0,7

756,3

0,0497

0,0502

0,0499

0,0493

0,0498

0,0501

0,0498

0,0003

0,6

1009,8

0,0653

0,0654

0,0656

0,0659

0,0651

0,0659

0,0664

0,0667

0,0658

0,0006

0,8

1261,1

0,0756

0,0768

0,0774

0,0762

0,0768

0,0774

0,0779

0,0769

0,0008
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Tabla 60. Precision del sistema FTIR con ATR en la medicion de absorbancia para una

serie de muestras (material de referencia interno y segunda muestra). (Continuacion)

2524.3

0,1619

0,1627

0,1631

0,1638

0,1629

0,0008

0,5

Segunda
muestra

646,1

0,0445

0,045

0,0451

0,0453

0,0455

0,0457

0,0452

0,0004

0,9

632

0,0441

0,0447

0,0448

0,0438

0,0444

0,0444

0,0441

0,0443

0,0003

0,8

638,1

0,0428

0,0426

0,0431

0,0425

0,0427

0,0431

0,0428

0,0002

0,6
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Cromatografia liquida de alta eficiencia HPLC (USP 37)

Apéndice g. Preparacion de los patrones para la curva de calibracion de la

metodologia por HPLC.

Tabla 61. Preparacion de la solucion madre de besilato de amlodipina

Masa
besilato de Volumen

amlodipina | final (+ 0,05 Concentracion

S(mg/mL)

Solucion | ~astandar mL) (mg /mL)
madre (+ 0,03 mg)
11,44 50 0,2288 0,0006

Tabla 62. Preparacion de los patrones de besilato de amlodipina para la curva de
calibracion HPLC

Solucién volumen
patrén de solucion Volumen Concentracion S
besilato de final (mL) (mg / mL) (mg/mL)
L madre (mL)

amlodipina
1 1 25 0,0092 0,0001
1 20 0,0114 0,0001
3 1 10 0,0229 0,0003
4 3 25 0,0275 0,0003
5 3 20 0,0343 0,0003
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Tabla 63. Preparacion de las muestras de material de referencia interno para el analisis
por la metodologia USP 37

Masa de . Alicuota Volumen
T Volumen final ) R
Muestra-réplica muestra (+ 0,005 mL) pipeta dilucién
(£ 0,03 mQ) - (0,006 mL) (0,02 mL)
Material de
referencia interno-1 127,21 50 2 10
Material de
referencia interno-2 126,24 50 2 10
Material de
referencia interno-3 127,04 50 2 10

Apéndice j. Preparacion de las muestras sometidas a degradacion para el analisis por

la metodologia USP 37

Tabla 64. Preparacion de las muestras sometidas a degradacion para el analisis por

metodologia USP 37

. Masa de . Alicuota Volumen
Muestra-tipo de Volumen final . R
degradacion muestra (+ 0,005 mL) pipeta dilucion
(£ 0,03 mg) - (0,006 mL) (0,02 mL)
Humedad 126,4 50 2 10
Termolisis 126,73 50 2 10
Radiacion visible 126,80 50 2 10
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Apéndice k. Analisis de varianza para las curvas de calibracion de HPLC.

e Curvade calibracion 1 para el analisis de las muestra del material de

referencia interno.

Tabla 65. Estadistica de la regresion para la curva de calibracion HPLC para el andlisis

de muestras del material de referencia interno

Coeficiente de correlacion multiple

0,99995152

Coeficiente de determinacion R"2

0,99990304

R”2 ajustado

0,99989657

Error tipico

10585,3778

Observaciones

17

Tabla 66. Analisis de varianza para la curva de calibracion de HPLC para el analisis de

muestras del material de referencia interno

Gﬁiz?tige Cﬁ:?;:ss Pré)(?lgilo F Valor critico de F
cuadrados
Regresién 1 1,7332E+13 | 1,7332E+13 154680,609 1,608E-31
Residuos 15 1680753359 | 112050224
Total 16 1,7334E+13
Coeficientes | Error tipico Estadtistico Probabilidad In;;(;[;oor Sug;)seo;oior
Intercepcion | 34929,9036 | 6603,05154 | 5,2899638 9,0764E-05 | 20855,8324 | 49003,9748
Variable X 1 112514375 286081,699 | 393,294557 1,608E-31 111904606 | 113124144
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Variable X 1 Grafico de los residuales
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Figura 36. Grafico de la distribucion de los residuales para la curva de calibracion 1
(USP 37)

Tabla 67. Distribucion de los residuales para la curva de calibracion 1 de HPLC

Observacién Prondstico para Y Residuos
1 1064661,46 -2594,82594
2 1064661,46 -786,644939
3 1064661,46 -1535,91694
4 1322094,35 -4048,67078
5 1322094,35 -50,3547841
6 1322094,35 1760,92022
7 2609258,8 1006,23999
8 2609258,8 1552,74299
9 2609258,8 6548,56099

10 2609258,8 9014,06099
11 2609258,8 8163,65199
12 3124124,58 -20000,6297
13 3124124,58 -13616,4007
14 3124124,58 15632,3753
15 3896423,25 17246,1168
16 3896423,25 -122,701232
17 3896423,25 -18168,5242
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e Segunda curva de calibracién para el analisis de las muestras del material de

referencia interno sometidas a degradacién por metodologia USP 37.

Tabla 68. Estadistica de la regresion para la segunda curva de calibracion HPLC para

el andlisis de las muestras sometidas a degradacion

Coeficiente de correlacion mdltiple 0,99902288

Coeficiente de determinacion R"2 0,99804672

R"2 ajustado 0,99786915

Error tipico 44808,9526
Observaciones 13

Tabla 69. Andlisis de varianza para la segunda curva de calibracion HPLC para el

analisis de muestras sometidas a degradacién

Promedio de
Gr_ados de Sumade los F Valor critico de F
libertad cuadrados
cuadrados
Regresion 1 1,1285E+13 1,1285E+13 5620,55308 2,9577E-16
Residuos 11 2,2086E+10 2007842236
Total 12 1,1307E+13
Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad Inferior 95% Sugseozor
Intercepcion 68766,1973 34121,7341 2,01531953 0,06896818 -6335,2331 143867,63
Variable X 1 110952683 1479954,21 74,970348 2,9577E-16 107695325 114210040
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Variable X 1 Grafico de los residuales
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Figura 37. Grafico de la distribucion de los residuales para la curva de calibracién 2
(USP 37)

Tabla 70. Distribucion de los residuales para la segunda curva de calibraciéon HPLC

Observacién Pronéstico para Y Residuos
1 1083983,24 -41991,3784
2 1083983,24 -44271,1514
3 1338064,89 6266,61455
4 1338064,89 9391,43355
5 2607363,57 41836,5624
6 2607363,57 43907,2474
7 2607363,57 42138,8834
8 2607363,57 52036,2484
9 2607363,57 48104,6994

10 3115526,86 -60225,9517
11 3115526,86 -55753,4527
12 3876662,26 -11618,1748
13 3876662,26 -29821,5798




