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Actualizacion

ALOPURINOL

CsHsN4,O PM: 136,11 315-
30-0

Definicion - Alopurinol es 1H-Pirazol [3,4-
d]pirimidin-4-ol. Debe contener no menos de
98,0 por ciento y no mas de 102,0 por ciento de
CsH4N4O, calculado sobre la sustancia seca y
debe cumplir con las siguientes
especificaciones.

Caracteres generales - Polvo fino blanco o
casi blanco. Soluble en soluciones diluidas de
hidroxidos alcalinos y en amonio; muy poco
soluble en agua, etanol y dimetilformamida;
practicamente insoluble en éter y cloroformo.

Sustancias de referencia - Alopurinol SR-
FA. Impureza A de Alopurinol SR-FA:
Hemisulfato de 3-Aminopirazol-4-
carboxamida. Impureza B de Alopurinol SR-
FA: 5-(Formilamino)-1H-pirazol-4-
carboxamida. Impureza C de Alopurinol SR-
FA: 5-(4H-1,2,4-Triazol-4-il)1H-pirazol-4-
carboxamida. Impureza D de Alopurinol SR-
FA: 5-Amino-1H-pirazol-4carboxilato de etilo.
Impureza E de Alopurinol SR-FA: 5-
(Formilamino)-1H-pirazol-4-carboxilato de
etilo.

CONSERVACION
En envases bien cerrados.
ENSAYOS

Identificacion

A - Absorcion infrarroja <460>. En fase
solida.

B - Disolver 10 mg de Alopurinol en 1 mL
de hidréxido de sodio 0,1 M y diluir a 100 mL
con &cido clorhidrico 0,1 M. Transferir 10 mL
de esta solucion a un matraz aforado de 100 mL
y completar a volumen con &cido clorhidrico
0,1 M. Examinar entre 220 y 350 nm (ver 470.
Espectrofotometria ultravioleta y visible). La
solucion debe presentar un maximo de
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absorcion a aproximadamente 250 nm y un
minimo a aproximadamente 231 nm. La
relacion de absorbancias medidas a 231 y
250 nm, se debe encontrar entre 0,52 y 0,62.

Pérdida por secado <680>

Secar a 105 °C durante 5 horas a una presion
no mayor de 2 mm de Hg: no debe perder mas
de 0,5 % de su peso.

Pureza cromatografica

[NOTA: conservar e inyectar las soluciones
preparadas aproximadamente a 8 °C.]

Sistema cromatografico - Emplear un
equipo para cromatografia de liquidos con un
detector ultravioleta ajustado a 220 nm y una
columna de 250cm x 4,6 mm con fase
estacionaria constituida por octadecilsilano
quimicamente unido a particulas porosas de
silice de 5um de didmetro. Mantener la
columna a 30 °C. El caudal debe ser
aproximadamente 1,0 mL por minuto.

Solucion A - Pesar aproximadamente 1,25 g
de fosfato di&cido de potasio, diluir a 1.000 mL
con agua y mezclar.

Solucion B - Metanol.

Fase movil — Emplear mezclas variables de
Solucién A y Solucion B. Programar el
cromatdgrafo del siguiente modo:

Tiempo Solucién A Solucién B Etapa
(%) (%)
0-30 90-70 10—30 Gradiente lineal
30-35 70 30 Isocréatico
35-36 70—90 30—10  Gradiente lineal
36-46 90 10 Isocratico

Disolvente - Solucion A y Solucién B
(90:10).

Solucién estandar - Pesar aproximadamente
alrededor de 2,5 mg de Alopurinol SR-FA, 2,5
mg de Impureza A de Alopurinol SR-FA, 2,5
mg de Impureza B de Alopurinol SR-FA, 2,5
mg de Impureza C de Alopurinol SR-FA, 2,5
mg de Impureza D de Alopurinol SR-FA'y 2,5
mg de Impureza E de Alopurinol SR-FA.
Transferir a un matraz aforado de 100 mL,
disolver con 2 mL de hidréxido de sodio 0,1 M
y sonicar durante 1 minuto. Completar a
volumen con Disolvente, sonicar durante 5
minutos y mezclar. Transferir 2mL de la
solucion anterior a un matraz aforado de
100 mL, completar a volumen con Disolvente y
mezclar.

Solucion muestra -  Pesar exactamente
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alrededor de 25 mg de Alopurinol, transferir a
un matraz aforado de 100 mL y agregar 5 mL de
hidroxido de sodio 0,1 M. Sonicar hasta
disolucidn, completar a volumen con Disolvente

y mezclar.
Aptitud  del sistema  (ver  100.
Cromatografia) - Cromatografiar la Solucion

estandar y registrar las respuestas de los picos
segun se indica en Procedimiento: la resolucion
R entre los picos de impureza C y de impureza
B no debe ser menor de 0,8. El factor de
asimetria no debe ser mayor de 1,5 para el pico

de alopurinol.

Procedimiento - Inyectar por separado en el
cromatdgrafo volimenes iguales
(aproximadamente 40 uL) de la Solucion

estandar y la Solucién muestra, registrar los
cromatogramas y medir las respuestas de todos
los picos. Calcular el porcentaje de cada
impureza en la porcién de Alopurinol en ensayo.
Debe cumplir con los requisitos de la
siguiente tabla:

Tiempo
Sustancia relacionada de_ , Limite
retencion (%)
relativo
Impureza A 0,62 0,2
Impureza C 0,79 0,2
Impureza B 0,81 0,2
Alopurinol 1,0 -
Impureza D 4.4 0,2
Impureza E 4,8 0,2
(E/2)-3-(2-carbetoxi-2- 6,5 0,2
cianoetenil)amino-1H-
pirazol-4-carboxilato de etilo
individual desconocida - 0,1
totales - 1,0

Limite de hidrazina

[NOTA: la hidrazina presente en la muestra
reacciona con benzaldehido para formar

benzalazina.]
Sistema cromatografico

Emplear

un

equipo para cromatografia de liquidos con un
detector ultravioleta ajustado a 310 nm; y una
columna de 25cmx4,0mm con fase
estacionaria constituida por grupos nitrilos
quimicamente unidos a particulas porosas de
silice de 5 pm de didmetro. El caudal debe ser
aproximadamente 1,5 mL por minuto.

Fase movil - Hexano y 2-propanol (95:5).
Filtrar y desgasificar. Hacer los ajustes
necesarios (ver Aptitud del sistema en 100.
Cromatografia).
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Solucion de hidroxido de sodio 2M —
Disolver 8,5 g de hidroxido de sodio en agua y
diluir a 100 mL con el mismo solvente.

Diluyente — Metanol y solucién de hidréxido
de sodio 2 M (50:50).

Solucién de benzaldehido — Disolver 4 g de
benzaldehido en 100 mL de Diluyente. [NOTA:
preparer esta solucion inmediatemente antes de
usar].

Solucién de hidrazina — Preparar una
solucion que contenga 0,2 pg de sulfato de
hidrazina por mL de Diluyente.

Solucion blanco — Transferir 5 mL de
Diluyente a un recipiente apropiado, agregar 4
mL de Solucién de benzaldehido, mezclar y
dejar en reposo durante 2,5 horas a temperatura
ambiente. Agregar 5,0 mL de hexano y agitar
durante 1 minuto. Dejar que las capas se separen
y usar la superior.

Solucion estandar - Transferir 5,0 mL de
Solucién de hidrazina a un recipiente apropiado,
agregar 4 mL de Solucion de benzaldehido y
mezclar. Dejar en reposo durante 2,5 horas a
temperatura ambiente.  Agregar 5,0 mL de

hexano y agitar durante 1 minuto. Dejar que las
capas se separen y usar la superior.

Solucion muestra - Pesar exactamente

alrededor de 250 mg de Alopurinol, transferir a
un recipiente apropiado y disolver con 5 mL de
Diluyente. Agregar 4 mL de Solucion de
benzaldehido, mezclar y dejar en reposo durante
2,5 horas a temperatura ambiente. Agregar 5,0
mL de hexano y agitar durante 1 minuto. Dejar
que las capas se separen y emplear la capa
superior.
Aptitud del sistema (ver 100. Cromatografia) -
Cromatografiar la Solucidn estandar y registrar
las respuestas de todos los picos segln se indica
en Procedimiento: los tiempos de retencion
relativos son aproximadamente 0,8 para
benzalazina y 1,0 para benzaldehido; la
resolucion R entre los picos de benzalazina y
benzaldeido no debe ser menor de 2,0 y la
desviacion estdndar relativa para inyecciones
repetidas para el pico de benzalazina no debe ser
mayor de 15,0 %.

Procedimiento - Inyectar por separado en el
cromatégrafo volimenes iguales
(aproximadamente 20 puL) de la Solucién
estandar y de la Solucién muestra, registrar los
cromatogramas y calcular el porcentaje del pico
presente de benzalazina en la porcion de
Alopurinol en ensayo por la formula siguiente:

1.000(32,05/130,12)(Cw/Ce)(ru/re)
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en la cual 32,0 es el peso molecular de hidrazina,
130,12 es el peso molecular de sulfato de
hidrazina, Cw es la concentracion de la muestra
en mg por mL, Ce es la concentracién de sulfato
de hidrazina en pg por mL, rv y re son las
respuestas de los picos correspondientes al pico
de benzalazina a partir de la Solucién muestra y
la Solucién estandar, respectivamente: no debe
contener mas de 10 ppm.

VALORACION

[NOTA: conservar e inyectar las soluciones
preparadas aproximadamente a 8 °C.]

Sistema cromatografico - Emplear un
equipo para cromatografia de liquidos con un
detector ultravioleta ajustado a 230 nm y una
columna de 250cm x 4,6 mm con fase
estacionaria constituida por octadecilsilano
quimicamente unido a particulas porosas de
silice de 3 a 10 um de diametro. El caudal debe
ser aproximadamente 1,8 mL por minuto.

Fase movil - Pesar aproximadamente 1,25 g
de fosfato diacido de potasio, diluir a 1.000 mL
con agua y mezclar.

Solucién de aptitud del sistema - Pesar
aproximadamente alrededor de 2,5 mg de
Alopurinol SR-FA, 2,5 mg de Impureza B de
Alopurinol SR-FA, 2,5 mg de Impureza C de
Alopurinol SR-FA. Transferir a un matraz
aforado de 100 mL, disolver con 2 mL de
hidréxido de sodio 0,1 M vy sonicar durante 1
minuto. Completar a volumen con Fase movil,
sonicar durante 5 minutos y mezclar. Transferir
2 mL de la solucion anterior a un matraz aforado
de 100 mL, completar a volumen con Fase
mévil y mezclar.

Preparacion estandar — Pesar exactamente
alrededor de 20 mg de Alopurinol SR-FA y
transferir a un matraz aforado de 250 mL.
Agregar 5,0 mL de hidréxido de sodio 0,1 My
disolver. Completar a volumen con Fase mdvil
y mezclar.

Preparacion muestra - Pesar exactamente
alrededor de 20 mg de Alopurinol, transferir a
un matraz aforado de 250 mL, disolver con
5,0 mL de hidréxido de sodio 0,1 M, completar
a volumen con Fase movil y mezclar.

Aptitud del sistema (ver 100.
Cromatografia) - Cromatografiar la Solucién de
aptitud del sistema y registrar las respuestas de
los picos segun se indica en Procedimiento: los
tiempos de retencion relativos deben ser 0,7 para
impureza B, 0,8 para impureza C y 1,0 para
alopurinol. La resolucién R entre los picos de
impureza B y de impureza C no debe ser menor
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de 1,1 y entre los picos de impureza C y
alopurinol no debe ser menor a 6,0.
Cromatografiar la Preparacion estandar vy
registrar las respuestas de los picos segun se
indica en Procedimiento: la desviacion estandar
para inyecciones repetidas no debe ser menor a
2,0 %.

Procedimiento - Inyectar por separado en el
cromatdgrafo volimenes iguales
(aproximadamente 20uL ) de la Preparacion
estandar y la Preparacion muestra, registrar los
cromatogramas y medir las respuestas de los
picos principales. Calcular la cantidad de
CsHaN4O en la porcion de Alopurinol en ensayo.



