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SUMARIO

Con objeto de establecer una idea sobre la bondad y/o in-
:ertidumbre que proporciona un método de analisis que combina 1la
& xtraccidn de un derivado colorido y la fotocolorimetria para de
‘Terminar la cantidad de salbutamol cue permanece sin degradarse
;fn una formulacidn de jarabe, se estudiaron los efectos del tiem
B0 de reaccidn, pH, concentracidén de resctivos y excipientes y ~
f5roductos de degradacion sobre la absorbancia medida. Al mismo -
f:iempo, a través del analisis estadistico de resultados experi--
grentales, se determinaron linealidad, exactitud y precision del
?nétodo. Este consiste en extraer con cloroformo un derivado co-~
horido de salbutamol cue se forma en fase acuosa por reaccidn —-
__oh p-aminodimetilanilina, ferricianubo; de potasio y bicarbona-
> o de éodio, y medir laz absorbancia de la fase clorofdrmica a -~
?505 nm. Se encontrd que el tiempo de reaccion, el pH y la concen
tracidén de reactivos si influYen en la respuesta de absorbancia
:;btenida; que el ﬁétodo presenta linealidad en el rango de 80 a

#1100 microgramos de salbutamol y que es exactlo pero no preciso.



’ INTRODUCCION

Ia Farmacia se ha definido como la profesidn relacionada

con la preparacidn de materiales convenientes pars la preven=——

cifén y tratamiento de enfermedades ( 1 ). Esto implica que el -
Farmacéutico debe tener,entre otros,conocimientos sobre selec—-—

3 - 2 . . . . . . : . .
cidn, identificzacidn,aislamiento,accidn farmacoldgica, preserva-——

‘cidn,andlisis y produccidn deé principios activos y medicamentos.

fSin embargo,el trabajo del Farmacéutico no se limita a la manu-

ffactura de medicamentos, también es su responsabilidad asegurar

" la distribucidén y usos adecuados del producto y determinar que

. éste cumpla eficientemente con el fin para el cuzl fue elabora-

do.
Una de las actividades importantes que realiza el Quimico

Farmacéutico Para garantizar la eficaecia del medicamento,es la

- de aplicar’pruebasmde estabilidad mediante las cuales se pueda

detectar la degradacidn del principio activo. Ademis,las prue—-—

bas de estabilidad permiten establecer el periodo de tiemdo en

el que la dosis del principio activo se mantiene dentro de un -

rango de actividad terapéutica efectiva.asi mismo permite prede

cir la conservacidn de la presentacion y apariencia fisica del
medicamento. )

Para determinar la estabilidad de un medicamento,es una
condicidn fundamental contar con un método analitico lo sufi--—-
cientemente especifico y sensible para que detecte las variacio

nes de concentracidn en los muestreos cominmente empleados en -



pruebzs de estabilidad acelerada,ya que en tales mucstreos los
porcentajes de activo degradado sgelen ser muy bajos,lo cual no
oﬁsta para que los productos de degradagién puedan interferir —
ia medicidn final. Dicho método también debe ser validado con -
respecto a exactitud,precisidn y linealidad en la presencia de
excipientes y productos de degradacién. Por ello,un estudio prg
liminar a las pruebas de estabilidad consiste en decidir sobre
el método a utilizar y en fijar una idea sobre la especificidad
¥ cuantitatividad que proporciona.

Para seleccionar el método apropiado se debe tener un co
nocimiento completo de las propiedades fisicus ¥y cguimicas del -
activo, los productos de degradacién ¥ la cinética de la reac—-

cidén de degradacion ( 2 ).



l.- FUNDAMENTACION DEL TEMA.

L.l.- Propiedades de Salbutamol.

El Salbutamol,lo mismo que las catecolaminas,es una molé

ula que presenta actividad sobre el sistema nervioso,se consi-

jera como un fdrmaco simpatomimético que relaja el misculo liso
pronquial por estirmlacidn de p-adrenorreceptores.Se utiliza en
Bl tratamiento de asma,brongquitis y enfisema pulmonar,

La férmula desarrollada del Salbutamol es la siguiente:

HOH,,G z i{ ) fH3
HO< :}- -C-}i-C~CH
Ly 3

. HO H H CH

El Salbutamol - presenta un carbono asimétrico en su molé-
’ula, pof lo que hay la posibilidad de que existan dos isdmeros
':Ptidos, (1)-Salbutamol y (d)-Salbutamol. Al comparar la activi-
dad estihuiante'de los isdmeros (1) y (d) y la mezcla racémica
sobre los receptores g-—adrenérgicos, se encontrd que el isdmero
{l) era aproximadamente equiactivo con el racemato y 80 veces -
mds potente que el isdmero (d) ( 3 ).

De la gran cantidad de sustancias cuyas moléculas presen

tan un esgueleto semejante a la molécula de Salbutamol, se en—-—

contré que, cuando se hallan en solucidn acuosa, tienden & oxi-



iarse por efecto de la luz, calor y/o el aire dando soluciones

bon color oue varia del rosa o el café al negro. Ademds de que
Qos metales, principalmente cobre, fierro y zinc, destruyen no-
giablemente su actividad; las soluciones que contiznen:un amorti

ador de pH dcido (4.2) favorecen su conservacion { 1,4,5,6 ).

Ry

wLprgera

Ry Ry Ry

1 .

Esqueleto de la molécula de Salbutamol y

moléculas estructuralmente relacionadas.

La degradacidn oxidativa de Salbutamol en solucién acuo~
o sigue una cinética de seudoprimer orden; la temperatura y el

EDPH tienen un marcado efecto sobre su estabilidad en solucidn =—-
bacqosa; la estabilidad es satisfactoria a temperatusfa ambiente;
{Salbutamol en}ééiucién no se debe formular a pH neutro o bdsico
gy tampoco debe ser,eéterilizada a altas temperaturas ( 7 ).

: El Salbutamol se puede obtener a partir del éster-5~aci£
Bsalicflico ( 8 ); es un polvo crisfalino blanco que funde a 157-
5E158'C; presenta solubilidad en agua 1:70,'en etanol 1l:25; es po
8l co soluble en gter y es soluble en la mayoria de los disolven-—-
f:tes organicos. Se extrae de las soluciones amoniacazales con ace-

tato de metilo después de saturar con cloruro de sodio {4 ).



1.2.~ Productos De Degradacidn.

Cuzndo se desconoce la identidad de los productos de de=-

adacion de una sustancia, la via de degradacidn puede suponer
e sobre la base de grupos labiles existentes en la molécula, y
a indagacidn de sus productos estard guiada por tales suposi—-
ciones ( 9 ). En el Salbutamol, se puede suponer que los Zruvos
fenélico, alcohol primario, aleohol secundario y amino sccunda-
Lﬁo son los grupos labiles de la molécula. Por otro lado, los -
vroductos de degradacidn resultantes de la oxidacidn de Salbuta
mol se pueden DProponer, teoricamente, a partir de la observacion
de las vias de oxidacion de compuestos estructuralmente relacio
hados. Asi, la Epinefrina al descomponerse por oxidacidén forna
un compuesto rojo-rosado, llamado Adrenocromo, Por la siguiente
ruta { 12 ): '

HO G, — 0.0, B on
@/ CH, ST CH, =~ —2
H/ \CH PN C VARN
283 H CH3 H CH3
Epinefrina ‘_ : ' .

Siguiendo esta via de degradacidn para el Salbutamol, se

rueden proponer las siguientes estructuras resultantes:



’ |

9 H{ﬁ\C/CHj
H OH. ch. “CH,
\/ 3

|
H:sC'?’CHa\} Kj\:j
0 N
‘ CHy - 7 +\ /CH3
Salbutamol H° ?-CH3

Se ho reportado la identificacidn de los productos de —-

escomposicidn de Penilefrina en solucidén acuosa por medio de =

romatografia en capa fina, cromatografia liguido—-gas y espec~—-
trometria de masas ( 13’). La ruta de descomposicion propuesta

bara la Fenilefrina es la siguiente:




ol — o™

dImas estructurales. son:

f H OH v
| HOH,C \/

HO
H ¢~C~CH
oo,
’

B 'Salbutamol‘_

: ¢
i j@/ jN—H ~~— HOR,C

c
+ HCHO + CH3NH H3

£ CH3
] [cho - /
oH | ox{ ]
, ' ' OH
HOU A~ O HO
‘@“HZ — @\CH — "),
~N
7 cH
H=cl \cn c/+‘cx1 3
o g 3 3
| ; .

Siguiendo esta rdta para el Salbutamol, las posibles for-



Como los sustituyentes quinicos en una molécula modifi-—-

Bon la velocidad y via de degradacicn, a través de efectos pola
flcs v estéricos ( 11 ), ¥y como los sustituyentes en la molécula
rie Salbutamel son diferentes a los sustituyentes en las molécu—
as de Epincfrina y Fenilefrina, lza anteriores suposiciones no
ilucidan en forma definitiva la estructura de los productos de

egradacidén de Salbutamol.

1.3.~ Ekcipientes de Salbutamol Jarabe.

Un jarabe es una solucidn acuosa que contiene una alta -
'Poncentracién de azﬁcar, un principio activo y otras sustancias
Bue se usan para aumentar la estabilidad fisica y quimica y dar
oresentacion a la forma farmacéutica.

El jarabe de Salbutamol se prepara con Sacarosa, Propi—-
gtenglicol, Sorbitol, color rojo y sabor frambuesa,

Sacarosa: cristales blancos o incoloros, blogques crista-
jlLinos o polvo cristalino blanco; inodoro, sabor dulce, estable
fal aire,soluciones neutras; funde con descomposicién entre 160
by 185%C; densidad de 1.57; rotacidn especifica de 65.9 a 20°C;
no reductor;por fermentacidn, en soluciones acuosas da alcohol
y dcido acético; aun a bajas temperaturas, el dcido sulfurico -
la obscurece y carboniza. Los acidos mineralés dilufdos hidroli
zan lz Sacarosa para dar una molécula de Dextrosa y una de Levu

losa; como resultado de esta hidrélisis, se produce un cambio -

. . . ’
en la rotacidn 6ptica, 1o que se conoce como inversidén del azu-—

!car; Un gramo es soluble en 0.5 ml de agua, 170 ml de alcohol.y
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en aproximadamente 0.2 ml de agua caliente; insoluble en cloro-
formo y dter. Se usa para dar viscecsidad y consistencia; en al-

Mtas concentraciones actua como conservador.( 1 ).

N C1l, Ol ,
0~ _CH,OH '
H HO/ H
. H .CH HD H

Propilenglicol: es un liquido viscoso, claro, incoloro e

Binodoro; sabor ligeramente dulce; densidad de 1.035 a 1.037; —-
§destila entre 184-189°C; absorbe la humedad del aire.

s
HO~C~H

i

CH20H

lMiscible con agua, aicéhol,fécefbna y cloroforma;,solubie en -—-
‘€ter; inmiscible con aceites Fijos; se usa como solvente, con—-
servador y humectante.( 1 ). ;

: Sorbitol: hojuelas, grénuloé_o polvo higroscdpico blancog
sabor dulce; funde a casi 96°C. Soluble un gramo en aproximada-
‘mente 0.45 ml de agua; ligeramente soluble en alcohol, metanol

'y dcido acético; insoluble en cloroformo y éter.
HOHH OH OH OH
U I I
HO~-C~( === ——C~—~C~0OH
Py v
HH OHH H H

‘Tiene una rotacidn dptica de +13 a +16 en solucidn alcalina. Se

Eusa como laxante, edulcurante, humectante y vehiculo.( 1 )« -~



l.4.- Estabilidad de Medicamentos.

El propdsito principal de un Programa de control de cali

fIdad es idear e implenmentar sistemas y procedimientos que propor

ionen una alta probabilidad de gue cada producto farmacéutico
f enga propiedades que permitan lograr la eficacia y seguridad -
lclinica de la formulacidn. E1l disefio de pruecbas de estabilidad
ies una prolongacidn esencial y pertinente del programa de con--—
ftrol de calidad ( 1 ).

La estabilidad de un producto farmacéutico se puede defi
fnir como la capacidad de una formulacidn particulur, en un enva
;se determinado, para mantener sus especificaciones quimicas, fi
Isicas, mi¢robioldgicas, terapéuticas y toxicoldgicas pretendi--—
das; también puede decirse, que es el periodo de tiempo que va
desde el momento en que se acaba de manufacturar hasta el momen
to en el que ya no cumple totalmente con las especificaciones -
echas en lga fafmacopea, 0o hasta.el momento en el gue la poten--
cia se ha reducido a menos del 90 % ( 14 ).

- La asignacidén de fecha de caducidad es una aplicacion di
;recta de los conocimientos adquiridos en los estudios de estabi

lidad y se define como el tiempo hasta el cual 1la formulacidn -

permanece estable al ser almacenada bajo condiciones recomenda-
das (1). -

La evaluacidn de la estabilidad de toda forma farmacéuti
ca, es necesaria para asegurar la identidad, efectividad tera--
p€utica e inocuidéd del medicamento hasta el momento de su uso

€ 11 ).

~

11
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Los factores fisicos y quimicos, como temperatura, radia

iones,concentracidn de oxigeno, PH y concentracidn de iones de
fhctales pesados, pueden significar las condiciones suficientes
ara que las mol€culas se presenten en un estado activo y expe-—

imenten reacciones de oxidacidn, reduccidn, hidrdlisis, descar

oxilacidn, racemizacidn o formacidn de precipitados, que origi
an cambios guimicos que, 5 su vez, provocan variaciones en las
aracteristicas organolépticas y farmacotécnicas de los produc-—
fitos farmacéuticos, as{ como la formacidn de productos indesea~=
Bbles y la disninucidn de la potencia del principio activo.Otros
Broctores que afectan la estabilidad de los medicamentos, son la
;fnteraccién potencial entre ingredientes activos e inactivos, =
gel proceso de manufactura, la forma de dosificacidn,.el sistema
fée sellado del contenedor y las condiciones de embarque y alma-

cenamiento.

l.5.- Métodos de Anslisis gue Indican Estabilidad.

El andlisis quimico por grupo funcional, que se¢ basa en

Aia presencia de un grupo quimico particulér en la estructura de
1a moldcula y que- puede realizarse por medio de técnicas instru
mentales, estd intimamente relacionado con los métodos de andlji

8is que son apropiados para determinar la estabilidad de los =-

pAlnc1plos activos y sus formas de dosificacidn ( 2 ).
g Aungque los metodos gue valoran la concentracion de prln-
{bipio activo en la prediccion de estabilidad de medicamentos, y

lcs métodoa comunes del anglisis quimico cuantitdativo, se funda
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Lentan en el mismo principio de andlisis por grupo funcional, -
o3 criterios y detalles experimentales en estuddios de estabili

led difieren de los del andlisis quimico guiado al control de -

; teria ?rima o.encausado hacia otros propdsitos ( 11 ). Para -
iue un ensayo sea aceptable en ensayos de estabilidad, debe ser
éuficientemente especifico, sensible, lineal, preciso y exacto
Elo que se denomina Validacidn) para diferenciar el fdrmaco ——-
Bnalterado de sus productos de degradacidn. Ademds, en lo posi;
fle, debe ser rdpido, practico y econdmico.

j A continuacidn se citan los fundamentos de algunos méto-
810s de andlisis encontrados en da investigacidn bibliogrdfica y
}e hacen algunas consideraciones sobre su aplicabilidad a la de
fterminacidn de la estabilidad de Salbutamol Jarabe.

A.- Métodos De Extraceidn Por Medio De Solventes: Basdndo

fse en el comportamiento de las especies ionizadas y no ioniza~—
§das, es posible extraer selectivamente a las sustancias acidas,
Qoesicas o neutras por medio de solventes organicos. Se puede —-

goplicar extraccion de una sustancia pura, controlando el pH, la

éfuerza idonica y el sistema de solventes, o aplicar extraccidn -
fde un derivado, controlando la cuantitatividad de la transforma
fcidn. lLa purezé del extracto se obtiene midiendo una propiedad
lespecifica de la molécula. EL método no elimina isdmetos u otras
sustancias de solubilidad similar ( 2 ).

Ia aplicacidn directa de un método de extraccion por me-
&io.de solventes para el anslisis de Salbutamol Jarabe resulta
poco prdctico debido a que es diffcil extraer el catidén Salbuta

mol de sus soluciones acuosas con solventes orgdanicos no misci-
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1les con agua.

Un método de andlisis aplicable a soluciones acuosas de

cpinefrina y Norepinefrina, depende de la conversidn cuantitati

3

%a de las sustancias en sus derivados 0 ,O4~N—triacetilados, -

suc pueden extraerse con cloroformo, pesarse, identificarse y -
xaminarse polarimétricamente para determinar la composicidn es
cerioguimica ( 5, 9, 15 ). La reaccion de acetilacidn para la -

Epinefrina es:

on | o o
CH-CﬁanHfCHB CH-CH2~¥PC‘CH3
O
3(CH,€0),0 ol
OH - N ~CO~CH,
OH: A HNaC 03 O=CwCH:
. | w3
i _ 18] :

Por este procedimiento se obitienen falsos valores altos
-fa que conduce a una apreciable formacién‘de productos de'reéc—
tiiénfdiferentes a los compuestos triacetilados y favorece la -—~
’%cetilagién de los productos de oxidacidén que son parcialmente

,#olubles en cloroformo ( 9 ). Una modificacidn de este método —
‘jonsiste en el aislamiento del prbducto acetilado por cromato--
érafia de particidn con Celita 545, y determinacidn colorimétri
#a del adrenocromo formado después de desacetilar, ademas de e§>
bectrofotometria ultravioleta y polarimetria del eluato cloro--
firmico ( 9, 15 ). Este procedimiento modificade parece dar res

'raesta confiable en el andlisis de Adrenalina y Noradrenalinaz -

en presencia de productos de degradacidén y es adaptable a otras

catecolaminas o sustancias relacionadas ( 9 ). Sin embargo, en.

14
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[

Bkl desarrollo de métodos similares para compuestos especificos,
#:c debe tener atencidn especial en las condiciones (solvente, -
é:emperatura, catdlisis, agente acilante) que permitan una aceti
hacidn cuantitativa. En el caso particular de Salbutamol, la ve
ocidad de reaccidn de esterificaci®n se puede ver afectada Dpor
1 grupo t-~butilo, pues la presencia de grupos voluminosos cer—
a del lugar de reaccion disminuye la rapidez de esterificacion
16, 17 ).

B.- Métodos Volumétricos: Los métodos por titulacidn dci

?-q—base, acuosa 0 no acuosa, en el andlisis del principio acti-
€'o, frecuentemente no ofrecen la especificidad deseada. Sin em-
?bargo, pueden utilizarse si los productos de degradacion y los
”demés componentes de la férmula ne interfieren con la titula—---—
fcidn. Alternativamente, se puede usar una titulacidn para detec
;tar la estabilidad del producto, si se emplea un procedimiento
fadecuado para eliminar las interferenciass ( 2 ).

; Salbutamol se valora en medio no acuoso uszndo “solvent
‘blue 19 solution™ como indicador. Cada mililitro de Acido per--
fclérico 0.1 N equivale a 0.05767 & de Sulfato de Szlbutamol (6).

C.~ Espectrofotometria Visible y Ultravioleta: Es amplia

;mente utilizada en analisis farmacéutico, pero generalmente ca—
grece de especificidad, pues, por lo comin, no hay grandes dife-
‘rencias entre los espectros de absorcidn del activo inalterado

;& los espectros de absorcidn de los productos de degradacidn. =

‘La especificidad puede ocbtenerse a través de la separacidn del

-compuesto analizado o derivatizavion e wrgrupo funcional para

~transformar el compuesto analizado en otro de respuesta mas es-—
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Blccirica.
e El Salbutamol presenta mdxima absorcién en el ultraviole
#it2 o 276 nm cuando se encuentra en HCL 0.1 N ( 4 ).
: Hay un método de cuantificacidn para Salbubtamol en solu-
ién acudsa, en el que, por medio.de una oxidacidn de p—~aminodi
etilanilina y Salbutamol en solucidn alcalina, se desarrolla -
compuesto colorido que presenta maxima absorcidn a 605 nm en
extracto cloroférmico ( 6, 7 ). ‘ .

Lz condensacidn oxidativa de la p-aminodimetilanilina con
flina amplin variedad de fenoles p-sustituidos ocurre a través del

ﬁeeemplazamiento del grupe p-sustituyente ( 18, 19, 20 ):

o 7 z
‘j’(cng’)zﬁ@-i\fﬂz + x@-oa + 2[0]———)(CH3)2N-@-N'-‘:®=Q

§ p-aminodimetilanilina
| . poopd
f < = -Cc1, -Br, ~CO,H, ~OR, -.g-—, -CH-R

ﬁ 1 mecanismo Drobablemente involucra una oxidacidn de la diami~
fk (I) a2 un idn semiquinona (II) que se estabiliza por resonan-
f;ia (IIa ~ IIb) y reacciona éon el ion fenolato (III) para pro-—
:ﬁucir el colorante (IV); un segundo idén semiquinona actua como
i%ceptor de hidrdgeno en el paso final. Entonces el colorante ==
(IV) es ox1dado al colorante final (V) por otro ién semiquinon: -
( 13,19,20 ):




N WH 2agt 2]r.N Ng, 4* %+N N
2 * CAE—F2R, 2 R, NHyl 4 iag

L . : IIa IIb

Iv ; v

Teniendo en cuenta lo anteriormente citado, con respecto
#2 las sustancias coloridas relacionadas con la Indoanilinz, la
formacidn del compuesto colorido derivado de Salbutazmol podria

¥inplicar las siguientes estructuras:

§ HOH, C CH-CH,,~NH=C ( CH, ):3
0=
HN N(CH;
- .‘.(CHS)‘a
HOH,,G HOH,,C

En este tipo de reaccidn, la formacidn del producto colo
‘rido de una sustancia determinada depende de la presencia del -

protdén acidico del grupo fenol y del tipo de grupo quimico gue

17
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gc halle como p-sustituyente. Hay una lista de fenoles p-susti-~
Luidos ( 20 ) con los cuales no se‘obseryé la formacidn de colo—

iante alguno.

CUADRO 1

Fenoles p-sustituidos no reactivos { 20 ).

Grupo Fenol
R- p-Cresol
' 3,4=-Dimetilfenol

p~-t-Butilfenol
p-Hidroxidifenilo
p~Bencilfenol

—CH2002H Acido p-Hldroxlfenllacetlco

~CHO . : p-Hidroxibenzaldehido -

-~COR p~-Hidroxipropiofenona
p-Hidroxibenzofenona

—002R p-Hidroxibenzoato de etilo
p-hidroxibenzoato de propilo

-~NHCOR Acetilwp—aminofenol

=NoR ' p-Hidroxiazobenceno

-0H Hidroguinona

—A302H2 Acido p~H1drox1fen11arsonlco

i Aplicando el método de extraccidn-fotocolorimetria al and
1lisis de muestras de Salbutamol en solucidn acuosa, se encontré
‘que hay desviacién de la Ley de Beer en un rango de 0-3 mg de ~——

Q%lbutamol (7).
: ‘En un ‘método fotocolorimétrico son muchos los factores =--
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gFactores se pueden mencionar ( 21, 44 ):

).~ Asocizcidn molecular, donde el tipo de moléculas presentes

n solucidn depende de la concentracion. Este fendmeno es comun
n compuestos que contienen grupos hidroxilo; en soluciones -muy
iluidas sdlo hay moléculas monoméricas de alcohol, a medida ~-
ue la concentracion aumenta se van presentando grandes propor-
iones de moléculas asociadas que originan cambios en la inten-
lsidad de absorcion;

%) .~ PH, sobre todo cuando se emplean reactivos orgénicos con -
opiedades acido-base, la absorcidn del propio reactivo y el =
Bestado del idn que se determina en la solucidn pueden variar co
fmo resultado de un cambio en la acidez del sistema;

B ) o~ Concentracidn de reactivos, es necesario determinarla para

‘lograr la transformacidn cumntitativa del compuesto analizado;

§d) .~ Tiempo de reaccion, es indespensable examinar el cambio de

absorcidn del compuesto coloride al dejar en contacto, durante
diferentes tiempos,la mezecla de reaccidn; '

e) .~ Temperatura, ademds de poder catalizar la reaccidén de for-

8 macidén del colorante, puede catalizar la reaccidn de descomposi
cion; ¥

f).~ Sustancias extrafias, la sustancia por determinar a menudo

estd presente con otras sustancias que pueden-influir en la ab-
sorcion de la solucidn.

Ias condiciones para efectuar las reacciones fotométricas
se deben estudiar detalladamente a fin de garantizar la reprodu

cibilidad, sensibilidad y seguridad de los resultados. Una vez
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gefinidas las condiciones dptimas de formacidn del comsuesto co-

lorido, se establece el rango de concentraciones en el que se -—

bumple la relzcidon lineal entre absorbancia y concentracidn. El

frincipal criterio prdctico para evaluar la utilidad de cada —-—
eaccion fotométrica es el -que comprende el andlisis estadistico

de los resultados ( 21 ).
D.- Fluorometria: La medicidn de la fluorescencia es una

técnica analitica dtil aplicada a compuestos que por si mismos -
presentan fluorescencia o gque pueden dar derivados fluorescentes.
Se reporta un analisis fluorométrico de soluciones acuo--
Lsas de Salbutamol, en el que se encuenira que la initensidad de =
la fluorescencia estd linealmente relzacionada con la concentra--—
cidn en el rango de 0~6.9 x 10-4 M de Salbutamol.( 7 ). Aparente
mente, se pudieron controlar la autocextincidon de la fluorescen-—
cia que ocurre generalmente en los ensayos fluordmétricos y la -
alteracidén de la fluorescencia que ocurre por la presencia de ==
rroductos de degradacidn interferentes,

E.~ Polarimetria: Mide el grado con €l cual las sustan--

cias dpticamente activas hacen girar el plano de la luz polariza
da. En estudios de estabilidad, la polarimetria puede ser un —--

buen recurso siempre y cuando la sustancia analizada sea la dnl

ca oue presente actividad dptica y cuando la degradacidn destru-
¥a notablemente el centro asim€trico, .de lo contrario las dife~-~
rencias en el poder rotatorio serian muy pequefias y caerfan den-
tro del error del método ( 11 ).

P.- Deteccidn de los Productos=de-Degradacidn: EL método

que indica la. estabilidad del principio activo se puede contro--
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lar por medio de un procedimiento que detecte la posible presen-

tia de los productos de degradacidn. E1 método de deteccidn debe

Histinguir eficazmente entre el activo inalterado y los produc--—
;os de degradacion; debe tener gran sensibilidad, puesto que ge-
§<cralmenfe el porcentaje de producto degradado es muy bajo, en -
bruchos casos inferior al 10 % ( 11 ). La Espectroscopia Infrarro
§ia, la Resonancia Nagnética Nuclear y la Polarografia son muy --
;'tiles para estos fines cunao el producto de degradacidn presen—
K a un grupo funcional de sefial intensa que no existe en el pro--

gducto original.
v G.~ Cromatografia: Cuando no es posible determinar direc-

tamente el activo, debido a la presencia de sustancias interfe--
'rentes; es conveniente que al analisis final le anteceda un pro-—
fcedimiento de separacidn. La cromatografia es una alternativa ——
gy utilizada para separar mezclas de sustancias que tienen prd—
Bricdades fisicoquimicas muy similares y cuya separacidn por —-—-—-
Qotros-métodos serfia muy dificil o imposible. Se caracteriza bvor-
que los componentes de la muestra se distribuyen entre dos fases
inmiscibles entre‘si. Ia naturaleza fisica de las fases y el me-
canismo para pbnerlas en contacto dan origen a varios tidos de -
B cromatografia: en papel, en capa fina, de intercambio idnico, de
R cases y de liquidos a alta presidn ( 17 ). Los dos ultimos tipos
;fmencionados no sdlo ofrecen un medio de separacidn, sino que pro
§ porcionan informacidn cuantitativa muy util ( 2 ).

Ia cromatografia en capa fina es un método que se puede -
ifaplicar a la deteccidn de productos de degradacidn. En todo caso,

| bay que tener la certeza de que el sistema de solventes usado se
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e realmente al activo de los productos de degradacidn, y cque

reaccidon de revelado sea lo suficientemente sensible para de-
fectar el activo alterado aun en Dpeouefias cantidades.
Los siguientes son sistemas de Cromatografia en Cdpa 2ina

gnuontrados para la deteccidn de 3Salbutamol:

Sistema I.

f) Disolvente de la luestra.- Agua o Metanol.

) Fase Estacionaria.- Gel de Silice G.

,E) Fase M6vil.~ 4 % de Hidrdxido de Amonio, 16 % de Agua, 30 % -
A

de Alcohol Isopropiiico y 50 % de Acetato de =ti
lo.

. Sistema II. _

ff) Disolvente de la Muestra.— Acido Acético 2 N.

.;) Fase Estacionaria.- Gel de Silice G.

5) Pase Mévil.~ Una parte de Hidroxido de Amonio y 5 partes de —
: | _ Alcohol Metilico.

5?) Revelzdor.— Permanganato de Potasio al 1 %.

: Sistema IIIX.
;a) Disolvente de la Muestra.- Agua.
b) Fase Estacionaria.-— Avicel, ,
c) Fase MOvil.- 50 % de Agua, 40’4 de Butanol y 10 % de Acido —-
3 Acético. o

27) Revelador.-— Fluoresceina al 2 %.
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Ia cromatografia de intercambio idnico se ha aplicado a -
{}roblemas analiticos en los que se tiene que separar sustancias
ie soluciones acuosas ( 22, 23 ), preparaciones farmac€uticas, =
Lomo jarabes, elixires y tabletas ( 24, 25 ), e incluso aislar—-
as de muestras bioldgicas ( 26, 27, 28, 29 ). Se utilizan diver
bos materiales (“resinas”™) que tienen propiedades idnicas. El in
ercambio idnico es un proceso de intercambio reversible de can-
idades equivalentes de idnes de la misma carga entre un liquido
la resina ( 17, 30, 31 ).

la estabilidad de Salbutamol en solucidn acuosa, se ha es
Mtudiado ( 32 ) usando un método de separacidén en el que se combi
an la técnica de mallaje molecular ( para separar Salbutamol de
Poroductos de degradacidn no bisicos por medio de una columna de
fsephadex ) con el procedimiento de cromatografia de liquidos a -
Bolta presidn ( para separar Szlbutamol de los productos bdsicos
fpor medio de una columma de Spherisorb ); la determinacidn final

gse realiza Dpor espectrofotometriaAultravioleta a 278 nm,.

1.6.- @riterios Estadisticos Para Validacidn De Métodos

Analiticos ( 33, 34, 36 ).

s la aplicacidn de métodos estadisticos al trabajo de labo-
'ratorio permite determinar, entre otras cosas, la precisién y —-
exactitud de los resultados obtenidos, establecer una correla-—-

'cidn entre dos variables y comparar la eficiencia de dos métodos

‘am=l{ticos. En pocas palabras, ofrece la-venizja de obtener ma—-

2r informacidn sobre los resultados experimentales,
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La confiabilidad de los resultados obtenidos con un méto
0o analitico se conoce al determinar exactitud, presicion, espe

tificidad, sensibilidad y linealidad del método.

A.— Exactitud; Se llama exactitud a la concordancia exis

tente entre un valor determinado experimentalmente y su valor -

eal. Para verificar lo anterior, en la practica se cuantifica

,l cbmpuesto de interés adicionado en cantidades conocidas a -—-—
placebos de la forma farmacdutica. A la cantidad porcentual de-
terminada se la llama Porcéntaje de Recobro. Una forma de eva—-—
Nuar la exactitud en funcidn de los resultados experimentales,

s contrastar, por medio de una pruebe t de Student, si los va-
lores obtenidos difieren significativamente del valor real con-

siderado como 100 % de recobro.

B.— Precision: Es una medida de la concordancia de un con
junto de valores experimentales respecto a un valor central. Se
divide en repetibilidad y reproducibilidad. ILa repetibilidad se
refiere a la concordancia entre resultados sucesivos obtenidos
#on el mismo método y bajo las mismas condiciones ( analista, -
.aparato, tiempo, laboratorio, etc. ). La reproducibilidad es la

concordancia entre valores individuales obtenidos con el mismo

?método, pero bajo diferentes condiciones.

Una de las feormas para determinar la‘repetibilidad,es -
contrastar la hipotesis, = través de una pruebn de Ji-cuadrada,
de oue la variacidzn-de.lo=. resulindos.es menor o igual al 1 %.

En base a este criterio.de aceptacion, se establece una hipdte-
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5is de contraste tal gue la varianza poblacional ( cz ) sea ——-
igual a 0.01 . La reproducibilidad, ya que representa la varia-
cion de resultados debida a difilerencias en cuanto a analista, -
hparato, etc., se puede evaluar a traves de la prueba estudist;
ta del andlisis de varianza de dos 6 mds factores, segun seé el

diseiio, probando la significacion de cada fuente de variacidn.

C.- Especificidad: Se refiere al grado en quée los resul-

tados del método se deben sdlo a la sustancia de interés Y no a
otra sustancias gue esten presentes en la formulacidn, es decir,
indica si los excipientes de la formulacidn y/o productos de de
gradacidn formados interfieren con la sefial medida. La especifi
~cidad se demueastra al analizar: a) el placebo de la formulacidn
bajo las mismas condiciones en que se analiza el producto farma
céutico; b) la forma farmacdutica sometida a degradacidn acele—
rada.

D.- Sensibilidad: Es la menor cantidad del compuesto que

se puede detectar con el método de analisis. La sensibilidad ra
rameénte es constante sobre un rango grande de concentraciones,
¥y por lo tanto, sd0lo es significativa si se especifica el rango

de concentracidn.

E.- Linealidad: Mide el grado en que la respuesta del mé
todo, al trabajar a diferentes concentraciones, se apbroxima a -
una funcidn lineal del tipo §=a+bx, donde “y” es la variable -de
pendiente o respuesta medida, "x’ es la variable independiente
© concentracidn, “a” es la.ordenada al origen e indica el valor

.’
de la respuezta medida que corresponde a cero de concentracion,
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“b* es la pendiente, un valor que representa las variaciones

' ..

o y" por cada variacidén de “x”. En la practica se grafican los
iatos experimentales, de tal manera gue la cantidad recobrada -
bsté on funcidn de la cantidad adicionada al placebo para obser
ar el grado en que los resultados se comportan como una funcion
ineal. Para conocer los valores numéricos de la funcidn lineal,
Se aplica el andlisis de regresién, y para estimar el porcentaje

e la variacidn de "y que estd asociada con la variacidn de “x",

B¢ aplica el andlisis de correlacidn.
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2.~ PLANTEAMIEN®TO DEL PROBLEMA.

Para cuantificar cuzlguier compuesto quimico con propieda
es farmacoldgicas que se encuentre en una formulacidn medicamen
it 0sa, y ebtener informacion sobre su estabilidad, se pueden pro-
;}oner dos alternativas a seguir de acuerdo a las caracteristicas
#icl método analitico seleccionado y segin las oropiedudes del —-—
:mrincipio activo, de los excipienjes y de los productos de degra
ién. La primera ruta gue se puede seguir -es la cuantificacidn -
ficl activo en presencia de los excipientes y productos de degra—
wacién, giempre.y cuando estos no interfieran con la variable de
kespuesta gue se mide ¥y que es caracteristica del principio acti
Jro. La segunda opcidn se sigue cuando los excipientes y/o produc
 05 de degradacidn interfieren con el andlisis, y consiste en ~-
ealizar una separacidén cuantitativa del activo intacto previa a

Lo medicidn final.




Vias Alternativas Para La Cuantificacidn Del

Principio Activo En Un Producto Farmacéutico.

| MUESTRA PROBLEMA.
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No se ha reportado un método & propcsito para cuantificar

falbutamol,formulado en Jjarabe,en presencia de sus productos de

fegradacidn; en la literatura relacionada con el tema, se descri
Ben métodos que se aplican al andlisis de: a) compuestos no rela
ionadds con Salbutamol que se encuentran en solucion acuosa o

n formulaciones comple jas; b) compuestos relacionzdos con Salbu
tamol que forman parte de una solucidn acuosa o de una forma far
hacéutica; ¥y c¢) Salbutamol en solucidn acuosa. De estos ultimos,
fsc eligid, para ser estudiado, debido a su factible especifici--
B5:a v relativa accesibilidad econdmica y de materiales para el -
8haboratorio farmac€utico, un método gque combina la extraccidn 1i
Jiouido-liquido=con la espectrofotometria de absorcidn en el rango.
Bic 12 luz visible. El problema consiste,pues,en determinar la —-
B licabilidad de dicho método como indicador de la estabilided -
Edie Sulfato de Salbutamol formulado en jarabe. Asi, surge la nece
fsidad .de éstudiar, primero, las condiciones de reaccidn mds apro
piadas ﬁara lograr una extraccién cuantitativa del compuesto ins~
teresado y, segundo, las especificaciones o validacidn del méto—
#do para tener idea de la confiabilidad o incertidumbre que ofre-—

Mce el mismo.
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3.—~ OBJETIVOS.

I.— Analizar los efectos de la concentracidn de reactiwvos,

el pH, del tiempo de reaccidn y de excipientes y productos de -

egradacidn sobre la formacidn, separacidn y Absorbancia del ~--
compuesto colorido derivado de Salbutamol, contenido en jarabe,.
al aplicar el método de Extraccidn liquido~liguido~Fotocolorime-

tria.

II.- Determinar linealidad, precisidn, exactitud, especifi
cidad y sensibilidad del método de Extraccidn liquido-liguido-Fo

tocolorimetria aplicado al andlisis de Salbutamol en jarabe.
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4.~ HIPOTESIS.

ILa reaccidn de formacidn de un compuesto colorido deriva-
lao de Salbutamol, por accidn de la p-aminodimetilanilina, es es-—
pec{fica para este en el medio constituido por los excibpientes ¥y
productos de degradacion,. y estudiando 1és condiciones de reac--—
cidn y las especificaciones del método de Extraccidn ligquido-1i~
quido-Fotocolorimetr{a se pueden contemplar la bondad y/o incer-—
tidumbre del mismo como indicador de la eatabilidad de Salbuta--

mol en jarabe.
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5.— MATERIAL Y METODO.

: Para efectuar el trabajo experimental se requiere del ma-—
erial mencionado a continuacidn en funcidn del esguema metodold

ico planteado mediante un diagrama de blogues:

[SALBUTAKOL JARABE.|

|{Investigucion Bibliografica.|

\

Método Cuantitativo In~ Método Cualitativo
dicador De Estabilidad. Complementario
Reaccidn—-Extraceidn- | Deteccidn De Produc
Fotocolorimetria tos De Degradacidn.
| Control De Variables] [Cromatosraria En Capa Fing)
iempo de| | Concentracidn y Interferencia Concentracidn
eaccion. de Reactivos. P de Excipientes| {de Salbutamol.]

y Productos de
Degradacion.

/

|Andlisis Estudistico.|

Linealidad

[Precision] [Exactitud] [S.nsibilidad| [sspecificidad]
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USTANCIAS:
| - Sulfafo de Salbutamol, materia prima.

-~ Jarabe de Sulfato de Salbutamol.

— Jarabe Placebo. |

- Agua Déstilada;

- p-Aminodimetilanilina, reactivo analitico.
- Perricianuro de Potasio, grado reactivo.

~ Bicarbonato de Sodio, grado reactivo.

- Fosfatovde Sodio Monobdsico, grado reactivo.

4 Hidréxido de Sodio, grado reactivo.

- Disolventes Organicos ( Cloroformo, Metanol, Hidrd-
xido de Amonio, Alechol Isopropilico, Aceiato de =-
Etilo, Butanol, Acido Acético, Acido Clorhidrico ).

- Permanganato de Potasio, reactivo analitico.

- Fluoresceina, reactivo analitico.

- Especirofotdmetro de Doble Haz, “'Beckmann®.

- Balanza Analitica Monoplato, “Hettler™, -
-~ Estufas de Temperatura Constante, “Mgpsa".

- Refrigerador, “Mabe”,

~- Potencidmetro, “Beckmann'.

- Crondmetro, “Citizen™.

~ Estufa de Secado, “Caisa”™.

-~ Lampara de Luz Ultravioleta, “Mettler™.

~ Bquipo de Cromatografia en Capa Fina, “Camag”.

- Micropipeta de 1000 umcl., “Socorex™.
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ATERIAL DE VIDRIO:
- Matraces Volumétricos, 10, 25, 50, 100, y -
200 ml.
— Pipetas Volumétricas, 1, 2, 4, 5, 10, 25 ml.

- Embudos de Separacion, 60 ml.

=~ Vasos de Precipitados, 50, 250 ml.

- Probetas Graduadas, 50, 100 ml.

— Tubos de Ensaye con Tapdén de Bakelita, 50 ml.

— Embudos de Filtracidn, talle corto.

— Frascos de Boca Ancha, transparentes y de -
color ambar. ' '

- Ampolletas, 1 ml.

- Varillas de Agitacion.

TROS MATERIALES:

— Soportes Universales.

- Anillos Metallcos.

- Espatulas de Acero Inoxidable.
‘= Gradilla. ‘

-~ Pipetas Pasteur.
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6 .~ DESARROLLO EXPERIMENTAL.

6.1.- Estudio de Variables en el uétodo de Extraccioén-Fo-

tocolorimetria.

El estudio de las variables implicedas en el método de ex

Efacc1on-fotocolor1metrla,'se desarrolld en una serie de experi-

entos que se descriden a continuaciodn:

EXPERIMENTO # 1

Preliminar.
‘;
Objetivo.4 Observar los detalles del procedimiento aplicado al -
andlisis de Salbutamol en solucidn zcuosa. E1l procedi

miento mencionado es el siguiente:




36

‘ Solucidn Acuosa de
"ISulfato de Salbutamol.

‘ Embudo de Separacidn |

12 32

F |
4 ml de Bicarbo 221 4 ml de p~aminodi 4 ml de Ferricia
nato de Sodio -~ metilanilina al nure de Potasio
al 5 % en Agua 0.1 % en Agua al 3 % en Agua

{ . 1

{Wezclaer por Agit=cion |

Reposar durante 15 mi
nutos protegiendo de
la luzm

1Extraer con 25 ml de
Cloroformo

lDiluir apropiadamente |

Medir la Absorbancia af
605 nm. { blanco de
Cloroformo )

A menos gue se 1nd1que otra cosa,se entiende que en cada
xperlmento se s:gulo este procedimiento. Para preparar solucio-—~
nes ( estandar, Problemas y reactlvos ) ¥ en la adicidn de vold-
menes, se uso material volumé€trico.

Los resultados del experimento preliminar se anotan en el

cuadro mimero uno:




37

CUADRO 1

Absorbancia de muestras estandar de Salbutamol.

Absorbancia (605 nm)

Muestra Salbutamol Blanco de Blanco de

(#) (scg)  Remctivos Cloroformo
1 20 0.044 0.054
2 . 32 0.070 0.078
3 40 0.086 0.096
4 80 0.158 0.162
5 160 . 0.284 0.280
6 240 0.358 0.356

Se presentan las lecturas de absorbancia;para
c¢/u de las 6 muestras, obtenidas primero, —--—
frente a un blanco de cloroformo, ¥ deépués;

frente a un blanco constituido por la mezcla

de reactivos en cloroformo.

f ' - Observaciones: Hay deéviacién negafiva de 1a ley de Bou~-
;guer—Beer en el rango de 0 - 240 umcg; la mezcla de reactivos ab-
gsorbe‘a 605 nm; para las céntidades de.salbﬁtamol menores a 40 -
f cg., se obltienen absorbancias menores de 0.1, y en espectrofoto
metr{a de absorcidn se tiene mayor certidumbre en las lecturas -
usndo la absorbancia es mayor 6 igual a 0.1 y menor .$ igual a -

«53 al reaccionar Salbutamol con la mezcla de reactivos, la so—
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Grafica # 1

Absorbancia de muestras estandar de Salbutamol.

e e C
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M( $ ——t - ¢ 3 ?Salbutamol
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presenta las lecturas del cuadro 1 para sSal-

o butamol frente & un blanco de cloroformo.
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EXPERIMENTO # 2.

Efecto de Tiempo de Reaccidn.

Objetivo.~ Determinar si hay cambios en la absorbancia al variar

el tiempo de reposo de la mezcla de reaccidn.

Se leyo la absorbancia del extracto clorofdrmico realiza-—
gdo inmediatamente ( al tiempo O™ ), a los 5, 10, 15, 20, 30, --
:60, 120 y 180 minutos después de haber mezclado los reactivos; -
¥ se mane jaron muestras de Sulfato de Salbutamol de 100 mcg/mlj; ca
®da volumen de solucidn estandar se afiadid con micropipeta gradua
f da de 1000 microlitros; para simplificar el procedimiento, los -
f embudos de separacién se sustituyeron por tubos de ensaye con ta
pén de bakelita y capacidad para 50 ml., las fases se separaron

f con pipeta Pasteur. Ademds, se examind la estabilidad de la ab-—- .
B sorbancia del compuesto éolorido, anotando para cada muestra la

§ primera lectura estable y una lectura mas después de estar tres

 minutos en el espectrofotdémetro. Los resultados son los sigﬁien—

tes:



CUADRO 2

Efecto del Tiempo de Reaccidon sobre la Absorbancia.

Muestra Salbutamol Tx - Absorbancia Absorbancia Ty
(#) (meg) (minutos) (605 nm) (605 nm)
1 100 0 0.432 0.440
2 100 0 0.440 0.448
3 100 . 0] 0.443 0.441
4 100 5 0.440 0.454
5 100 5 0.442 0.458
7 100 10 0.475 0.509
8 100 10 0.458 0.4606
9 160 10 0.459 0.467
10 100 15 0.444 0.449
11 100 15 0.446 0.455
12 100 ’ 15 0.453 ) Q.462
13 100 . 20 0.451 0.465
14 100 . 20 0.468 0.476
15 100 20 0.472 0.480
16 100 30 0.474 » 0.478
17 100 30 0.477 - 04479
- 18 100 ) 30 0.473 0.476
19 100 60 - 0.518 0.519
20 100 60 0.502 0.504
21 100 120 0.524 0.527
22 100 120 0.505 0.504
- 23 100 180 0.475 0.476
’ 24 100 180 0.509 0.512
Tx = tiempo en que se dejd la mezcla de reaccidn en

reposo.

o ’ Iy
absorbancia tres minutos despues de la primera

2]
e
i

lectura.
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grafica # 2
Absorbancia promedio de muestras de igual concentracion -

& ontra tiempo de reaccion de lp mezcla de reactivos.

~ :
] Absorbancia X
T (605 nm) ¥
P 55 /
0.510 o X »x
0.500 - ¥
0.490 + .
0.480 T :
X X
00470 T *f
0.460 +
: K
0.4%8 T .)C
e ¥
0.440 -/’£
0.430 ¥ty ... . Tiempo de Reac

1 1 t t t 1 » t e R
20 40 60 80 10 120 140 160 180 cion (min.)

A pesar de las variaciones de absorbancia Dara muestras
ide judas a un mismo tiempo de reaccion, = partir de la grafica ——

F 2

7!

, se puede apreciar y suponer aue hay un .tiempo optimo ce reac
'cidn por encima y por debajo del cuazl se obtienen menores valores
fce sbsorbancia. La absorbancia promedio mayor corresponde a 120 -

‘minutos para el tiempo de reaccion.




42

‘EXPERIMENTO # 3.

Efecto de Excipientes del Jarabe.

bjetivo.— Sefizlar si los excipientes interfieren o no en el mé-

todo usado para cuantificar Salbutamol en el Jarabe.

A partir de una solucidn nodriza de 80 mg de Sulfato de -
albutamol en 200 ml de agua destilada, se Dprebararon tres mues-—
feras estandar de 0.1 mg/ml., y tres muestras de jarabe con 0.1 -
8 c/ml. De cada una de estas seis muestras se tomd un mililitro -
}iequiValente a 100 microgramos), se depositaron en correspon-~
Fientes matraces de separacidn, se trataron con los reactivos y
- dejaron en reposo durante 120 minutos al abrigo de la luz. Al
;;ismo tiempo, se trataron dos muestras testigo, una constituida
bor 1a mezcla de reactivos y la segunda formada por jarabe place
0. '

Lios resultados sé presentan en el cuadro tres, donde se -
'}bserva, al comparar las respuestas obtenidas para muestras eg——
ftandar y muestras de jarabe, que las gbsorbancias de las segun<as
flas es mayor que las absorbancias de les primeras a pesar de te-
ner igual concehtracién de Salbutamol y de que la muestra place-
‘?o aid igual respuesta que el testigo de reactivos. Estos resul-
ados se pueden explicar si se considera que las soluciones acuo
sas de Sulfato de Salbutamol ( 0.1 mg/ml ) tienen un pH de siete
el jarabe tiene un pH de 5.6 y cque ~"la absorcién de los pro-—-

pios reactivos y el estado del ién oue ge determina en la solu——
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[ion, pueden variar como resultado de un cambio en la acidez del
;ristema, sobre todo cuando se emplean reactivos orgénicos con -

Cvropiedades dcido~base” ( 21 ).

CUADRO 3

Efecto de la presencia de excipientes sobre

la absorbandia de Salbutamol.

-

Tipo de Salbutamol Absorbancia

Muestra (mee) (605 nm)
Estandar 1 = 100 0.391
.~ Estandar 2 100 0.393
Estandar 3 100 0.392
Jarabe 1 100 0.433
Jarabe 2 100 0.432
Jarabe 3 100 0.435
Placebo -0 0.045
Reactivos .0 0.047

EXPERIMENTO # 4

Efecto del Amortisuamiento del DH.

Objetivo.~ Comprobar si las diferencias de absorcion entre mues—
tras estandar y muestras de jarabe se deben a las di-

ferenqias de pH.

Se prepararon dos muestras nodriza de Sulfato de Salbuta—
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-

akol de 80 mz en 200 ml de solucidn amortiguadora de Fosfatos con
;}dee 6.0, una al 0.1 Molar y la otra al 0.5 Molar. Se prepara—-
?on rmuestras estandar y muestras de jarabe que tenian igual con-
fentracidn de Salbutamol e igual pH, procediendo de la nisma ma=-

pera que en| el experimento # 3.

CUADRO 4

Efecto de Amortiguar el pH de las luestras.

Tipo | de Salbutamol Molaridad del Absorbancia
muesira pH (mcg) Amortiguador (605 nm) .
Estandar 1 6 100 0.1 0.394
Estandar 2 & 100 0.1 0.401
Jarabe 1 6 100 0.1 0.415
Jarale 2 6 100 0.1 0.413
Placebo 1 6 0 0.1 0.042
Reactivos 1 6 0 0.1 0.042
Estandar 3 6 100 Q.5 0.398
Estandar 4 6 100 0.5 0.393
Estandar 5 6 100 0.5 0.392
Estandar 6 6 100 0.5 0.392
Jarate 3 6 100 0.5 0.392
Jarate &4 6 100 0.5 0.393
Jarale 5 6 100 0.5 0.380
Jarale 6. 6 100 - 0.5 0.394
Placebo 2 6 0 0.5 0.057
Reactivos 2 6 0 0.5 0.050

Al igualaxr el pH 'de lés muestras estandar con el pHi de --—

P muestrag de jarabe, usando un amortiguador de 0.5 molar, —--—

practicamente no se encuentran diferencias en las absorbancias.
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‘EXPERIMENTO # 5.

Tiempo de Reaccidén y pH.

Bbjetivo.~ Observar los efectos de las variaciones combinadas de

PH y tiempo de reaccidn.

Se prepararon dos soluciones estandar de Sulfato de Salbu
amol con concentracidn de 0.1 mg/ml., una en un medio acuoso de
gl igual 2 7, 1a otra en un medio acuoso de fosfatos al 0.5 Mo-—
}ar que mantienen un pH de 6. Paras cada condipién de pH se trata
gon 20 muestras, variando en 15 y 120 minutos el tiempo permiti~
$0 para el desarrollo del colorante. Para hacer un tratamiento -
Bstadfstico de los resultados se realizd un andlisis de varianza

e dos factores.

En el andlisis de varianza de dos factores, pH y tiempo -

®e reaccion en este caso, se contrastan las siguientes hipdotesis:

f.- Hr: En la absorbancia de las muestras, no hay variacidn debi
da al sistema de DH.

«~ He: En la absorbancia de lns muestiras, no hay variacidn debi
da al tiempo de reaccidn.

3.— Hi: En la absorbancia de las muestras, no hay variacién debi

da a la interaccidn entre los dos factores.

!' Todos los contrastes P del andlisis de varianza son unila

terales y tienen por region ecritica Fealculada 7Py _ .
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Con nivel de significancia ( & ) del 5 %,. el valor co--
?respondiente de By_.°® de 4.08. ( Grados de Libertad: fl = 1
T, = 40 ). ’

CUADRO 5A

Valores de absorbancia de muestras a dos pH di

ferentes y dos tiempos de reaccidn distintos o

Sistema/Tiempo
(pH)  (min): .. 15 120
0.369 0.369 0.351 0.345
. . 0.368 0.370 0.350 0.343
- Amortiguador 0.376 0.362 0.347 0.345
0.6 ¥ 0.365 .0.365 0.353 0.346

0.371 0.370 0.349. 0.343
¥ = 0.3685 X = 0.3472

0.403 0.401 0394 0.397
0.802 0,397 0.402 0.397
| 0.404 0.395 0.400 0.398
Acuoso 0.403 0.3983 0.395 0.397
0.397 0.399 0.396 05339

X = 03994 . X = 0.3971

El.sistema amortiguador representa un pH de 6

'y el sistema acuoso un pH de T.
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CUADRO 5B
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Andlisis de Varianza de dos Pactores.

FPuente de| Grados de|Suma de Media de 7 Hipdtesis
Variaciodn| Libertad |Cuadrados! Cuadrados p

PH 1 0.6528 0.6528 |723.10|Hr: rechazada
Tieme.de 1 0.0557 0.0557 61,69 |Hc: rechazada
Reaccion
Interac- 1 0.0361 | 0.0361 | 39.38|Hi: rechazada
c¢idn .

Error 36 0.Q325 0.0009

Para las tres hipotesis contrastadas F es

_Por lo tanto, con nivel de significancia del 5 #

)

sistema y el tiempo de reaccidn si tienen efecto

-

' bancia y/o formacidén del complejo colorido; b) los dos factores

nmayor gue Fl-°<'
: a) el pH del

sobre lz absor-

“si interaccionan entre si para afeciar la absorbancig.



Grafica # 3

Efecto del pH y del tiempo de reaccion sobre la

absorbancia de muestras estandar de Salbutamol.

ANAbsorbancia
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. : - Tiempo
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‘Iinea ( = - - ~ ): Sistema Acuosa, DH = 7

Linea ( - + = + ): Sistema Amortiguador, PH = 6
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EXPERIMENTO # 6

Concentracidén de Reactivos.

bjetivo.~ Determinar el compoftamiento de la absorbancia al uti

lizar los reactivos en diferentes proporciones.

Se prepard un estandar de Sulfato de Salbutamol de 0.1 —-

/ml en una solucidén de Fosfatos 0.5 M y pH de 6. Se usaron so-

uciones de Bicarbonato de Sodio al 5 %, p-aminodimetilanilina -
gl 0.1 4 y Perricianuro de Potasio al 8 % en agua. E1 tiempo de

eaccidn fué de 120 minutos.
CUADRQ 6

" Efecto de la Concentracidén de Reactivos sobre la Absorbancia.

Muestral Salbutamol| Amina) Bicarbonato| Fexrricianuro |Absorbancia
(#) (necg) (mg) (mg) (mg) (605 nm)
1 100 1 50 80 0.296
2 100 2 100 160 0.335
3 100 4 200 320 0.376
4 100 5 250 400 - 0.386
5 100 10 500 800 0.409
6 0 1 50 . 80 0.018
7 0 4 200 320 0.097
8 0 10 500 800 0.165

Las muestras 6, 7 y 8 son muestras testigo en las que s80lo

hay mezcla de reactivos.



50

Grafiea # 4

Comnmportamiento de la Absorbancia al Va—

riar la Concentracidn de los Reactivos.

© o e s > ———— e e e [

Abserbancia
(605 rm)
0.416 .
0.396. 7 /
L) - .
0.376 1 '
0., 356 1
0.336 1 .
0. 316 1
"0.296' K
D kwwN,M>IMezc1a de
it ' Reactivos
123 5678910; (#).

}

i

Los puntos graficadaos corresponden a las -

absobbancias para las muestras de Salbutam

mol tratadas con las concentraciones de —-

reactivos correapondientes, indicadas en el

cuadro # 6 para las muestras 1, 2, 3, 4 ¥y 5.

Las proporciones de reactivos probadas_se seleccionaron -

e manera que estuvieran por eéncima y por debajo de las cantida-
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{es usadas en el experimento preliminar ( 4 mg de Amina, 200 mg

#le Bicarbonato y 320 mg de Ferricianuro ). En el cuadro 6 se en-
guentra que la absorbancia aumenta a2l incrementarse la concentra
idn de los reactivos con los que se tratan tanto muestras estan
ar como.muestras testigo, Sin embargo, al hacer 1las correccio—-
eg de absorbancia de las muestras 1, 3 y 5 con los valores de -
bsorbancia de las mueétrasAtestigo 6, 7y 8, se obtienen resul~-
ados muy cercanos entre si ( 0.278, 0.279 y 0.244 repectivamen-—
Ee ).

Con los resultados obtenidos en este experimento, se pue-
}e pensar aque cualquier concentracidn de reactivos en exceso es
1mdecuada para fofmar cuantitativamente la sustancia colorida de-
E ivada de Salbutamol, ya que la absorbancia debida al exceso de
Ireactivos se puede corregir con el tratamiento de una muestra -
-festigo constituida por la mezcla de reactivos. No obstante, lo
ideal en un método analitico es que la respuesta final medida —-

Bses debida s81lo al compuesto de interes.

. EXPERIMENTO # 7

Concentracion de Salbutamol.

Objetivo.~ Establecer una regién de concentraciones de Salbuta-~

‘mol donde se cumpla una relacidn lineal entre absor--

bancia y concentracion.

Se utilizaron muestras estandar de Salbutamol con 50, 85,
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0, 95 y 100 ucg/ml en medio de fosfatos a2l 0.5 Molar y pH de 4,
? igual manera se prepararon muesiras de jarabe con las mismas

;bncentraciones y pPH mencionados. De cada concentraciodn, tanto -
e jarabe como de estandar, se hicieron 8 determinaciones zfia———
liendo en cada caso 1 ml de p-aminodimetilanilina al 0.1 35, 1 ml
le bicarbonato de sodio al 5 % y 1 ml de ferricianuro de potasio

11 8 %; el tiempo de reaccidn permitido para el desarrollo del -~

:ompuesto colorido fu€ de 120 minutos.
Se eligi6 el rango de 80 a 100 4cg de Salbutamol porgue =——

1on cantidades que se pueden mane jar facilmente a partir de la -
ﬁoncentracién original en el jarabe { 0.4 mg/ml ) y porgue en el
Epntrol de la es¥abilidad se recomienda la deteccion del 10 % de
:egradacién ( 11 ); el rango escogido representaria un margen de
j a 20 % de degradacidn en muestras de jarabe que tuvieran 100 -
.cg de Salbutamol como 100 % de activo.




CUADRO 7A

Absorbancia para Muestras Estandar de Salbutamol.

Salbutamol
Estandar 80 85 490 95 100
(ucg)

Absorbancial 0.462 0.276 0.298 0.310 0.330

(605 nm) | 0.262 0.276 0.299 0.310 O0.331
0.264 0.278 0.300 0.312 0.332
0.264 Q.280 0,302 0.316 0.332
0.268 0.283 0.302 0.316 0.332
0.272 0.283 0.304 0.316 0.333
0.276 0.234 0.306 0.320 0.3134
0.280 0.285 0.308 0.328 0.335

CUADRO" 7B

Absorbancia'para Muestras de Jarabe.

Salbutamol : .
Jarabe - 80 85 90 95 100
(#ce)

Absorbancial 0.266 0.275 0,295 0,308 0.329

(605 nm) 0.266 0.278 0.300 0.312 0.330
0.268 0,278 0,300 0.314 0.332
0.269 D.280 0.301 0.314 0.332
0.269 0.282 0.302 0.316 0.334
0,271 0.282 0,302 0.316 0.335
0.273 0.238 0.306 0.318 0.3135
0.274 0.290 0.307 0,325 0.339
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Con los datos de los cuadros TA y 7B, se determinaron los

Ffalores promedio de absorbancia para cada cantidad de Salbutamol

fn muestiras estandar y muestras de jarabe. Con estos valores pro
§edio, que aparecen en el cuadro 7C, se trazaron las dos l{ngas

e la grdfica # 5 y se determinaron, por minimos cuadrados, la -
bcuacion de la recta de me jor ajuste ( y = a + bx ) y el coefi~--
iente de correlacidén ( r ). Ademas, a partir de la grafica es—-
gtandar, grafica # 6, y de los valores promedio de absorbancia pa
f 2 las muestras de jarabe, se determinaron los porcentajes de --
}albutamol recuperado de las muestras de jarzbe. kstos porcenta-—

#ies se anotan en el cuadro 7D.

CUADRO TC

Valores Promedio de'Absorbancia para =
,caaa»Cantidad de Salbutamol en Mues--—

tras Estandar y Muéstras de Jarabe.

Absorbancia Promedio
Salbutamol| ifuesires Luestiras
(mcg) Estandar de Jarabe
8o 0.2665 0.2695

&5 . 0.2806 0.281l6 -
90 0.3024 0.3016
85 0.3160 0.3154
100 ’ 0.3324 0.3333

Para las muestras eatandar:_Y=0.00624b.0033x';,r=0.9959‘
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les muestras de jarabe: Y=0.0098+0.0032X ; r=0,9977

Grifica # 5

.Absorbdbancia Promedio‘contra Cantidad de Salbuta-

mol en Nuestras Estandar y Muestras de Jarabe.

0.310

00280 T

2 Absorbancia
? (605 nm)

0-340 J"
0.330

0.320 -

0-300 T

0.290

0.270

80 85 90 95 100 (cg)

0.260

Linea (f—————X: Muestras Estandar.
Linea (o- ~ -~ -0); Muestras de Jarabe.




Grafica # 6

Curva Estandar: Linea de Mejor

Ajuste por Minimos Cuadrados.

& Absorbancia
0.3404 (605 mm)-

0.330 1
0.320 ;
0.310 1
0.300
0:295-
0.280 1

0.270 1
Salbutamol

0.260 P ——>Estandar
80 85 90 95 100 (uce)

Zos puritos graficados, determinados por la -
ecuacidn de la linea. de mejor ajuste, son: =
80, 0.2702; 85, 0.2867; 90, 0.3032; 95, 0.3197
y 100, 0.3362 .
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CUADRO 7D

Porcentaje Promedio de 3Salbutamol Recuperado.

Salbutamcl
afiadido 80.00 B85.00 90.00 95.00 100.00

(ucg)

Salbutamol
recuperado| 80.66 84.36 90.74 94.90 99.93

(ucg)

% de recu- , N

EXPERIMENTO # 8

Efecto de Productos de Degradacidn.

Objetivo.~ Observar si los productos de degradacidn influyen o -
no en la determinacidn cuantitativa de Salbutamol.

Se sometieron muestras de jarabe de Sulfato de Salbutamol

a varias temperaturas ( ambiente, 4, 30, 45 y 60°C. ). Después -

de 240 dfas, se suspendid el tratamiento de temperatura, se hi-—-
cieron las diluciones bdertinentes para tener uns solucidn de ca-
da muestra con una concentracién teorica de Salbutamol de 0.1 =—
mg/ml. Se analizd por tetraplicado 1 ml de cada muestra bajo las

mismas condiciones de reactivos y pH que en el experimonto # 7.
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CUADRO 8A

.Absorbancia de Muestras de Jarabe de Salbutamol

Mantenidas a Diferentes Temperaturas.

Tenp ?fg;ura 4 ambiente 30 45 60
Absorbancia |0.322  0.315  0.292 0.236 0.115
(605 nm) |[0.326 0.318  0.292 0.230 0.110
0.327 0.318  0.292 0.237 0.112

0.325 0.317  0.230 0.235 0.110

Las muestras fueron tratadas durante el mismo tiem
Po, 240 dfas, a lz temperatura correspondiente. Ca
da una de las veinte muestras analizadas, tenia ==
‘una cantidad inicial tedrica de 0.1 mg de Salbuta-

mol.

}ﬁ Partir del cuadro anterior, se obtuvo el valor promedio de las
flecturas de absorbancia a cada temperatura; por medio de la ecua
cidn de la linea recta de mejor ajuste para la curva estandar, —
'se determiné la cantidad de Salbutamol no degradado en cada tra-

ﬁtamiento de temperatura.
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CUADRO 8B

Cantidad de Salbutamol Degradado en Mues

tras de Jarabe a diferentes Temperaturas.

Temperatura Absprbancia Salbutamol Salbutamol

(°¢C) Promedio Intacto Degradudo
(605 nm) (ucg) (%)
. 4 . 0.325 96.60 3.40
ambiente 0.317 94,18 5.82
30 0.292 86.60 13.40
45 0.234 69.03 30.97
60 . 0.l112 32.06 ©7.94

EXPuRIM«NTO # 9

Deteccidn de Productos .de Degradacidn.

fbjetivo.» Determinar si las absorbancias del cuadro 8A COrreg-—-—

ponden solamente a la formaciodn de compuesto colorido
a partir de moléculas de Salbutamol y no a la forma--—
cién_de sustancias coloridas a partir de los produc--—

tos de degradacidn.

Se realizd cromatografia en capa fina de la muestra some-

tida a degradacidn acelerada a 60°C., para separar el principio

activo intacto y los productos de degradacidn y tratar ambasg ——-
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grafica # 7

Porcentaje de galbutamol Degradado

en funcion de la Temperatura.

‘ A Salbutamol
" Degradado
70 + (%) .
60 T
50 T
40 + o
307
: 20 1
|
i 104 , /
-..—--—""‘ )
: 5 . P ,%;Temperatura.
10 20 30 40 50 60 (*c)

pPrazada con datos del cuddro 8B.

fracciones y un estandar por nedio del método estudiado y compa-

ror las absorbaneias. Se aplicd el sistema cromatograrico numero

tres citado en la fundamentacidn del tema. £l siguiente diagrama

ilustra el procedimiento planeados
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Cromatografia en Capa Fina como Control del MEtodo de

Extraccidon-Fotocolorimetria para salbutamol Jarabe,

Extreccion=-
Fotocolory-
retria.

‘1

No se concluyd el experimento porcue, debido al gran volu

men (.625 mcl ) de jarabe aplicado a la capa fina, a la

senica-—~

ramelizacion del azdcar al calentar la muestra, y a la alta den-

sidad del jarabe, se tuvieron problemas de adsorcidn y de elurs-

'cidn de la muestra de jarobe aplicada a la capa fina del adsor--

bente. Para resolver este problema, se podria diluir la muestra



e jarabe, pero a medida que se aumenta la dilucidn, aumenta el

‘olumen que es necesario aplicar para tener un eauivalente a 100

icz. Por esto, se optd por detectar, separar y analizar los pro-

luctos de degradacidn provenientes de muestras estandar de 100 -

cz/ucl contenidas en amdolletas cerrndas parz evitar el posible

:ambio de concentracidn que pedria ocurrir por evaporacidn del -—

lisolvénte al calentar. Con las muestras asi preparadas,se apli-
taron los sistemas cromatograficos II y III, pero no se pudieron

ketectar los productos de degradacicn.

6.2.- Validacion del Nétodo de Extraccidn~Fotocolorimetria.

A.- Linealidad.

Se calcularon los parametros indicadores de relacion li--
eal entre absorbancia y concentracidn a partir de los datos de
porcentaje de recobro caleulados, utilizando los datos de los —-

uadros 7A y 7B, por medio de la relacidn:

% de Recobro = J. x 100

J

A,
AS

= Absorbancia de la muestra de jarabe.

Absorbancia de la muestra estandar.




CUADRO 9

Porcentaje de Recobro en Muestras de Jarabe.

Salbutamol Salbutamol Porcentaje
" adicionado recuperado de recobro

(ucg) (mcg) (%)
80 81.2214 101.53
80 81.2214 101.53
80 81.2121 101.52
80 81.5152 101.89
80 80.2385 100.37
80 79.7059 Y9.63
8o ' 79.1304 98.91
80 78.2857 97.86
-85 84.6920 99.64
8 " 85.6159 100.72
85 85.0000 100.00
8 85,0000 100.00
85 84.6996 99.65
85 84.6996 ° 99.65
85 | 86.1972 101.41
85 - 86.4912 101.75
90 89.0910 - 98.99
90 . 90.2970 100,33
90 90.0000 - 100.00
90 89.7030 99.67
90 g90.0000 100.00
90 89.4079 993.34
90 90.0000 1.00.00
90, - 89.7120 99.68
95 . 94.3871 99.35
g5 95.6129 100.65
95 95,6090 _ 100.64
95 94.3987 99.37
95 95.0000 100.00
95 ' 95.0000 100.00
95 ' 94,4063 99.38

95 . .94.1311 99.09 -
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Continuacidn del Cuadro 9

Salbutamol S5albutamol Porcentaje
adiciaonado récuperado de recobdbro

(uce) (ncg) (#)

100 99.6970 99.70
100 99.6970 99.70
100 100.0000 100.00
100 . 100.0000 100.00
100 100.6024 100. 60
100 100.6006 160. 60
100 100.2994 100. 30

100 101.1940 101.19

El Salbutamol recuperado, variable dependiente representa
i‘a como “Y”, esta en funcidén de la cantidad adicionada, variabdle

ndependiente representada como “X".

‘§$% = 3600 Iy = 3603.8325 $xy =326320.6710
ixz = 326000 Zy2= 326662,7016 n = 40 observaciones
x =90 ¥ = 90.0958 Grados de Libertad

n -2
S_ = 7.1611 S. = 7.1118
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- Coeficiente de Determinacién: r2= 0.9895 ; 1 = r2= 0.0105
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Ordanada al origen: A = 1.1872

Pendiente: B = 0.9879

— Ecuacion de la Recta de Mejor Ajuste: ¥ = 1.1872 + 0.9879X ;

para los valores fijos de Salbutamol adicionado (X), se .esti

man los valores de Salbutamol recuperado (Y):

X 2
80 80.2171
85 85.1564
90 | 90.0958
95 | 95.0352

100 | 99.9745
Error Tipico de Estimacidn: Sxy-= 0.5487
Error T{pico de Estimacidn Modificado:

.
0.5629 =5 =S, —

Sensitividad: B

§= = 1.7550

%

S5

Xy

Error Ex efimental: E.,., = . = ¥) = 0.0006
p (1) 2y, =) ¢

Coeficiente de Correlacidn: r = 0.9947

el 1.05 % de la variacidn de la =@bsorbancia no estd asociada

con la variacidn de la concentraciodn de Salbutamol.
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B.— Inferencias sobre la Ordenada al Origen (A):

a) Hipdtesis Contrastada .- Hi:'A= A ; donde A, = 0 y la

hipdtesis zlternativa es Hy: A # 0

b) Estadigrafo de Contraste.- A~ A

Nivel de Significancia.— « = 0.05

¢) Regidn Critica Bilateral.-—

TA°5; '.l‘,,(/2 (n-2) y TAoj% Tl - w2 (n-2)

TA°= 1.0448 H T&VZ = ~2.0301 H Ti - 472 = 2.0301

Como T, no se localiza en la regidn eritica, se acepta -
o ;

la hipdtesis contrastada.

d) Intervalo de Confianza del 95 % para A.-

[37 e .o [ 22

<a<a+ 1T S >
Vnzgxi - x)d 1-%/2 Xy nzxxi - x)d

1.1872 - 2.0301 (1.1363) £ A < 1.1872 + 2.0301 (1.1363)
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1.1872 ¥ 2, 0301 (1.1363)

Limite inferior al 95 % = -1.1196
Limite superior al 95 % = +3.4990
c (-1.1196 £ A £ 3.4940) = 95 %

.~Inferencias sobre la Pendiente (3B):

a) Hipdtesis Contrastada.- Hy: B = 3, ; donde B, =1 vy la

‘hipdtesis alternativa es Hy: B # B,

v _ (B - Bo) Sx‘/ﬁ -‘1
By, 5
xy

b) Estadigrafo de Contraste.~

Nivel de Significancia.-o= 0.05
' ¢) Regidn Oritica Bilateral.-

P, <&

Bo S T2 (n-2) ¥ TBo %

Ty-&/2 (n-2)

Tp, = 09613 i Typ = -2.0301 5 Ty = 2.0301

- Como Tp mo cae dentro de la regidén critica, a un nivel
o

de significancia del 5 %, se acepta la hipdtesis contras
tada. '
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d) Intervalo de confianza del 95 4 para Be.-

~ N
. 5 ' 5
b - T Y —F : X
%2 * S -1<B<’b+’rl_a/2 T
XJ. x
0.9879 - 2.0301 (0.0126) < B <0.9879 + 2.0301 (0.0126)

0.9879 * 2.0301 (0.0126)

1{mite inferior al 95 4 = 0.9623
1.0135
95 %

L{mite superior al 95 %

¢ (0.9623 € B € 1.0135)

k.- Exactitud.

Los calculos se realizaron 2 partir de los datos de por--

entaje de recobro del cuadro 9:

Grados

¥ = 100.1110 n = 40 -~ de Libertad
8 =

0.8709 s/| = 0.1377 o on- 1

2) Hipotesis contrastada.~ Hoz,u = Mg ; donde 4, = 100 %
ry 1z hipotesis alternativa e€s legi(quo
b) Eétadigrafo de Contraste.-~ X - M
" . A

o=

sﬁﬁ?
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'Nivel de significancia.— 0.05
4 ’ . A - 4 7
¢) Region Critica Bilateral.— T < Tdyz y T<= ’r]___,,,i.2

T = 0.08061 Toi/z = -2,0301 T'}__OL/'Z' = 2.,0301

" Como T > Td/z y T <‘Tl—°92’ a un nivel de significancia

del 5 %, se acepta la hipdtesis contrastada.

d) Intervalo de Confianza del 95 % para h.-

100.111 * 2.0301 (0.1377)
ifmite inferior = 99.8315
Limite superior = 100.3905

¢ (99.8315 < 4 < 100.3905) = 95 %

.- Precision (Repetibilidad).

Contraste de hipotesis para ja varianza del porcentaje de
recobro: .
05705 o= 0.7585  (n-1) s = 29.5815
n = 40 grados de 1ibertad = n~-1l

®
i

. 2 2
a) Hipotesis Contrastada.- Ho:g'é 0%; ; doride ¢, = 0.01 ¥

L ) . 2 2
da h;potesm alternativa es Hl: ¢ 760
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Estadigrafo de Contraste.- » o (n-1) 52
: - z
7]
o .

'. Nivel de Significancia.— oL = 0,05

a)

*Regidn Critieca Unilateral Superior.— ngz-xf_

o~

2 2
K= 2958.15 X~ 55-758

.

2
Como el valor de A~ es mayor gue el valor de‘xz

1ot 7 5% 7

rechaza la hipdtesis contrastada. Por lo tanto, a un ni-
vel de significancia del 5 %, la variacidn del porcenta-

je de recobro es mayor al 1 5.

Intervalo de Confianza del 95 % para 02.—

.2 2
(n—-1)s 2 (n ~1) s
~” ' x. .
1-0/2 /2
X2 o =50.342 X2 - 2a.433
l—-°$/2 - 9-3 Wz - -

s

Limite inferior = 0.4984

TLimite superior = 1.2118

¢ (0.4984 < a‘ £ 1.,2118) = 95 %
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P.~ Especificidad.

Al examinar los cuadros TA y 7B, se encuentrea gue los va-
2 ores de absorbancia para las muestras estandar de Salbutamol ~-
oh concentracionzs establecidas, son aproximadamente iguales a
08 valores de absorbancia para las muestras de jarabe de Salbu-
amol con concentraciones correspondientes. Es decir, los exci--
Dientes no afectan apreciablemente las respuestas de absorbancia
WHebidas a la presencia de Salbutamol en las muestras de jarabe.
Definitivamente, no se puede concluir oue el método es es
ipeccifico para Salbutamol con respecto a los productos de degrada
3pién, debido a aue estos no se pudieron aislar por medio de la =

cromatografia en capa fina.

E.- Sensibilidad.

En el exverimento # 7 se analizaron muestras estandar cue.

5tenian entre si diferencias de 5, 10, 1% y 20 Acg de Salbutamol;
continuecidn se presentan los resuitados del analisis, con el
‘mismo procédimiento y condiciones gue se manejaron en el exderi-
mento # 7, de muestras que tenian entre si diferencias de 1, 2 y

Meg.
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CUADRO 10

Absorbanciz de Muestras Estandar de Salbutamol.

Salbutanmol

(xcg) 96 97 98 99

Absorbancia| 0.334 0.324 0.338 0.312
(605 nm) | 0.336 0.324 0.345 0.336
0.348 0.326 0.346 0.343

Absorbancisa

Estimade | 0+323 0-.326 0.329 0.332

La absorbancia estimada es la cue se determina
por medio de la ecuacidén de la linea de mejor -
ajuste y. = 0.0062 % 0.0033x , determinada en el
experimento 7. Para 95 y 100 ucg., las absorban

cias respectivas son 0.319 y 0.336 .

Al observar los resultados de absorbancia y compsrarlos -
fon los valores de absorbancia estimados con la regrésién lineal,
{o se encuentra una concordancia entre el aumento de la cantidad
'he Salbutanol y la absorbancia; esto se puede deber a que el mé—
iodo no es lo suficientemente sensible para discernir cantidades
Ede Salbutamol que difieran en 1, 2 & 3 udeg., o0 puede ser causa -
%de la escasa repetibilidad de una lectura de zbsorbancia para -——
;una cantidad de Salbutamol dada. También es posible que al hacer
un mayor nimero de observaciones en cada caso y al determinar el
valor promedio, se tenga una adroximacion hacia las absorbancias

de la estimacidn lineal.
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7.~ RESULTADOS.

Experimento N® 1-: Con el método estudiado, se analizaron

estras estandar de 20 a 240 microgramos de sulfato de salbutz-
0l en solucidn acuosa; se encontrd, de acuerdo a la grafica # 1,
ue hay una desviacidn de la ley de Beer (la ley de Beer indica
ue la representacidén grafica de la absorbancia en funcidn de la
toncentracidn es una linea recta). Sin embargo, un analisis de -
fegresién ¥ correslacion de los datos de absorbancia del cuadro 1
?btenidos frente a2 un blanco de cleroformo, arrojzn los siguien-—
®cs valores de ordenada al origen (a), pendiente(b), coeficiente
e correlzcidn (r) y coeficiente de correlacidn (rd) que indicen
Biue si hey una correlacidn lineal entre ambas variables imblica-—
;as:

a =0.0389 b=0.0014 r =0.9935 r’= 0.93872
En este experimento, también hay ocue hacer notar ocue la —-—

Brezcla de reactivos muestra absorbancia a 605 nm.

Experimento N® 2 : Se examind el efecto que tenia la va-—

'Qiacién del tiempo de reaccidn permitido entre salbutamol y los
':eactivos. Las muesiras que tuvieron un tiempo de reaccion de ~~
20 minutos, presentaron una absorbancia dromedio mayor cue las
niestras con menor tiempo de resccidn y mayor gue la absorbancia

:fromedio de las muestras de jadas a 180 minutos.

Experimento N* 3 : Al comparar las absorbancias de mues--

tras de jarabe y muestras estandar, que tienian iguales cantida-—




e s de salbutamol, se observo que las absorbancias de las mues-——
gras de jarabe eran mayores y se Planted la hipdtesis de que era

7,ebido sdlo a la diferencia de pH entre ambos tivos de —uestras.

Experimento N> 4 : Al amortiguar el pH de muestras estan—

ar y muestras de jarabe, a un valor de 6 con una solucion de --
osfatos al 0.5 Molar, se eliminaron las diferencias de absorban

ia.

Experimento N2 5 : Por medio de un analisis de la varian-—

B2 de dos factores, a un nivel de sigmificancia del 5 %., se de=
ferminé que hay variscidn principal de la absorbancia de mues=———
B ras estandar de salbutamol, debida a cambios en el pH del siste

o y/S cambios en el tiempo de reaccidn.

Experimento N> 6 : Ya se habia previsto,en el experimento

1, que la mezela de reactivos en solucidn cloroférmica absor-
bia a 605 nme., aquf se confirma.que al aumentar la proporcidn de
Hos réactivos, aumenta la absorbancia leida para una misma con--
entracidn de salbutamol. La absorbancia debidz al exceso de ——-
iieactivos, se puede corregir con el uso de un blanco de reacti--

oS,

Experimento Nz 7 ¢ Con muestras de 80,85, 90 95 y 100 mi

crogramos de salbutzmol y utilizando vqlores promedio de absor--

bancma (8 muestras) para cadz nivel de concentra01on, se estable

czo linealidad del método en dicho rango tanto para estandar co-

ma para jarabe.
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Exverimento Ez 8 : E1 andlisis de muestras de jarabe de -

tculfato de salbutamol sometidas a degradacidn acelerada, rebela

fFue a una mayor temperatura se tiene un mayor porcentaje de sale-
putamol degradado. Sin embargo, los resultados no indican si los
broductos de degradacidn influyen o no en la determinacidon cuan—

itativa de salbutamol.

Experimento N* 9 : Para determinar la influencia de los -

joroductos de degradacidn y como control del método estudiado, se
ecurrio a la cromatografiaz en capa fina para detectar los pro--—
Biuctos de degradacidn; no se obtuvo €xito con los sistemas croma

Mtograficos utilizados.

Especificidad: Como consecuencia de los resultados del ex

verimento N* 9 , no se pudo corroborar la especificiiad del métg

fdo pare salbutamol con respecto a los Ddroductos de degradacion.

Sensibilidad: Al analizar nmuestras estandar oue tenian 96,

97, 98 y 99 microgramos de salbutamol, se obtuvieron valores Dro
medio (3 muestras por nivel de concentracidn) de 0.3393, 0.3247,
0.3430 y 0.3320 respectivamente, lo que se puede interpretar co-
mo falta de sensibilidad del método para diferenciar entre degra

daciones de 1 y 2 microgramos de salbutamol.

Andlisis Estadistico.

A partir de los dztos de porcentaje de recobro se determi -

naron linealidad, exactitud y precisidn.
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Linealidad.— Andlisis de Regresidn y Correlacidn:
y = 1.1872 + 0.9879x

S

.548
xy 0.5487

i

r2 0.9395

El 98.95 % de la variacidn del porcentaje de recobro estz

sociado con la variacidn de la cantidad de salbutamol afiadida.

Exactitud.- Contraste de Hipdtesis a través de una Prueba
t de Student: Se contrasto la hipdtesis de -—

que la cantidad de salbutamol recuperada es igual al 100 %. Con

un nivel de significancia del 5 %., se aceptd la hipdtesis con--—

trastada.

Precisién.; Contraste de Hipdtesis a través de una Pruebda
ji-cuadrada: Se contrastd la hipdtesis de cue

la varianza del porcentaje de recobro era iguzl o menor al 1 %.

Con un nivel de significancia del 5 %., se rechazo la hipétesis

contrastada.
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) 8.,— CONCLUSIONES.

-~

a.~ La absorbancia del compuesto derivado de Salbutamol -
fen solucidn clorofdrmica, cambia notablemente al modificarse el
iempo de reaccién, por lo que es importante establecer tiempos

e reaccidn bien definidos,

' b.~ La formacion del compuesto colorido depende del DH de
 la solucion en la que se encuentra el Salbutamol. De modo que se¢
fhace necesario manejar muestras estandar y problema que tengun -
;igual PH. Con este Tin. se debe zadicionar un sistéma amortigua—-

Bdor inerte en el medio de reaccion.

c.~ La mezcla de reactivos en solucidn mo es muy estable
By presenta absorbancia a 605 nm., por lo que hay que determinar
el exceso de reactivos, minimo y necesario, para desarrollar el

Scompuesto colorido.

d.~- De acuerdo al analisis de regresidén y correlacidn, el

‘el meétodo eétudiado es lineal en el intervalo de 80 a 100 mcg.

: e,~ Conforme al contraste de hipdtesis y con un nivel de
wsignificancia estadf{stico del 5 %., €l método es exacto pero ca-

rece de pregisidn.

f.- En cuanto a la especificidad, se puede decir gque, a -

f2xcepcién del pH, ninguno de los excipientes del jarabe interfie



78

g

e con la respuesta medida para Salbutamol. Sin emmargo, no se -~
Lstablecié si habia o no especificidad del método con respecto a

Los productos de degradacion.

g.- Al usar el método estudiado como indicador de la esta
&ilidad de Salbutamol en jaradbm, se debe considerar que:

i) Debido a la falta de repetibilidad, pars trazar la curva es--
tandar se hacen varias determinaciones de absorbancia a cada

cantidad de Salbutamol mane jada.

ii) Se establecid linealidad en el rango limitado de 80 a 100 --
MCE.
?ii) El método no es lo suficientemente sensible como para dife-

renciar las degradacibnpq de uno y dos wcg.

1v) El método detecta la degradacidn debida a canbios en la cons
titucidn guimica, pero no indica si hay alteracion de la ac-
tividad farmacolaogica por posibles cambios en la configura-—-

» - . . *
cion espacial (racemizacion).
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Cualquiera gque sea el método cue se pretenda aplicar como

indicador de la estabilidad, es conveniente separar y detectar —
o8 productos de degradacién para determinar si hay interferen--—
bia de estos con la respuesta medida. Por lo tanto, para srotun~—

Hizar en el estudio de los productos de degradacion, se prodone

e-examinar los sistemas de cromatografia en capa fina usados, -
investigar otros sistemas de cromatografia en capa fina o consi-—
erar las posibilidades de aplicar una técnica cue proporcione -
informacion sobre la estructura molecular de los compuestos, pa—
a hablar acerca de si los productos de degradacion de salbuta;—
ol desarrollan, frente a los reactivos del método, alguin com——-—
esto que absorba a 605 nm, |
Por otro lado, se propone utilizar la cromatogratfia de in
tercambio idnico, Dara separar salbutamol de los excipientes del
jarabe, como método preparativo gque anteceda a una determinacidn
cuantitativa del principio activo por medio de otros métodos de
andlisis; por ejemplo, la volarimetria, en la gque de antemano se
pﬁede predecir interferencia de los excipientes, que resultaria
util para evaluar si el salbutamol en el jarabe experimenta fend

menos de racemizacidn gue alteren su actividad farmacoldgica.




10.~- ANEXO,

Se incluyen notas y formulas de calculo sobre regresidn,

g . P .
gorrelacion y analisis de varianza.

B.- Regresidn y Correlacion.

El anélisis de regresiodn consiste en medir el grado de de
}endencia lineal de una variable dependiente (y) sobre una varia
ble independiente (x); se puede emplear vara predecir el valor -
He (y) oue resultari de la aplicacion de un valor especifico de
Xx).

El principioc de minimos cuadrados dice gue una linea de —
regresidn se ubica de tal manera que hace minima la suma de cua—
drades - - de degviaciones verticales de los valores (y) observa—-—
dos con repecto al valor (¥) estimado sobre la recta de mejor -—-—
ajuste. Las férmulas de cdlculo para la ecuacidn de la recta de

l . .
me jor ajuste son las siguientes:

¥ =2 + b(x - X) ; donde

X.
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n
L
b o XY
7
XX
3 e2 2
L, = nYxgy; - (%) (3y)) L, = n)x; = (Ix;)

El valor de Sx se suele llamar error tipico de estima———

cion ya que es una medida del grado de desviacidn de los valores

E(y) estimados por la recta con respecto de los observados erfecti

amente. Se calcula de la siguiente manera:

i__-L - L2
XX " yy Xy

xy - n(n - Z)-Lxx

N

;s donde

pDos varizables estdn correlacionadas cuando la variacidn -~
‘de una estd asociada con la variacidn de la otra. La correlacidn
'se expresa mediante un coeficiente (r) que puede tomar valores -~

;desde ~1 hasta +1l. Un coeficiente de 1, positivo o negativo, in-

‘dica una correlacidn perfecta entre dos variables. Un coeficien~

.te de cero sugiere una falta completade correlacion. Elevando al.



Auadrado el coeflclente de correlacidn, se obtiene el coeficien-
B de determinacidn (r ), que se emplea como estimacidn de la in
‘38n81dad de la asociacidn entre las dos variables. El coeficien-
e de determinacidn estima el porcentaje de la variacidn de (y)

hue esté.asociada con (6 “es explicado por™) la variacidn de (x)

viceversa,
(nx.v.) - (Fx;) (1y,)

_\/[(nzx'j) - axp? (o) - @]

.~ Andlisis de la Varianza.

» El andlisis de varianza es una técnica cominmente emplea-
ida para analizar experimentos en gque intervienen varios factores,
iy es aplicable en muchas situaciones experimentales diferentes -
de variados grados de complejidad. El objetivo principal del ané
zlisis de la varianza es determinar la influencia de cada factor

‘individualmente y en combinacidn sobre cierta variable de res——-

!puesta.




Analisis de Varianza de Dos Factores.
Cdlculo de F
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nte de Grados de Suma de Nedia de P
biacidn Libertad Cuadrados Cuadrados
; L Al
PH r -1 2 2 M R
g =viR; -1 o Ty i,
,mp9,de c -1 L, = ciC? - Ta . LC MC
ccion c J AC =T o
. i
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+ T2
ror Ex— : > Ly
;‘imental re{m - 1) LW = ni}:ixijk - Mﬂ = m
_ 2
rciitij
) 2
n -1 LT = nEiExijk -
2




indice
indice
indice
numero
numero

numero

84

Notacidn para el Andlisis de la Varianza:

de
de
de
de
de
de

fila (nivel del primer factor).

columna (nivel del segundo factor).

la observacion individual de una casilla.
filas (nimero de niveles del primer factor).
columnas ( numero de niveles del 22 factor).

observaciones por casilla.

= k-ésima observacidn en la i-ésima fila y j-€sima columna.

= media

de las observeciones en la casilla (i,j), es decir,

en la fila i y columna j .

= media

de las observaciones en la i-ésima fila.

= media de las observaciones en la $§-€sima columna.

media de

todas las observaciones,

= 1la suma total de todas las observacicnes en la casilla —=—-

(i,

i)

suma de todas las observaciones de la fila i .

suma de todas las observaciones de la columna j .

suma de todas las. observaciones.

rem =

nimero total de las observaciones.
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