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l. INTRODUCCXON 

En la actualidad es importante evaluar continuamente la -­

calidad y confiabilidad de los procedimientos analíticos cuant~ 

tativos que se utilizan en la tndustria Farmacéutica. Por consi 

guien~e, la introducción de sistemas de control de cal~dad en -
forma rutinaria es esencial para asegurar que el sistema o métg 
do aplicado es el m4s adecuado, y que sus resultados reflejan -

lo más aproximado a la concentración del, o los compuestos a -­
ser cuantificados (1). 

El uso médico de las xantotoxinas es muy importante y par­
ticularmente los psoralenos (furocumarinas), que aumen~an la e~ 
pacidad de la piel para el bronceamiento en el control de leuc2 

derma, que presenta características esenciales de una zona de -

piel blanca con hiperpigmentaci6n en la periferia. Algunos deri 

vados de los psoralenos son obtenidos natural y sintéticamente, 

y son estudiados por su naturaleza o actividad fotosensibiliza~ 
ee (2) (3). 

La validaci6n es sin duda, el centro de los mayores cambios 

en las normas de las Buenas Prácticas de Manufactura, e implica 

poner a prueba un proceso o método con el objeto de decerminar 

los parámetros 6ptimos de operaci6n y su metodología ae control, 

para así reproducir eficazmente lote tras lote, un produc~o fa~ 

macéutico acorde a las especificaciones de calidad es~ableci-­

das (4)(5). 

Los métodos analíticos aplicados en la actualidad, nos han 

permitido desarrollar y aplicar técnicas estadísticas confiables 

para determinar fármacos contenidos en diversas formas farmacé~ 

ticas, así como para conocer la estabilidad de las mis~as. 



En la actualidad contamos además del método espectrofotom~ 
trico para la cuantificación de Ammoidin, con algunos otros co­
mo son: el método gravimétrico, fluorométrico, cromatrográfico, 

cromatografía de gases y cromatografía de líquidos. 

En el pre•ente trabajo, se determinó el método espectrofo­
tom,trico, como el m&s adecuado para la cuantificación de Anuno~ 
din a una lon9itud de onda de 300 nm, tom4ndose en cuenta que -
se aesea una t'cnica que adem.ls de ser aenciila, sea de bajo -­
cosco, que los excipientes de la formulación no interfieran en 
la ~uantificación del principio activo, que el método tenga una 
sensibilidad adecuada, que la exactitud y precisión alcanzadas 
sean proporcionales a la información deseada, que sea confiable 
y finalmente que el tiempo requerido para que se lleve a cabo -
el anAlisis sea adecuado, de acuerao a las necesidades del labE 
ratorio. 
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2 • GBllBllALIDADBS 

2 • l. • PARllACOLOGIA 

El Ammoidin sensibiliza la piel vitiligosa a la luz utra-­

vio1eta. se obtiene de la Ammi-najus, planta que usaban los an­

tigQos egipcios para producir pigmentación en las áreas cutáneas 

afectadaa por el viti1igo. 

El tármino Vitiligo, que por mucho tiempo, ha sido usado -
incorrectamente para indicar los diferentes tipos de leucoderma, 

se restringi.6 para indicar el leucomelanoderma ae origen idio­

pático. Sus características esenciales son, una zona de piel -­

blanca con hiperpigmentaci6n en la periféria. En algunos casos 

la función pilomotora y las glAndulaa cebáceas son afectadas, y 

por consiguiente es común encontrar vello soore las manchas --­
blancas. 

Las lecturas tienen ~opografía y tamafto variable, se en---
- cuentran principalmente en la cara, cuello, antebrazos, dorso -

de las mano• y en ~oa 6rganoa genitales externos; raramente ae 

observan en las palma• de laa manos y en las plantas de los --­

pies, la distribución de las manchas es seqmentada a menudo bi­

la~eral y caai simetral. 

El vitili90 ea uno de lo• problemas dermatológicos más co­

munes y es una enfermedad de tiempo inmemorial. 

Durante el tratamiento del AllUlloidin, por via bucal, el au­

mento de la aenaibilidad ae aanifieata en una hora, alcanaa au 

1Mlxi110 en do• hora• y deaaparece en·aproximadamente en ocho ho­

ras. La aplicación t6p~ca ea mia eficaz y el aumento de la aen­

aibilidad cut•nea peraiate varios días. 



t.:l Ammoidin fué aplicacto como so.l~ón a las manchas vi.·.:i­
li9osas, seguidas por irradiación sola~ y se observó que única­

mente las manchas crataáas ·c.en!an repi.qmen-caci.6n sin embaz-go, -
un alto porcentaje de .las curaciones se alcanz6 mediante .la com 
binaci6n del tratamiento oral y t6pico, seguida por irradiación 

solar. Se concluyó que el tracamiento oral-tóp~co es el más --­
efectivo que cada uno de elloa por separado. 

Pathak y Fitzpatrick han demostracto que la aplicación t.úp_; 

ca o administraei6n oral de Ammoid~n puede hacer que aparezcan 
las respuestas de ~ritema y pigmentaci6n. en el homb~e y en los 

animales, con fuente de radiac~6n ultraviole~a (lon91tuo ae on­
da 3~0 nm - 390 nm), o luz so1ar. 

4 

Los Ps~ralenos aumentan la capacidad de la piel para el 
broncearniento; el bronceamiento aumentado de la piel ~espués o~ 

la ingestión de psoralenos ha S4do es~ucliado por mucnos ~u~ores, 

ejemplo de ello es Gray (6). 

L08 pacientes con vi~iligo bajo la ~erap~a con psoralenQs 

s::.empr~ muestran un bronceamiento inc:remen~ado de las cirt::as HO.f 
males de la pie1 expuestas a l.a l.uz solar o radiaciones ul·.:::a-­

violeta ~ 

Hay evidenc~as de que e1 hmmoidin admi.n4s~rado oralm~nte. 

posee una propiedad de protecci6n de la pie'l con"t..::-a :~ ::aó.:.ae:.ó:; 

ultravioleta, auman~ando el promedio de tolerancia ae las pe~SE 

nas normales a la luz solar. 



.2.J..1. Agente• Repi.gmentantea •. 

El vitiligo es un transtorno de la piel, en donde cesa la 

función de los melanocitos en zonas circunscritas de la piel~ -

el resultado es una despigm.entación de la epidermis (leucoder-­

ma), y una pérdida de color del pelo. Loa problemas que se pre­

sentan son la sensibilidad de las placas despigmentadas a la -­
luz solar y su aspecto antiestético en personas de piel obscura 
(2)(9). 

Los psoralenos, son productos que naturalmente existen en 

muchas plantas y sus propiedades de aumentar la pigmentación se 

conoce desde la antiguedad. 

El Ammoidin (Metoxalen), es un derivado metoxipsoralénico 

que se obtiene ael Ammi-majus, planta que usaban los antigüos -

egipcios para producir la pigmentación en las áreas cutáneas -­

afectadas por el vitili90, estimando así la respuesta de melan2 

citos a la radiación ultravioleta, actualmente existen tres fo~ 

ma& farmacéuticas (tabletas, tintura y ungüento), las cuales 

constituyen dos vías de adminstración que son oral y t6pica. 

2.2. llOllOGRAJl'IA DBL -J:DI• 

2.2.J.. -re Quíaico: 

2.2.2. -re GeD6rico1 

9-metoxi-7H-furo(3,3-g](l] 

benzopirano-7-ona; ~-lactona 

de ac!do 6-hidroxi-7-metoxi-S­

benzofuranoacrilicor 8 metoxi-
41, S 116, 7-furano cwna.rina. 

Ammoidin, Metoxalen, Meladinina, 

Xantot6xina, 8-Metoxipaoralen. 

s 



·-· 

2.2.3. P6rau1a Empírica: 

2.2.4. P6rmu1a Estructura1: 

2.2.s. Pe•o llo1ecular: 

2.2.6. De•~ripci6ns 

2.2.7. solubilidad: 

2.2.e. Método de identifica­
ción: 

CX§X)o 
216.18 9/ml 

Se presenta en forma de pequeftos 

cristales en forma de aguja ala~ 

gados de color blanco, de sabor 

amargo, seguido por una sensación 

picante, inodoro. 

Es prácticamente insoluble en -­

agua fría, parcialmente soluble 

en agua a ebullición. libremente 

soluble en clorofor111<>, soluble -

en a1cohol, &cido acético y en -

álcalis acuosos. 

a) El espectro de absorción u1~Eª 

violeta exhibe máximos a la -

aisma longitud de onda que -­

una solución similar de Amll'lo~ 

din u.s.P. (std). conjuntame~ 

te aedidas a una longitud de 

onda de 300 run. 

b) Diaolver por calentamiento, -

aproxiaadaaente 10 mg en 5 ml 

de 'cido nltrico diluldor la 
•oluci6n ae cerna aaarilla. 

6 



2 • 3. BSPEC'l'ROl'O!'OllBTRIA 

e} Alcalinizar la solución ante­

rior con hidróxido de sodio -

al 40%: La solución se torna 

café. 

d) Suspender aproximadamente 10 

mg de Almnoidin en S ml de áci 
do sulfúrico concentrado: Se 

Oesdrrolla un color amarillo, 
el cual cambia gradualmente a 
café-obscuro. (10) (11.) (12). 

Actualmente la espectrofotometr!a ultravioleta-visible se 

ha convertido en uno de los instrumentos más ampliamente usados 
los laboratorios analíticos, debido a la sencillez del mane­

jo, interpretación, confiabilidad y bajo costo económico. 

La espectrofotometría de absorción consiste en la medida -

oe la absorción, de la radiación electromagnética de longitudes 

de onda situadas en una banda definida y estrecha, esencialmen­

te monocromática. 

La ley fundamen~al que rige la fotometría de absorci6n es 

la Ley de Seer, cuando un haz de luz monocromAtica que se tran~ 

mite en planos paralelos, penetra a un medio absorbente a 4ngu­

los rectos con superficies planas y paralelas del medio, la di~ 
m.inuci6n de su poder de radiación con respecto al trayecto lum! 

nico (espesor de la celda) b, o con la qoncentraci6n del mate-­

rial absorbente, e gramos por litro, sigue una progresión expo­

nencia.l. 
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La banda espectral empleada en las mediaciones descri~as a 
continuación, se extiende desde las cortas longitudes de onda -
de la zona ultravioleta hasta la zona visible del especcro, es­
te intervalo espectral, puede considerarse como si estuviera 

constituido por dos zonas, la ultravioleta (190 - 380 nm), y la 
visible ( 380 - 780 nml. 

Cuando cierta cantidad de luz se hace llegar a una substaa 
cia, una parte de la luz se absorbe de acuerdo a su estructura 
molecular. Toda substancia tiene su propio nivel el cual es es­

pecífico para las moléculas constituyentes. Cuando la luz tiene 
una energía igual a la diferencia entre la energía del estado -
basal (Eo), y la del estado excitado la substancia la absorbe, 
los electrones que se encuentran en el estado basal son transf ~ 

ridos al estado excitado, y entonces esa energía corresponde a 

una longi~ud.de onda. Los electrones excitados pierUen energía 

por el proceso de radiaci6n calorífica y regresan a su estado -

basal. 

Una longitud de onda de la luz se define, como la diferen­

cia entre ·las dos crestas, o valles de una onda en dirección de 

propagación de la onda y se expresa por el símbolo ~ • 

Básicamente todos los tipos de espectrofot6metros están di 
seftados de modo que permitan el paso de una radiación esencial­

mente monocromática a través de la substancia problema. 

Los componentes básicos de un espectrofotcSmetro son: 

1} Una fuente de energía radiante y generalmente emplea una lá~ 

para de de•carga de Hidr6C)eno o Deuterio para la región ul-­

trav~oleta, y una lámpara de Tugseeno para la región visible. 

2} Un monocromador para desdoblar la radiación en las longitudes 

de onda, y ae claeifican de acuerdo al tipo de disper•or us~ 

do, Y• ••• una rejilla de difracci6n. 

8 



3) Celdas que son los recipientes transparentes para la muestra, 
las más comúnmente usadas son las cuadradas de 10 mm, las -­
cuales son generalmente de material de cuarzo. 

4) Un detector que transforma la radiación en senal eléctrica. 
Existen muchos tipos de fotodetectores tales como fotoceldas 
de silic6n, fototubos y fotomultiplicadores. 

5) Dispositivos acoplados de amplificación, medición y registro. 

Se encuentran instrumentos de un sólo haz y de doble haz -
ambos son igualmente útiles. Según el tipo de aparato que se e~ 
pleé, los resultados pueden hacerse visibles en una sola escala 
o un registrador digital, y quedar registrados o impresos. O -­
bien pueden representarse gráficamente de acuerdo a la distrib~ 
ción de intensidad de la radiación electromagnética, emitida o 
absorbida por la muestra, en función de la longitud de onda (o 
frecuencia de dicha radiación). 

9 



3 .. V,U.ZDAClON DEL METODO ANALI.T.ICO 

3.1. ANTECEDENTES 

Obtener medicamentos cada vez mejores a llevado a ia Indu§ 
tria Farmacéutica a la adopci6n y práctica de métoaos de manu-­
factura reconocidos como correctos y efectivos .. Para considerar 

como tal es necesario que estén debidamente validados. 

La base de1 concepto de validación de métodos analíticos -
tienen sus orígenes a partir de tres comunicados emitidos por -
la Pood and Drug Administration {FDA). En donde el primero de -
ellos a partir de 1906, se exige el control de medicamentos --­
(evitando la adulteración de los mismos)~El segundo en 1938, -­
convocado a los fabricantes a eliminar de las formulaciones, -­
aquellas subs~ancias gue pudieran causar algún efecto tóxico; -
de esta manera se implementa el acta correspondiente al condicio 
namiento de la seguridad del medicamento. Ei último de ellos en 
1962, pide comprobar plenamente la eficacia de un producto far­
macéutico, como consecuencia de los efectos secundarios de la -
talidomida y las intoxicaciones provocadas por una contamina--­

ciÓn cruzada durante la fase de fabricación y acondicionamiento 
de la penicilina determinan que. a partir de !963 se permite -­
conceptualizar la no idoneidad de un medicamento si las condi-­
ciones de elaboración no son las mínimas aceptab1es. 

A partir de l967, surge el establecimiento de unas normas 
de correcta fabricaci6n y de control de calidad, emitidas por -
las Buenas Prácticas de Manufactura (B.P.M.J, (13)(14)(15). Du­
rante el estudio de esta re9lamentaci6n queda clara la necesi-­
dad de establecer en forma correcta los procediaientos de manu­

f act ur a y control de medicamentos. Esto es, considerar eodos -­
aquellos factores que contribuyen a la elaboración de la cali-­
dad de los procesos de f abricaci6n, aai coano La reproducibili-­
dad del producto lote a iote. La demoatraci6n de que estos pro-

J.O 



cedimientos son correctos y verdaderos se conoce actualmente -­
con el nombre de VALIDACION. 

Sin embargo, fué hasta 1983, después de una serie ae acueE 
dos entre el F.D.A. y asesores de la Industria Farmacéutica, -­
que se establecen una serie de reglas aplicando las B.P.M. De -
esta manera se determina el significado del proceso de valida-­
ci6n, criterios y limitantes para considerar la validez de un -
proceso y por ende del método analítico {14)(15). 

3. 2 • DEPillXCIOll 

La validaci6n de un método analítico se define como el pr2 

ceso por el cual queda establecido, por estudios experimentales 
de laboratorio, que la capacidad del método cumpla los requisi­
tos para las aplicaciones analíticas deseadas. 

Actualmente el concepto de validación es considerado 
el procedimiento documentado por el cual se establece la exacti 
tud, variabilidad e interferencia de posibles errores y especi­

ficidad del método analítico {15)(16). 

3 • 3 • PAIUIJIBTROS A EVALUAR 

3.3.l.. Lineal.idad. 

Mide el grado en que la respuesta del método, al trabajar 
a diferentea concentraciones, se aproxima a una funci6n lineal 
del tipo y= a + bx, d6nde •y• es la variable dependiente o res­
puesta medida, "x• es la variable independiente o concentración, 
•a• ea la ordenada al origen e indica el valor de la respuesta 
medida que corresponde a cero de concentración, y •b• es la pe!!. 
diente un valor que repre9enta las variacionea de •y• por cada 
variación de •x•. 



En la práctica se practican los datos experimen~ales, de -

tal manera que la capacidad recobrada esté en funci6n de la ca~ 

tidad adicionada al placebo para observar el grado en que los -
resultados se comportan como una función lineal, se aplica el -
análisis de regresión lineal. 

Y para estimar el porcentaje de la variación de •x• se --­

aplica el análisis de correlación. 

3.3.2. Bxactitud. 

La exactitud de un método analítico es la concordancia en­
tre un valor obtenido experimentalmente y un valor de referen-­

cia. 

Se expresa como el porciento de recobro, obtenido del aná­

lisis de muestras a las que se les ha adicionado cantidades co­
nocidas de la substancia de interés. 

3.3.3. Preci&i6n. 

Es 1a medida de la concordancia entre los resultados anal! 

tices individuales experimentales respecto a un valor central. 

La precisi6n es una medida del grado de reproducibilidad o rep~ 

tibilidad del método analítico bajo las condiciones normales de 
operaci6n. 

3.3.3.1. llepetíbilidad. Se refiere a la 'concordancia entre re-­

aultadoa sucesivos obtenido• con el Jai.SllO m&todo y ba­

jo las miamaa condicione• de trabajo (analista, apara­

to, tieapo. laboratorio, etc.) 
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~.3.3.2. Reprod•cibilidad. Se expresa como la concordancia en-­

tre determinaciones independientes realizadas por dif~ 
rentes analistas, en dias diferentes, en· el mismo o en 

diferente laboratorio y/ diferente equipo. 

3.3.4. Bapecificidacl. 

Se refiere al qrado en que los resultados del método anal.f 

tico se deben sólo a la substancia de interés, y no a otras --­
substancias que estén presentes en la formulaci6n, es decir, in 
dica si los excipientes de la formulaci6n y/o productos de de-­

gradación formados interfieren cori la seftal medida. 

3.3.S. sensibilidad. 

Es la menor concentraci6n o menor cantidad del compuesto, 

que se puede detectar con el método analítico, pero no necesa-­

riamente cuantificada. La sensibilidad raramente es constante -

sobre un rango grande de concentraciones, y por lo tanto, s6lo 

es siqnificativa, si se especifica el rango de concentración. 



4. PLAll'l'EAMZENTO DEL PROBLEMA 

Bs~ablecer un método de análisis esta en funci6n de las n~ 

cesidades de cada una de las etapas involucradas en la fabrica­

ción de medicamentos. Es por eso que el laboracorio ue control 

de calidad requiere contar con métodos analíticos capaces de -­

brindar resultados exactos, precisos y con la mayor confiabili­
aaa posible, a fin de dar el mayor nivel aceptable de calidad -

para las formas farmacéuticas faoricadas. 

El presente trabajo pretende verificar que tan confiable -

es el método espectrofotométrico como método rutinario de con-­

trol, para la cuantificación de runmoidin a una longitud ae onda 

de 300 nm, en sus formas farmacéu~icas de tabletas y tintura, -

mediante una evaluación estadística que nos permita conocer la 
exaccitud y precisión de los datos y por lo ~anto determinar la 

variabilidad de los mismos. 

Este procedimiento es desarrollado de acuerdo a las neces.! 
óades del laboratorio de control de calidad, así como a las no~ 

mas requeridas por la Industria Farmacéutica para el control üe 

medicamentos. 

14 



S. OBJB'l'J:VOS 

5.1. OBJB'l'l:VO GBllERAL 

Llevar a cabo la validación del método analítico espectro­
fotométrico, para la cuantificación de Amm.oidin como principio 
activo en las formas farmacéuticas de tabletas y tintura. 

5.2 OBJftJ:VO ESPECJ:PJ:CO 

~~ . -!-; .. 
S.2.1. Oeterifiinar·1 la l.tnealidad del sistema, linealidad del mé­

todo analítico, precisión, exactitud, sensibilidad y es­
pecificidad como parámetros de validación. 

S.2.2. Verificar que el método empleado sea sencillo, rápido, -
confiable y de bajo costo. 

l.5 



6. BIPOTESXS 

Manteniendo el proceso, y las condiciones adecuadas de tr~ 
bajo, verificando cada operación que pueda afectar las varia--­
bles del método de análisis, en la cuantificaci6n del principio 
activo (Ammoidin), en las formas farmacéuticas de tabletas y -­

tintura, se busca que el método propuesto sea; lineal, exacto, 
preciso, específico, reproducible y específico frente a produc­
tos de degradación y excipientes. 

l.6 



7. MATEJUAL Y BQUXPO 

7. l. JIATBIUALES 

Matrace& volumétricos 

Pípetas volumétricas 
Vasos de precipitados 

Micro jeringa Hamilton 

17 

DBSCRJ:PCXON 

.iu, so y :a..oo ml 
1,2,3,4,5, y lO ml 

iO, SO y 100 rnl 

50 mcl 
(Todo el material de vidrio marca PYREX) 

7.2. EQUXPO 

Espectrofot6metro 

Balanza Analítica 

Balanza Granataria 

Lámpara de luz UV 

Malla 

7.l. REACTXVOS 

Ammoidin 
Etanol {G.R.) 

Formamida 

Butilét:.er 
Acetona (G.R.) 

Benceno (G.R.) 

Acetato de Etilo (G.R.) 
Cloroformo (G.R.) 

Hexano ( G .. R.) 

Beckman 

Sartorius 

ohaus 

Universal Camag 

No. 

~ 

Hod. No. 25 
Tipo 1801 

1550 so 
Tl-900/V 
No. 12 

DBSCIUPCXOll 

<;e análisis 14370 

J.T. naker 

J.'.r. Bakcr 

J.T. l!iaker 

J.T. baker 

J.T. llaker 

J.T. Baker 

J.T. Baker 

J.T. Baker 



8. DESARROLLO EXPERIMENTAL 

B.l. PRUEBAS PRELIMINARES 

Los productos de degradaci6n que pudieron interferir en la 
cuantificación del activo Ammoidin, se analizaron por cromato-­
grafía en capa fina, de manera ascendente y descendente, sorne-­
tiendo al activo a condiciones drásticas de temperatura, acidez 
y alcalinidad, como se muestra a continuación en la tabla L. 

COHDICIONES CROllATOGRAPIA TIEMPO RESULTADO 
ASC. Y DESC. (DIASI 

40 " " 15 NEGATIVO 
TEMPERATURA 60 . " 15 NEGATIVO 

ºe 80 " . 15 NEGA1r1.VO 
100 " . 15 NEGATIVO 
10 " " 15 NEGATIVO 

ACIDEZ • 30 " " 15 NEGATIVO 
90 " " 15 NEGATIVO 

10 " 15 NEGATIVO 
ALCALINIDAD • 30 " 15 NEGATIVO 

90 " " 15 NEGATIVO 

TABLA I.. Mues~ra los resultados a las diferentes condiciones a 
las que fue sometido e1 Ammoidin, determinándose la no 
presencia de productos de degradación. 



8.2. DESARROLLO DEL METODO ANALITICO 

8.2~1. Determinación de la longitud de máxima absorción. 

Para determinar la longitud de onda de máxima absorción en 

la región ael ultravioleta cercano (200 - 380 nm). del espectro 

electrornágnctico: se pesó exactamente 3U mg de Ammoidin y se -­

llevó a un ~atraz volumétrico de SO ml llevándose al aforo con 

etanol. Posteriormente se tomó una alícuota de 1 ml y se llevó 

a un matraz volumétrico de 100 ml y se aforo con etanol. La cog 

centración final obtenida f~e de 6 mcg/ml. 

Se llevó a cabo un barrido de 320 a 280 nm encontrándose -

que la longitud de máxima absorción era de 300 nm para el Ammo! 
air .. 

PIGURA l. Representa la longitud de máxima absorción para el -­
Ammoidin {Metoxalen). 

a.z.2. lletodol09ia Anaiítica. 

a.2.2.1. Preparaci6n del eatAndar. 

Pesar exactamente 30 mg de Ammoidin y llevarlos cuantitati 

vame~:e a un matraz volwnétrico de 100 ml aforar con etanol, -­
comar una alícuota de 2 ml y tran•ferirla a un matraz volumétr! 
co óe 100 ml y aforar con etanol. La concentración final obteni 

da •• de 6 acg/ml. 
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8.2.2.2. Preparación de la muestra. 

8.2.2.2.1.. Tintura 

Tomar con una pipeea volumétrica 4 ml de la muestra y lle­

varla cuantitativamente a un matraz volumétrico de 100 ml afo-­

rar con etanol. La concentración final obtenida es de 6 mcg/ml. 

8.2.2.2.2. Tabletas 

Tomar de la& eableeas pulverizadas el uquivaler.te a 30 mg 

de Ammoidin y transferirlos cuantitativamente a un matraz volu­

métrico de 100 ml aforar con etanol, agitar mecánicamente duran 

ee 15 minutos. Filtrar y desechar los primeros 20 ml. PosterioE 

mente tomar una alícuota de 2 ml y transferirla a un matraz vo­

lumétrico de 100 ml y aforar con etanol. La conce~tración final 

obtenida es de 6 mcg/ml. 

8.2.2.3. interferencia de BJr:cipientea. 

Para llevar a cabo esta prueba, se realizaron experimenta~ 

mente pruebas para cada uno de loa excipientes y placebos de e~ 

da una de las formas farmacéuticas, se manejaron a la misma con 

centración que las muestras, se tomaron las lec~uras de las --­

absorbancias a la misma longitud de onda de máxir.a absorba~cia 

que el principio activo. Se llev6 a cabo un barrido desde una -

longitud de onda de 320 nm a 280 nm, encontrAndose que los exci 
pientea tanto de forma farmacéutica tintura como para table~as, 

no interferían en la cuantificación de Ammoidin; por lo que se 

procedió a validar el método analítico. 

20 



8.2.3. Linea1idad del sistema. 

Se probaron una serie de concentraciones de Ammoidin sien­

do el rango de 2 - ii mcg/ml y se realizaron tres repeticiones 
para cada concentración, para así de esta manera obtener la más 

adecuada según la Ley de Seer, se trabaj6 el mismo día a las -­
mismas condiciones de operación, equipo y laboratorio. Los da-­

tos obtenidos se ajustaron por el método de mínimos cuadrados, 

y de esta manera se determinó la pendiente, la ordenada al ori­

gen y el coeficiente de correlación. 

8.2.4. Linealidad del método analítico. 

Se elaboraron tres curvas en el mismo día, trabajando en -

condiciones idénticas de operador, equipo y laboratorio y se -­

llevó a cabo e~ mismo procedimiento descrito en el punto 8.2.3. 

8.2.S. Exactitud. 

Para la determinación de este parámetro se realizaron los 

análisis de recobro del Ammoidin, es decir de las formulaciones 

con placebo adicionadas con cantidades conocidas del principio 

activo, teniendo concentraciones del 85%, 100\ y 115% de la caE 

tidad especificada en el marbete. Los resultados obtenidos son 

analizados por el estadígrafo de "t" student. 

8a2.6. Precisión. 

se refiere a una medida de la concordancia de un conjunto 

de valores experimentales respecto a un valor central evaluánd2 

se mediante la repetibilidad y reproducibilidad. 

21 



8.2.6.1. Repetibilidad. 

Para este caso se realizó la estimación de la desviación -
estándar de los da~os experimentales. Mediante una prueba de ji 

cuadrada, se evalúa la significancia de la variabilidad. Proban 
do tres niveles de concentración del principio activo de 85%, -
100% y 115%, llevando a cabo ocho repeticiones para cada nivel, 
utilizando placebos cargados. 

8.2.6.2. Reproducibi1idad. 

Para su evaluación se realizó el estudio de la forma farm~ 
céutica ae tabletas y tintura de Ammoidin al 100% de concentra­
ción realizando tres repeticiones por cada analista y día trab!_ 

jada a las mismas condiciones de equipo, reactivos, en días di­

ferentes. 

8.2.7. Sensibi1idad. 

Para la evaluación se realizó una serie de diluciones par­
tiendo de una concentraci6n de 6 mcg/m1 y se disminuyó 1a conc~n 
traci6n hasta encontrar la cantidad mínima detectable, por el ~ 
aparato empleado para el aná1isis. 

22 



9.. RESULTADOS 

9 .1. LINEALIDAD DEL SXSTEMA 

TABLA II. Resultados obtenidos la linealidad del sistema. P~ 

ra la cuantificación de Ammoidin. 

COllCENTRACION 
EN mcg/al .. 4 6 8 l.O l.2 

ttbsorbancias 0.115 0.231 0.346 0.455 u. 566 0.674 

l) .117 U.230 0.347 0.45b o. 566 0.674 

u .115 U.231 0.345 0.455 0.567 0.674 

X= O.l.15 0.231 o. 346 0.455 o. 566 0.674 

De la tabla II se obtuvieron los siguientes resultados, -­

bajo un cratamiento estadístico utilizándose las fórmulas aes-­

critas en el Apéndide. 

Ordenada al origen 

Pendiente 

(bJ 

(m) 

Coeficien"C.e de Correlación (r) 

U.00719'5 

o. 05579 

0.9999 
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9.2. LillBALID&D DBL llBTODO ANALITICO 

TABLA xxi. Resultados obtenidos en la linealidad del método --­
analítico. 

COllCIDITRACIOll 
1111 11<:9/al. 2 4 6 8 10 12 

Absorbancias 0.119 0.233 0.346 0.453 0.568 0.677 

0.120 0.233 0.347 0.452 0.567 0.678 

0.119 0.232 0.347 0.452 0.567 0.677 

X= O.La.9 U.233 U.347 U.452 0.567 0.677 

De la tabla IIi se obtuvieron los siguientes resultados. -
bajo un tratamiento estadístico utilizándose las fórmulas des-­
critas en el Apéndice. 

Ordenada al. origen ( b) 

Pendiente (m) 

coeficiente de correlaci6n (rJ 

0.009466 

0.055671 

0.9999 
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TABLA XV. Resultados de la linealidad de1 mécodo analítico pa­

ra la cuantificación de Ammoidin. 

9J ADICIOllAllOB mg RBCUPBRADOS 

6 

10 

12 

2.00 

4.04 

6.08 

7.98 

lO.u2 

ll. 99 

De la tabla IV se obtuvieron los siguientes resultados·de 

su tratamiento estadístico. uti1izando las fórmulas descritas -

en e l. Apéndice. 

urdenaaa al origen 

Pendiente 

(b) 0.0366 

(m) = D.9978 

~oeficien~e de Correlación {r) u.9999 
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FIGURA 2. Representación gráfica de la linealidaa del método -

analítico en la cuantificación de Anunoidin. 

12 

10 

"' 
8 

~ ... 6 :::> 

~ 
i' 

2 

y -

6 10 

91 ADIC:tOllADOS 

y = m X + b 

0.9978 x + o.u366 

12 
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~.ABLA V. Resultados d~ la Regresión Lineal en la Validación -­

del método analítico. 

PllBll'l'B DB 
VAIUACXON 

Regresión 

Error de 
Regresión 

Fa1'Ca de 
Ajuste 

Error Puro 

GRADOS DB SIDIA DE 
LXBBRTAD CUADIUIDOS 

L 206.9974 

16 i.9202 

0.7475 

i2 i.in1 

20B.9974 ~741.645 8.53 

0.9202 u.1200 

O.iü68 L9ll.9 3.26 

0.0977 

HO'l'A: Las fórmulas empleadas para el tratamiento estadís~ico se 
encuentran en el Apéndice. 
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9.3. RBSULTADOS DB VALZDACION 

9.3.1. Evaluación estadística para la foras raraact!!utica de tin 

tura, para la determinaci6n de ezactitud y precisión. 

10!J ADZCZOllADOS IO!J RBCUPBRADOS • RECOBRO 

8.40 8.44 100.47 

a.4o 8.40 100.00 

8.40 8.38 99.76 

8.40 8.42 100.23 

8.40 8.36 99.52 
8.40 l:L38 99.76 

8.40 8.36 99.52 
8.40 8.40 100.0u 

7.49 7.50 100.13 

7.49 7.50 100.13 
7.49 7.52 l.00.4U 

7.49 7.50 100.13 

7.49 7.50 100.13 
7.49 7.52 100.40 

7.49 7.50 100.13 

7.49 7.48 99.86 

6.37 6.36 99.84 

6.37 6.33 99.37 

6.37 6.36 99.84 

6.37 6.38 lOU.15 

6.37 6.36 99.84 

6.37 6.38 99.37 

6.37 6.36 99.H 
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\ DE RECOBRO 

x = 99.950 

os 0.3~7 

r o. 300 

9.3.1.l. EXACTITUD 

Ho )/. • 100% 

Hi ,¡¿ Í' lu0% 

ESTAD!GRAFo·oE CONTRASTE 

't.cal..., -0.7973 t0.975 = 2.0687 

-2.U6 .L -0.7973 L 2.0687 

rNTERVALO DE CONFihNZA 
99.95 ¿. 100 ... 100.079 

29 



9.3.1.2. PRECISION 

Ho IJ"" '- 2% 

Hi O- ~ 2% 

ES'l'ADIGRAFO DE CONTRASTE 

xl-cal = 0.5427 xf o.975 

Siendo: 

0.5427 ""- 38.076 

INTERVALO DE CONFIANZA 

0.2387'<1".:. 0.4309 

COEFICIENTE DE VARIACION 

0.3073% 

30 

38.076 
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9.3.1.3 •. Reproducibilidad. 

TABLA VX. Resuitados obtenidos en el estudio del efecto-analista­
dia para la reproducibilidad del método analítico espe~ 
trof otométrico para la aeterminaci6n del principio acti 
vo Ammoid~n, en su forma farmacéutica de tintura. 

Dl'.A X DI:A II 

% DE RECOBRO % DE RECOBRO 

99.61 99.09 

ANALISTA I 99.19 99.33 

99.61 99.33 

99.49 98. 79 

ANALISTA 1I 99.32 99.04 

Y9.49 9!i.U4 
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TABLA VII. Análisis de Varianza para reproducibilidad del método 

espectrofotométrico de Ammoidin -. = o.os. 

PUENTE DE G.L. s.c. M.C. p 
cal. Ftab 

VARIACION 

ANA.LISTA 0.07 u.01 u. 77 5.32 

DIA o. 43 0.21 2.33 4.46 

ERROR 0.23 0.09 

'i'OTAL 11 0.73 U.36 

NOTA: Las fórmulas empleadas para los cálculos se encuentran repoE 

tadas en el Apéndice. 



9.3.2. Eva1uación estadística para 1a forma farmacéutica de ta­

b1etas, para 1a determinaci6n de exactitud y precisión. 

1119 ADICIONADOS mg RECUPEAADOS % RECOBRO 

35.26 35.38 lU0.34 

35.26 35. 20 99.84 

35.26 35.29 100.09 

35.26 35.29 100.09 

35.26 35.3B 100.34 

35.26 35.47 100.59 

35.26 35.29 100.09 

35.26 35.38 100.34 

30.00 29.70 99.0l 

30.00 29.79 99.30 

30.00 29.70 99.01 

30.00 29.70 99 .01 

30.00 29.96 99.B9 

30.00 29 .14 100.48 

30.00 30.05 100.19 

30.00 29.88 99.60 

26.06 26 .oo 99.79 

26.06 26 .11 100.21 

26.06 25.89 99.38 

26.06 26 ·ºº 99.79 

26.06 26.11 100.21 

26.06 25.09 99.34 

26.06 26.00 99.79 

26.06 26 .11 100.21 
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% DE RECOBRO 

x 99. 9734 

os 0.4114 

<r = 0.4020 

9.3.2.1. EXACTITUD 

Ho = P,. 100% 

Ho µ -1 100• 

ESTAOIGRAFO DE CONTRASTE 

tcal = -o. 3167 t 0 .9?s = 2.0687 

-2.0637 ,¿ -0.3167 2.0687 

INTERVALO DE CONFIANZA 

99.937 ,¿. 100 ,¿. 100.0088 
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9.3.2.2. PRECISION 

Ho cr"l& 2% 

Hi = (í > 2% 

ESTADIGRAFO DE CONTRASTE 

Repe"t:ibilidad 

-X:cal = U. 9737 

Sienóo: 

0.9734 

IN~ERVALO DE CONFIANZA 

-X-to.975 

38.076 

o. ll 97 o. 57719 

COEFICIENTE DE VARIACION 

0.4il5% 

35 

38.076 
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9.3.2.3. Reproducibilidad. 

TABLA VII~. Resultados obtenidos en el estudio del efecto analista­
día del método analítico espectrofotométrico para la -­
determinación del principio activo Amntoidin, en su f or­
ma farmacéutica de tabletas. 

OIA I DXA II 

% DE RECOBRO ~ DE RBCVBRO 

99.86 100 .17 

ANALISTA I 100.17 99.00 

99.59 99.30 

99.59 99.ü9 
ANALISTA II 99.30 100.47 

99.01 99.59 
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TABLA IX. Análisis de Varianza para reproducibilidad del método --
espectrofotométrico de Ammoidin -.. = O .os. 

PUENTE DE G.L .. s.c. M.C. Fca1 l!tab 
VAIUACJ:OH 

ANALISTA 0.01 0.01 o.os 5.32 

DIA 0.86 0.43 2.38 4.46 

ERROR 1.47 0.18 

TOTAL ü 2.40 o.:n 

HO'l'A: Las fórmulas empleadas para los cálculos, se encuentran repo~ 

tadas en el Apéndice. 



9.3.3. Sensibilidad. 

TABLA X. Muestra los resultados de las diferentes concentracio­

nes de Ammoidin, probadas para determinar la concentr~ 
ción mínima detectable por el espectrofotómetro, se -­

realizaron cinco repeticiones para cada concentración. 

CONCEHTRACION ABSORBAHCJ:AS 
mc:q/•l. l. 2 3 4 X 

6.l.3 0.302 O.JOS O.JOS 0.304 0.306 0.304 

3.06 0.182 0.185 0.184 0.182 0.182 0.182 

1.20 0.100 0.102 0.101 0.100 0.101 0.100 

0.90 0.049 0.049 o.oso 0.051 0.049 0.049 

0.60 0.038 O .OJS 0.036 0.038 0.039 0.037 

0.18 0.024 0.020 0.019 0.022 0.024 0.021 

De la tabla anterior se obtuvieron los siguientes resulta-

dos: 

Ordenada al origen (b) 

Pendiente (m) 

Coeficiente de correlación (r) 

0.01944 

0.04806 

0.9893 
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LO. DISCUSION DE RESULTADOS 

Una vez definido el producto, se procedió a seleccionar el 
método para la cuantificación del activo Ammoidin, utilizando -

el método espectrofotométrico, por ser el más sencillo, rápido, 
económico y confiable; por lo tanto reproducible y fácil de con 
trolar a las condiciones de trabajo establecidas por el labora­
torio de control de calidad; cumpliendo los parámetros estable­

cidos por Farmacopea. 

Se evaluó la presencia de productos de degradación de AmmQi 

din por cromatografía en capa fina, probando diferentes siste--
de elución reportados en la bibliografía (101, y probando -

diferentes concentraciones; el principio activo Ammoidin se so­
metió a condiciones drásticas de degradación, en un medio alca­
lino utiliz~ndo concentraciones de Hidróxido de Sodio desde ---
10 - 90%, en un medio ácido se utilizó Acido Sufúrico desde una 
concentración desde 10 - 90%, se evaluó también la temperatura 
a 4üº, 60°, 80º y lOOºC durante un tiempo de 15 días. Al térmi­
no de éste tiempo se determinó por cromatografía en capa fina, 
la aparición de posibles productos de degradación: los sistemas 
de revelado fueron: Permanganato de Potasio-Acido Sulfúrico --­
(3:5}, en 100 ml de agua, luz ultravioleta y cámara de yodo. -­
Los resultados obtenidos mostraron la ausencia de productos de 

degradación. 

Con base a lo anterior se procedió a validar el método analítico 
espectrofotométrico, e1aborando una curva estándar, probando -­
concentraciones de 2 - 15 mcg/ml. Los resultados obtenidos en -
este punto indican que el rango adecuado de concentraciones a -

probar, se encuentra de 2 - 12 mcg/ml. 
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Como muestran los resultados obtenidos en la tabla II, el 
coeficiente de correlación de 0.9999, con respecto a la pendien 
te se demostró con base a una prueba de •t" student que estad!~ 
ticamente es igual a l, realizándose un análisis con el mismo -
estadígrafo •t• para comprobar que la ordenada al origen tiene 

un valor estadístico igual a cero. 

Adicionalmente se llev6 a cabo un análisis de varianza, -­
que demostró ser significativo para el efec~o de regresión, así 
como no presentar valores significa~ivos para el efecto de fal­
ta de ajuste. En base a lo anterior podemos concluir que el m! 
~odo analítico validado es lineal en el intervalo de concencra­
ciones de 2- 12 mcg/ml. 

Para la prueba de repetibilidad se fabricó un lote piloto 
de placebo cargado para tintura y tabletas, trabajando tres con 
centraciones, de acuerdo a la cantidad estipulada en e1 marbete, 
siendo éstas de 85%, 100% y 115% realizándose ocho repeticiones 
por cada nivel, se contrastó la hipótesis nula de una varianza 
menor o igual al 2% a través de la prueba de Ji cuadrada, esta­
bleciendo como resultado que no existía suficiente evidencia p~ 
ra rechazar dicha hipótesis nula. 

En cuanto a la reproducibilidad, se evaluó probando a tra­
vés de un diseno completamente al azar para los factores anali~ 
ta (Ai) y dia (Dji}, cada uno de ellos a dos niveles. Cada uno 
de los tratamiento& fu~ evaluado mediante el análisis de lotes 
independientes con tres replicaciones por tratamiento y traba-­
jando a la concentración con la concentración estipulada en el 
marbete al lOO•. El análi•i• de varianza correspondiente mostró 

no presentar efecto significativo para el analista. 
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En cuanto a la exactitud la hipótesis nula propuesta de -­
que la media de los resultados experimentales obtenidos fuera -
igual. a un 1001 (val.or tºe6rico), se contrastó a través de un -­

estadigrafo de "t" student. El ánál.isis obtenido demostró no -­
presentar un efecto significativo cuando se empleó un nivel de 
significancia de~• o.os, por lo que podemos concl.uir que el mé­
todo analítico espectrofotométrico para Ammoidin es EXAc:TO. 

Para la evaluación de la cantidad mínima del principio ac­
tivo Anunoidin que es capaz de detectar el método espectrofotom~ 
trico, se obtuvo como resultado que dicho método fue capaz de -
de~ectar una concentración de 0.18 mcg/ml. 



11. CONCLUSIONES 

De acuerdo a los resultado obtenidos, podemos concluir que 

los objetivos fueron alcanzados en su totalidad, ya que el métQ 

do espectrofotométrico para la cuantificación de Ammoidin en -­

sus formas farmacéuticas tintura y tabletas resultó ser: LINEAL, 

PRECISO, EXACTO, SENSIBLE Y ESPECIFICO frente a productos de -­

degradación. Este último parámetro se realizó frente a produc-­

tos de degradación y frente a excipientes, por lo cual podemos 

establecer que el método anteriormente mencionado, puede ser e~ 

pleado como método rutinario en el laboratorio de control de e~ 

lidad, o corno un método indicativo de estabilidad. 

Adicionalmente se puede decir que el tiempo empleado para 

la cuantificación de Anunoidin es sus formas farmacéuticas de -­

tintura y tab1etas es adecuado para e1 1aboratorio donde se re~ 

lizó la va1ictaci6n, además después de ana1izar e1 costo de aná-

1isis. se puede decir que éste es reducido. 

&2 



12. SUGBRBNC:IAS 

Tomando en base las pruebas realizadas para provocar la --

degradaci6n del principio activo, utilizar condiciones más drá~ 

ticas de tempera~ura, acidez y a1calinidad para observar si ---

efectivamente el producto puede degradarse para continuar con -

las pruebas de estabilidad. 
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13. APENDICE 

X = Media Aritmética 
OS Desviación Estándar 
<r = Desviación Poblacional 

Ho • Hipótesis nula 
Hi • Hip6tesis a1terna 
c.v. = Coeficiente de Variación 

A. L:lRBAL:lDAD 

a = (1Y) <:l!X2 l - (::E.X) (::EXY) Ordenada al origen 

b 
n( S:XY) - ( ::f:X) (::E.Y 

n(~X2 l - (2'X) 2 
Pendiente 

Cálculo de error típico de estimación modificada: 

Sy/x = / n(~Y2 J ~ a(:IEY) - b(SXY) 

n - 2n 

Estadígrafo de Contraste: 

a) ordenada al origen tcal =---::ª:::-:::A;:º==:-
::¡¡:,xZ 

sy/xJ-----.,, 
n I (Xi-xl 2 



b) Pendiente 

(b - Bol Sx ln-=-T 

sy/x 

COEFICIENTE DE CORRELACION 

B. BXACTXTUD 

Estadigrafo óe coneraste; 

e = X -/{o 
cal s¡fñ 

Intervalo de confianza para al 95% 

C. PRECXSJ:OH 

a. Repetibilidad 

Estadifrago de contraste: 

x~cal = ln - 1) s 2 

~l 

Intervalo de confianza: 

(n - l 1 s 2 

x2l- /2 

ln - l) s 2 

x2 /2 
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b. Reproducibilidad 

Modelo Lineal Estadístico 

Yijk = f" + Ai + Dj + Ek(ij) 

Donde: 
Yijk= observación del i-ésimo analista del 

j-ésimo día de la k-ésima repetición. 
fC- = Media general 
Ai 

Dj 
Ek(ij) 

Analista i-ésimo 

Día j-ésimo 
Error experimenta1 

Para la interpretación estadística se realizó un -
análisis de varianza para el modelo arriba·mencio­
nadn. 

TABLA DB AllAAl>BYA 

P.V. G.L. s.c. 11.c. •c:ai pta.b 

Ai (a-1) 2:.Yi2 - L SCAi MCA GLAi 

br abr a-i · MCE GLEk 

Dj (b-l)a:i:~ij2 J:Yij. 2 Su MC0 GLAi 

r br (b-l)a MCE GLEk 

~k(ij) (r-1 )ab UZ'i'ijk :llllij2 SCE 

r (r-l)ab 

Total N-1 IlEYijlt
2 Y~.; 

abr 

AREA DE ACEP'l'ACXON 



D. PALTA DB AJOSTB 

Modelo 1ineal Estadístico 

~ l. .....•. t 

l ......•. n 

Donde: 
Bo = Ordenada al origen 
Bi = Pendiente 

47 

Yij Observaci6n (mcg recobrados) del i-ésimo 
tratamiento, (mcg adicionados} de la 

j-ésima repetición. 

Xi 1-ésimo tratamiento (mcg adicionados) 
Ej(i) = Error experimental de la j-ésima ~=epeti­

ción dentro del i-ésimo tratamiento. 

Para la interpretación estadística se realizó un 
análisis de varianza para el modelo arriba menci~ 

nado. 

T~ DE ANADINA 

PDllllTB DE GJIADOS DB SmlA DB llBDJ:A DB pca1 
VAIUACJ:Oll LJ:BBllTAD CUADIUIDOS CUADRADOS 

REGRBSION l ser ser SCr/MCer 

ERROR DE n-2 seer SCer/GLer REGRBSJ:ON 

FALTA DE (n-21-tx(r-11 SCfa Sef a/GLf a MCfa 
A.JUSTE iiCeP 
ERROR PORO t:x(r-11 Seep Seep/GLep 

ptab 



DONDE: 

ser= m x Sxy + b x Sy - ((SyJ 2/n) 

seer = sy2 - m x sxy - bxsy 

scep = sy2 - (SYi. 2 J/r = 

scf a = seer - scep = 

48 

Se aeterminó los valores para Ftab en la forma siguiente: 

PlGL.r, GL.er: 0.99) 

FlGL.fa, GL.ep; 0.95) 

AR"EA DE ACEPTACION 

Peal.'.> Ftab (GLr, GLer: 0.99) 

Fcal ( Ftab {GLfa, GLep; 0.95) 
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