/5

ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES
“ZARAGOZA”

IMPLEMENTACION Y VALIDACION DE UN METODO

ANALITICO POR ESPECTROFOTOMETRIA UV EN

MEDIO ALCOHOLICO  ACIDO PARA - LA

CUANTIFICACION DE DIYODOHIDROXIQUINOLEINA
EN TABLETAS

T E S 1 S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

QUIMICO  FARMACEUTICO  BIBLOGO

[ 4 R E S € N T A
ESTEBAN SANTAMARIA SANJUAN

ASESOR: QFB, JUAN CHAVARIN GONZALEZ

I TEsis con
MEXICO, D.F. FM DB ORIGEN ! 1990




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

PAG.

INTRODUCCION 1
1. FUNDAMENTACION DEL TEMA 3
1.1. GENERALIDADES 5
1.1.1. DEFINICION DE LA ESPECTROSCOPIA
DE ABSORCION : 5
“14.2. IMPORTANCIA DE LA ESPECTROSCOPIA
DE ABSORCION ULTRAVIOLETA Y VISIBLE -9
1.1.3. FUNDAMENTACION DE LA ESPECTROFOTO- ' ‘
METRIA ULTRAVIOLETA Y VISIBLE _ 6
1.1.4. APLICACIONES DE LA ESPECTROFOTOME-
TRIA ULTRAVIOLETA = VISIBLE 9
1.1.5. APARATOS DE MEDICION DE LOS ESPEGTROS
DE ABSORCION ULTRAVIOLETA - VISIBLE 11
2. EL OGRUPO 8 -~ HIDROXIQUINOLEINAS HALOGENADAS ‘5
2.1. MONOGRAFIA DE LA DIYODOHIDROXI-
QUINOLEINA 16
2.2. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS 16
3. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS ' 18
3.1. DEFINICION 18
3.2. CRITERIOS PE VALIDACION DE 18

METODOS ANALITICOS

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 22



o

B,

. OBJETIVOS
. RIPOTESIS DE TRABAJO

. MATERJALES

T4, REACTIVOS
7.2, MATERIAL
7.3. EQUIPO

PARTE ENPERIMENTAL

B.1. (MPLEMENTACION DEL METODO ANAL!TlGO
8.2, EVALUACION DEL SISTEMA

8.3. EVALUACION DEL METODO

RESULTADOS

9.t. ESFECIFICIDAD

2.2, PRECISION DEL SISTEMA

9.3, LINEALIDAD DEL SISTEMA

94. EXACTITUD DEL METODO

95. LINEALIDAD DEL METODO

9.6. REPRODUGIBILIDAD _
9.7. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

10. ANALISIS PE RESULTADOS
11, CONCLUSIONES

APENDICE |

" APENDICE 11

BIBLIOGRAFIA

PAG.
24

25

26
26
26

27
28
29
29

6
5

42
43

47

.49

50

55
So

62



INDICE DE TA'VADL‘AS‘ ¥ GRAFICAS )
’ PAG.

. ESPECTRO. DE ABSORCION DE DIYODOHIDROXI
QUINOLEINA ' 36
 PRECISION DEL SISTEMA . .7
‘Lll’HEA'LlDAD DEL éls‘:ém a9
ANADEV A LINEALIDAD DEL s:srlvam‘ - Y
GRAFICA LINEALIDAD DEL SISTEMA 41
EXACTITUD nl:l; METODO ‘ D
_LINEALIDAD DEL METODO o a4
ANADEVA LINEALIDAD DEL METODO ' -4
" GRAFICA LINEALIDAD DEL METODO - ' 40
REPRODUCIBILIDAD DEL METODO a7

ANADEV A REPRODUCIBILIDAD DEL METODO 48

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA . 49 .



INTRODUCCION

El Contral Analitico a8 un asgecta fundasental dentro de
‘los elssentos gue intagran la €fabricecién da un wmedicasento,
nos persite dsterminar en un somento dado, si- el praducto
fabricado wats an condiciones ds salir al sarcado.

La Diyadohidraxiquinoleina asi coma cuslquier sedicamenta
dettie swr adsinistrado bajo una prescripcion cautelosa vy
responsable, por 1o qua es necesario contar con mbtodos de
anbhlisis confisbles, ya que es de vital importencia esadir la
cantidad del principia activo durante al proceso de elaboracién
‘de 1a forms farmaceutica, para santenar la centidad autorizada
por la Beacrataria da Galud, asl camo las sspecd Ficaciones del
labarstoria.’ ' »

Cualquier laboratorio que se aprecie de contar con un
contral. de calidad an sus productaos, debe tener técnicas
analitices agrapiadas y validadas, parsa asi ssntensr una
garantia en la calidad del graducta.' *©°* 7

Al  implasentar wn wbtodo analitico es necesario
validarla, un estoda validado y aceptado proparciona detas
repatitivos, en condicionss similares va que he sido somstido
a prushas de desafia, en las cuales Wu caosportssisnto es
susasents perecido al obtenido en condicianes narmalew. Bu
linealidad no debe sstar fusra de lo especificado v es la qua
nas parsite en un mosento dado establecer su .Gcctivhl_.d.‘ to.
1, 19, PO

La aplicacion de ls . aspectrofotoastri s UV groporcions
herramientes valiosss en 18 isplewsntecion del método
analitico, nas gperaite contar con alternatives para 1a
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determinacién de un compussto espacti fico, en identificacién y
cuantitividad, con reproducibilidad y ssactitud.' ¢ % 30

En Ménico lss enfersedades gprovocadas par parhdsitas
regressntan un probless de salud Eiblica, @S necesaria contar
con medicamentos spropiados para su tratamiento. La Diyodohi-
droniquinolet na [, ] aficaz para tratar 1a amibiasis
intestinal, por lo que es de gran impartancia contar con
mbtodos de andlisis confiablas qua garanticen 1la cantidad
especificada de principio activo. 149 18

E]l presents trabajo tiena la finalided de implementar y
valider el método anali tico para cuantificar la Diyodohidrani-
quinoleina en tabletas. . .
' Debido a las gpropiedades fisicoquimicas de la
Diyadohidraxiquinole na, fub posible  analizarla par
sapctrofatumetri a UV, deasostrandose que el mttodo de anklisis
implementada, es lineal, precisa, exacto, rq:roducihl.'.
espect fica, ripido y econdaico, por lo que pusde ser ml.idu
codt un mbtodo da anklisis de control da calidad.



" 1 FUNDAMENTACION DEL TEMA

Ls mstodologla analitica repartads pars ®l anklisis
:dmut.tivn de la Diyodohidroxiguinalei na tanto para -«itcrla
T priss coma para producta terminada ( tebletas de 4350 mg ),
cindican que wste principio activo sae cuantifice par =) mstodo
de combustion, o1 cual libera al Iodo que después oS
datersinado por titulaciéon con Tiasulfato de sodia 0.02 N. Este
. mbtodo analitica cusple los requisitos de vaelidacisn. ‘%’

' €1 mitodo anali tico que sa isplementars en este proyscto
ws una tecnica analitica alternativa en la cuantificacion de la
Diyodohidroxiguinolei na, para msejarar las condiciones del
analinis como son: reducir tiempa de andlisis, essjarar la
confiabilidad en la cusntificecidn del ectivo, dissinuir

cantidad de reactivow y costo de snélisis. ‘
‘ En 1a Tabla No. 1 se prasentan las ventajes y desventajes
de los mstodos analiticos pera Diyndohidraxiquinolei na.



METODO ANALITICO VENTAIAS DESVENTAJAS

Mavar cantidad de
raactivas: bisul-
fito de sodia, hi-
draxida de sodio,

Preciso, broma, yaduro de
Tieaga de patasia, acido
7 anklimie sulfirico, tia-
POR COMBUST IOM it hara 30 sulfato de sodio,
: ainutos almidsn.

Mayor manipulecisén
de la suastra.
Peligraso

Casta de snklisis
alevado

Mayar
gracinién,
Tiswmpa da
adlinie
Por sspesctrafo- "1 hars.
tomstri & ultra- Costo de Costa de reactivaon
vialeta . anklimis
naig.

flanas resc-
tivas.

TABLA No. L, Comparacién de Métodos Analt ticas para Divo-
dahidroniquinolat na.
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1i GENERALIDADES

1.1.3. DEFINICION DE LA ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION

- Cualquier Atoma o snlécula es capaz da absorber enarg a,
dependiendo de la estructurs de la sustancia. La snergia sa
pusde prﬁporctmar on farma de radiscién electromagnética. El
tipo y cantidad de ragiacién ahscrbida por uns solecula guards
relacion con la estructurs dm 1a miswma 1 la cantidad de
radiacion asbwarbida esth sujeta al nimaro de saléculas que
interaccionan con la radiacién, a esto se le canoce como
sspectroscopi a de absorcion.' ¢!

1.1.2. INPORTANCIA DE LA ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION
ULTRAVIOLETA ¥ VISIBLE

) La sspactrascont a de absorcién ewm indudablemente, wna de
‘las técnicas analiticas sis interssantes de las descubiertas
hasta la fucha. A pasar de laos nuevas avances en gquimica
‘sttali tica, probablements permanacerd camt un  instrumento
util, debido & mus varias y garuponderantus ventajss en 1la
salucion de muchos groblissas. Estes ventajas incluyens rapidez,
sencillez, empecificided y sensibilidad. ‘ ¢ ?
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1.1.3. FUNDAMENTACION DE LA ESPECTROFOTOMETRIA
ULTRAVIOLETA ¥ VISIBLE

La luz ultravioleta y visible progorcionan suficisnte
enargia para las transiciones electréonicas. Los aspectraos
visible y ultravioleta se conaocen comn espectros electrénicos.
El mis bajo estado de energia de uwuna molecula es el estado
fundamsantal . Las transicionas slectréonicas elevan la enargia
sclecular desde w1 carrespondiente estado fundamental haste una
da los variaos estadaos electronicas << excitadas >>. Cada
transicion electrénica va asaciada con msuchas transiciones de
vibracison, por lo que el espectro electronico esta formada por
bandas de absorcion relativassnte anchas, o envolturas , que
enmascaran la fina sstructura de las transiciones individuales.
¢t &)

Una moléculs que ha alcanzada un nivel de energia
superior por haber absarbido radiacion vualve rapidamente al
astado fundasental, en este procesa s& ha de parder snergl a.
La ruta usual es wsediante colisiones que transfarman la
anergl & intarna en aenergis térmica, .la cual se disipa. La
malécula excitada puede experisentar fragmentacison (disociacion
an radicalas no cargados a ionizacién ), O participar en una
reaccion qumica ( reaccison fotaqui mica ). Las moléculas en las
que s impide wl retarno del ¢s-tadn excitada al fundamantal
por @1 hatitual mecanismd de disipaCiéon térmica, pueden perder
energi a, la cual emiten como radiacion. ‘¢’

El anklisis @spectrascdépico cuantitativo as basa en la
relacién entre la cantidad de luz absorbida y la cantidad de
sustancia absorbante, esta relacién es la Ley da Bamr, la cual
1a pademas represantar par las siguientes scuaciones:



log ~2-= abc (1
A = abc (2

dande 1a ws la intensidad de luz incidente, I as la intensidad
de la luz despuls de pasar a travws del espesor b de solucidn,
a ws la absortividad vy ¢ la concentracién del soluto
atbsarbente.

lLas cantidadas aespectraoscépicas qua se aiden son la
Transmitancia ( T ) donde T = 1 / Ia, y la Absorbancia ( A ),
donde A = log ( 1/T ). La Lay da DBeer s expresa mhs
frecuentesente par la ecuacion 2, que sstabhlece aque la
absarbancia A , de una salucién as directasente proparcional a
la concentracién ¢, del soluto absorbente. ( A menudo se
asocian los nomtres de Bouguer y Lambert con la dependencia de
la abworbancia sobre el paso da la luz, b, a travws de la
solucién, v entonces a la ecuacién 2 sa le llama la ecuacion de
Becr - Lasbert ) ' ¢ '*°

La .ﬂlﬂrtividld a &8 una constante de proparcionalidad
que us independiente de la concentracién, paso da la luz e
intensidad de la radiacion incidente. La absortividad d-bendu
de la tesperatura, disalvente, estructura malecular y longitud
de onda de la radiacién. Las unidades de a se determinan a
partir de las da b vy ¢ . Cuando & asti en centimetras y c en
gramos por litro la absortividad se axpresa en litras por
graso-centimetra. Si ¢ aes una concentracién malar  la
absartividad recibe el nombre de absortividad molar, =se
reprasanta par &£y Y sus unidades son litras par
mal-cantimetro. Cusndo se expresa en porcantaje pasa/valumen (
Q/ 100 ml ), la atsortividad se escribe A :’,.. .

Las intervalos de longitud de onda que tisnen interés en
sspectrascont a se definen en la siguiente tableas



REGIOMES INTERVALO DE
LONGITUD DE ONDA

Ultraviaoleta lejana 100 - 200 nm
Ultraviaolsta 200 - 400 nm
Visible 400 - 730 nm
Infrarraojo carcano 0,75 - 4 pym l
Infrarrajo 4 - 25 um

TABLA No. 2. Regiones de la Espectroscopa ' '’

1.3.4. APLICACIONES DE LA ESPECTROFOTOMETRIA
ULTRAVIOLETA - VISIBLE

a. Espectros de Absarcion

b. Aulisis de un Unico Componante

c. Daterminacion de Constantes de Equilibrio

.d. Datarminacionss &n las ﬁm-tmtns de Vaelacidad

a. Espectros de Absarcion

Se detmrmina un espectro de absorcion midienda la
absarbancia o transmitancia de una solucidén como. funcisn de la
longitud de onda a frecusncia de la .luz. Los espectras visible
y ultraviolats se presentan trazando la abscrhancia an el ;e
de las ardenadas, con respecta a la longitud da aonda ( e e de
las abcisas ). Las longitudes de onda que corresgonden al
mixima ¥y al minimo en la grafica ahsarbancia - langitud de anda
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b. Andlinis de un Unico Componante

§i de una serie e soluciones de la misems sustancis se
mide la shsorbancia e cada una de ellas a la aniwma langitd de
anda, tesgeratura y condiciones de diselucion, y se repressntas
la abnartancis de cada salucién an funcion de su cancentraciéon,
obtendrasos par 10 general una linea recta que paws por wl
arigen de acuerda con la Ley de Baer.

La longitud de onda sslaccionada para la detarminacisn de
la absgrtividad a5 usualmente A ..., por das razones:

(1) la senwibilidad mkxima se alcanza trabajanda en el
shximag de la banda, pusstao que una concentracién dada produce
la wetial min fusrte a wsta longitud de ondag )

(2) la variacitén de 1a absorbancia para psgudios cambios
de la longitud da onda debw ser minimsd sn @l mixiso de la banda
{ & manus que la banda sea en witremo pranuncisdae )3

Detwrminada va la ahsortividad de 1a sustancia ( & una
langitud de onda Fijs ) we procede fecilesnte el enklisis de
.muastras de concentracidén desconocida de esta misma sustancia.
Se prepara una salucién da ta sustancia en el mismo disalvente
utilizado para las msusstras conocides, la concentracién
estimada para Ia salucién debw estar dentro del intervala qua
limitan las concentraciones extrsmas, usadas sn wl estudic de
l1a iey de Baer. Sa wmide Ja ahsorbancia de Ia wmuestra
desconocida a 1a longitud de onda analli tica, luego se calcula
Ia concentracién desconacida a partir de la grafica de la Laey
de Pamr, o tashién, sS& lea dirsctamente la cancantracion
dasconacida a partir de la grafica de la Ley de Bamr. Otrao
mbtodo es medir concamitantemente la solucisen de la suestra y
una salucion preagarads can un patron de referancia. E1 patrén
os &l miseo compuento que la suestra,  pura cuya nur-i- [ 1]
canace. Por lo tanto la concentracién de la mueatrs probilems 1a



Podenas determinar con la siguiente scuacion:
) A
G = C -
A

donds C. @&s la concentracién de la suestra problema, C, la

_cmcmtrn«:ion del patron de referncia vy A., A las absarbancias
de la muestra y del patrén respectivamente. ' ¢ '

c. Ablisis de Multicosponentas

8i se tisne una mezcla de dos sustancias, primero se
- determinan los espectros de absorcion de los dos cosponentes
puros, los cuales se& comparan convirtiendo laos valares de
absmarbancia a un data comin, coma dau:rtivndades malares, y
pruc.di.m‘ln a superponer laos espectras. Se ulcccwnan dos
longitudes de onda analiticas de tal forma que seas mixima la
diferencis sntre la absorcién de los compusstas a estas
longitudes de onda, siendo la absartividad del compuesta A
saydr qua para el B a una longitud de onda y menar que la atra.

La proxima ntapa en e] anhlisis consiste en tratar las
r-prulntacmnln de la Ley de Baer, utilizando solucionus de
las sustancias puras para cada compussto a cada longitud de
onda. Asi se chtienen cuatro graficas da la Ley de Beer, a
partir de las cualas sa calculan cuatro absortividades. Ahara
se puade analizar cuslquier soluciéon que contenga las
campuastas A y pt* e



d, Duterminecion de Constantes de Equilibrio

La daterminscion d: una canstante de equilibria requiere
#l chlculo de las concentraciones de equilibria de los
resctivos por anslisis dirscto o por andlisis comhinadao, con el
canacimignta de la estequiosstris de 1a reacciéon. 8Si los
- aspectros de ahsarcion de las especiss que mt'-rvunln on la
reaccidn, soh lo suficintemente distintas, raesuita posible
daterminar de wodo espectrafotomstrico la conwtante de
equilibria. Coma an todos los mbtadas de anklisis
aspectrafotometricao cuantitativo, aata técnica s . una
aplicecion de la Ley de Beer.' * **°

a. Determinaci4n de las Constantes de Valocidad

E-n-ral.nntc es impartente medir la velocidad de una
reaccidn, par sjespla, cuando se evalua la esstabilidad de wn
principio activo wn un medicamenta. Si la asoclécula r-qctiva
tiene un eapactro de sbsarcion difersnte del de su producta,
entances ocurriréd vy camhia sspactral cuando se praduzca la
reaccién, y la espectrafotametria es un métada de aklisis
.ﬁrqpiadn para ul estuwdic de la velocidad de tal reaccisn.’ *
TR

1.3.5. APARATOS; DE MEDICION DE LOS ESPECTROS DE ABSORCION

ULTRAVIOLETA - VISIBLE

Los ewpgectrofottmatros son los instrusentos utilizados en
Ja madida de un espectro. Si la intensidad de luz se mide can
una celda  fotowléctrica al instrumento [ ] un



espectrofotometro. * ' -

Todos los espectrofotomratros se componen de los elonient.os
representados on ia siguiente figura:

FUEBNTS seEulCTON CONTROL
oa of LA
[T 3 PRECURNT 14 INTENS 10D

HERIooN
-] { egrecron PORT AUES TR A
[LLRE S ANI-X-1 ]

12

FIGURA No. 1. Repressntacién esquematica de wun espectrofotome- .

tro,

A) FUENTE DE LUZ., Una lampara de tungstenc corriente es
una buena fuente de radiacién para la reglén visible, En la
region UV la fuente de energia usual os una lampara de descarga
de hidrogeno, que emite radiacion de intenwidad casl constante
on todo el intervalo del ultraviocleta.

8) SELECTOR DE FRECUENCIAS. La determinacion de un
espectro de absorcion requiere la medida de la absorbancia o de
ia transmitancia como funcién de la longitud de onda. Es
necesario, contar con la copcitn de escoger a voluntad la
fongitud de onda ¢ o la frecuencia > de la radiacion

Por lo general, el slemento digspersante ( la unidad que
separsa la luz en sus longitudes de onda componentes ) esn un
espectrofotdmetro e una rejilla de dif racclon. Para la luz
visible, el vidrio es un buen material para la rejilla, pero
este material no resuita apropiade para ia luz ultraviolét.a. vya
que Ia absorbe y por ello sme dispersza con una rejilla de
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wllice.

La rajilla descompone la luz sn sus longitudes de onda
componentes, o0 sejor, en bendas mstrechas qua contianen suy
pocas longitudes de onda. Heciendo girar la rejilla se enfocen
‘diferentas bandas sohre unas rendija que admite la luz hasta la
préonise etaps del  instrumsnto. Obviamente, 1a luz no es
sonacrombtics ( de una sola langitud de onda ) pero wn buen
espactrafctometro admite muy poca radiacién, distinta de 1la
longitud de onda que se desea. La rejilla, con las elesentos
Spticos ssocisdos, se le conoce camo eonocromsador,

C. CONTROL DE LA INTENSIDAD. No hasta sblo hacar pasar la
luz da longitud de onda seleccionada a traves de la suestra de
la cusl detie pasar la wmsuficiente luz para aohtensr una
raspussta madible del detactaor. La cantidad de luz
requerida dependers de su longitud de 'qnda { pumsto que la
respuesta del detector varia con la longitud de onda ) y da la
naturaleza de la suestra. Debido a qua antas son variahles en
la mayaria de las espectrofotématros hay uno o sis macanismas
de rendijas, accionadas sanual o sutomhticasenta, cuya anchura
se varia, controlando ast 1a intensidad de luz que alcanza la
ausstra.

D. PORTAMUESTRA. Taodas los sstudias espectrales en las
rugicnes ¥ y Visible se efactasn en soluciones dilui das. Las
celdas que contienen la musstra son transparentes a la luz, poar
1a que s& saplean celdas de vidrio en la region visible vy
cemldas da silice =h el ultravicleta. Las celdas de vidrio son
.ptai para medidas por encima de laos 325 nm, aproximadamentaj
par detajo de esta longitud de onda e} vidrio tiene demasiada
sbsgrecion, . .

€. DETECTOR. El 0jo humano @8 un detector muy sensible,
paro nao adecuado pera medidas cusntitativas. En las
sspectrofotémetraon de visible y ultraviolata se emplean
dispositivos electrénicos sensibilizadares, que se conocen camo
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$atotubas y tubas fatamultiplicsdores, para datectar ia
intensidad de luz transmitida paor la muwstra, Los fototuhos
" contienan una superficie tratads que smite electronas al chocar
contra ella ( fotones ). Estos electranes se recagen sobre una
placa positiva y praducen una corriente de placa que es
~ proparcional a la intensidad de la radiacién incidente. Si en
vez de cancentrar los slactrones se¢ les acelara par medio de
alavado patencial electrico y se hacen incidir wsobre una
segunda superficie fatoactiva, sa praducira una ewmision
miltiple de eslectrones.

F. MEDIDOR O REGISTRADOR. La safal del detactar se
alimsnta con un circuito potenciometrica, que se gradis para
abtanar un datoc a lectura de transmitancia o absarbancia, paor
1o qua se calibra adecuadamenta el instrumenta en estas
unidades en lugar de la sshal electrice primaria. Algunos
instrusentaos estian provistas de un disco indicadar dirscto de
sbsarbancia. Los espectrofotémetros registradares trazen un
ragistro de la asbsorbancia o la trasmitancia sobre papel
cuadriculado; en mstos instrusentas se ragistra automhticamente
al sspectro de absarciéon cospleta, y e} propio istruomento <<
explara >> al intervalo da laongitud de anda y dibuja la curva

ablPrbancia - longitud de onda.' ¢’



2. EL GRUPO 8 - HIDCROXIQUINOLEINAS HALOGENADAS

Diversas 8- hidroxiquinoleinas halogenadas son eficaces
para tratar la amibisais intestinal,

Solo actuan sobre amibag que 3Ze¢ encushtran en el tubo
gastrointestinal, y 1) utilizan on ol tratamiento de
infecciones levez o asintomaticas. No se conoce su mecanismo de

acclén.
o oH ™ . o .
1 ‘ " I " 1 "
) - L
' = Z 2
, DICLORMHIDRO-
W10, QUINIOFON CLIOQUINOL XIQUINLF IRA
_ : 0a3-0 <l a

" FIGURA No. 2. Estructuras quimicas de ias 8- hidroxiqui-

noleinas halogenadas., utilizadas en el tratamiento de amibiasis

intestinal' * * ¥’



16

2.1, NONOGRAFIA DE LA DIYODOHXDROXIQUINOLEINA

NOMBRE OUIHJCO; Y, 7- Diiodo~ 8- hidroxiquincleina
FORMULA CONDENSADA: C, Hy I, N O
FORMULA DESARROLLADA: OH
N
I <
'MASA MOLECULAR: 390, 08 i

CARACTERISTICAS FISICOQUI MICAS: Sustancia sintética
derivada de la quinoleina, se presenta como polvo amarillento
insoluble en agua y poco soluble en alcohol, éter y acetona.
Soluble en piridina caliente y en dioxano caliente.

PUNTO DE FUSION: 200 °C a 215 °C Ccon descomposicién )

2.2. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

La Diyodohidroxiquinoleina es efectiva en la amibiasis
intestinal y especialmente itil an el Ltratamientc de portadores
asintomhticos de quistes. Se ha reportado que tiens algun valor
terapéutico en infecciones intestinales debidas a2 Diantamoeba
fragilis !, on casos de lambliasis resistente a la quinacrina y

on disenteria balantidiana. También es Gtil en el tratamiento
de diversos desordenes dermatolégicos, como la dermatitis
seborréica y micosis. LA
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Esta contraindicada en pacientes con dafio hepitico, en
presencia de neuropatia ¢ptica y en casoxs de intolerancia al
iodo. El uso de la Diyodohidroxiquinoleina contra la diarrea
crénica en nifos ha producidb atrofia Optica y perdida total de
1a vista., '+ % i »

Reacciones Adversas: Escalofrio, fiebre, dermatitis leve
© Severa, irritaciéon y prurito anal, malestar abdominal
transitorio, diarrea y cefalea. €80

Dosis: Adultos O30 mg tres veces al dia durante 20 dias,
nifflos 30 a 40 mg/kg diarios divididos en tres tomas durante 20
dias, la domis méxima por dia es de 2000 mg. * ° '

' El tratamiento inicial no debe repetirse antes de un
periodo de reposoc de 2 a 3 semanas.

Via de Administracien: oral. '®’

* Amiba binucleada que mide 7-12 um de dismetro
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"3, VALIDACIOH DE METODOS ANALITICOS

3.4, DEFINICION

: La validacién de un método analitico es el procedimiento
mediante ®l cual se documentan prusbas ds un método anslitico
con los parhmelros que se le exigieron, es decir, determinar la
confiabilidad del método mediante una metodologia de datos
analiticos utiles, ' "9 34 19

Una - variedad de procodi'mom.os han sido oempl eados para
validar un métlodo, esto ocasiona una confusién e informacién
ho\.eroqdnoa on lt_n witodos de validaciéon, debido a esth
situacisn s® hace necefarico  establecer dos parasetros
principaimente; primero establecer ¢l minimo de repsticiocnes,
con las cuales sea suficiente para la validacién del método;
segundo, establecer los criterios o guiaz a usarse para la
validacién del método analitico. ' *®°

3. 2. CRITERIOS DE VALIDACION DE KETODOS ANALITICOS

) Cuando se implementan o desarrollan nuevos métodos
.analiticos, o8 necesario ¢l conocimiento de la confiabilidad de.
los resultados obtenidos, estoc nos lleva a la validacién
estadistica de los siguientes - criterios o parémetros de
validacidn:
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-~ Espacificidad
Linealidad y Precision del sistema
~ Precision y Exactitud del smétodo
- Linealidad del método

Estabilidad de la muestra
Sensibilidad

ESPECIFICIDAD

Exste paramelro nos reporta ¢l grado en que los resultados
obtenidos por el método, estan en funcién solo por la sustancia
que se esth determinando y no a otras sustancia que pudieran
ostar presentes en la forms farmacéutica anhalizada, como Son
los excipientes o productos de degradacion del principio

activo ¢ 7, 20, 88 )

EXACTITUD

Se entiende por exhctitud a la concordancia’ entre un
valor determinado experimentalmente y un valor de referencia
aceptado. ]

Para la determinacion de este parameiro se realiza un
anblisis de porcienlo de recobro de formulacicnes con placebos
cargados al 100 % de la cantidad que se estipula en el marbete,
@l criterio que se ttiliza es el estadigrafo de contraste
t-student para la comparacidn de medias. ¢ 10, te. 450

LINEALIDAD

Este pardmetro expresa el grado en Que la respuesta del
método se aproxima a una funcién lineal del Lipo y = a ¢ mx,
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donde a = 0 y m = 1, cuando se trabaja con diferentes
concentraciones. Esto significa que se obtiene una Llinea
alrededor de la cual se agrupan los puntos del diagrama de
dispersién de las variables sometidas a estudic, se grafican
las cantidades acdicionadas contra las cantidades recuperadas, y
s® realiza una prueba de t-student, tanto para el intercepto
como pars la pendiente, obteniéndose también el grado de
asociacion entre las dos variables ¢ coeficiente de correlacién
lineal " R " 23, por otro lado se realiza el anslisis de
VArianza para la falta de ajuste, para determinar si el modelo
de regresién lineal es el adecuado para el tratamiento de lcs
datos. { 10, 14, 18 )

PRECISION

Se refiere a una medida de la concordancia de un conjunto
de valores experimentales con respecto a un valor central,
expresado en Lérminos de repetibilidad y reproduciblilidad.

a J Repetibilidad: Para éste caso se realiza la
estimacion de la desviacion estandar de los datos
experimentales, mediante la prueba de Ji- cuadrada ¢ z:; Y
E 1) -vglul la significancia de la variabilidad.

b) Reproducibilidad: En ¢ste disefic se contemplan
diferentes analistas asi como diferentes dias. y para conocer

su variabllidad se utiliza el anilisis de v_ar.tanz. Para dos

' factores aleatorics, el diseMo consiste en desglozar las
diferentes fuentes que contribuyen a la variabilidad del
' fendmeno probando la significacion de cada fusnte contra el
orvor experimental, cuyo criteric de pruebs es el cociente de
estadigrafo F de dos varianzas. ' 49 % ®
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SENSIBILIDAD

La sensibilidad de un método analitico la definimos como
. la capacidad que tiene el metodo para cuantificar la sustancia

que s® desea analizar C @j: miligramos, microgramos, etc
L 10, 14, 19 )

EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

Son  las condiciones en las cualezs la muestra mantiene
constante su propiedad medible en un lapso de tiempo. C e

Congiste en :

‘= Almacenar las wmuestras analizadas a temperatura
ambiente o en condiciones normales de trabajo, por el tiempo
acostumbrado o por algunas horas.

~ Después de Lranscurrido este tiempo rqannuzar las
muestras bajo las mismas condiciones de operacién.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

. En la Industria Farmacéutica existe gran interés en
desarrollar e implementar nuevos métodos analiticos debido al
incremento de nuevos productos y validar los métodos
ot stentes, ya que los medicamentos requieren de métodos de
anhlisis 'apropl-dcs.' 14, 19, 30 )

Debido a que sclo contamos con el n-ﬂ.odo por combustion
para cuantificar la Diyodohidroxiquincleina es necesario contar
con un método alternante que nos ayude a analizar tanto como
producte intermedio C granulade J y producto Lerminade ¢
tabletas > a este principic activo, ademss de tratar de
mejorar lag condiciones del  andlisis come son : reducir
cantidad de reactivos, Liempo y costoc de andlisis.

La Diyodohidrexiquinoleina tiene baja solubilidad en los
solventes comunes porr lo que eS hecesSario encontrar aquellos
. que favorezcan L 1) disolucion y cuantificarlo por
espectrofoltometria W. Las caracteristicas moleculares de la
Diyodohidroxiquinoleina hacen que presente absorcitn en 1la
regién ultravioleta por la presencia de los electrones n en su
molécula, los cuales con la energia que proporciona la luz
ultravioleta pasan de un estado fundamental a un estado
excitado. La espectrofotometria WV por ser un mélodo rapido,
sencillo, especifico y sensible puede aplicarse al andlisis de
la Diyodohidroxiquinoleina, por lo que una parte integral del
desarrollo o implementacién de este método analitico es la
verificacion o validacién del mismo, es decir el método debe



23

probarse para determinar su confiabilidad. En el presente
trabajo se reslizars una evaluacion de la precision, linﬁahd_&d

Y sxhciitud para proporcichar una medida dei comportamiento del
‘metode anal § tico, | 4091
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5. OBJETIVOS

'A. GENERALES 3

e Iapl-n_entar un métcdo analitico por sspectrofotometiria

w Wl ‘la cuantiricacion de la Diyodohidroxiquinoleina en
tabletas ‘

b. Validar el método analitico para la cuantificacion de
la Diyodohidroxiquinoleina presente en tabletas

8. ESPECIFICOS @

s. Reducir tiempo do'.mucts

b. Mejorar la confiabilidad del melodo

c. Disminuir costo de andlisis

d., Rilizar este método como alternativo para el antlisl;

de rutina de la Diyodohidroxiquinoleina en producto intermedio
y producto tLerminado
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6. HIPOTESIS DE TRABAJO

A La disolucién de la Diyodohidroxiquincleina es
favorecida por la scidez del medio disolvente p-riu-xcndo a
nuestro método analitico cumplir com ‘los criterios de
validacion

8. La luz ultravicleta proporciona suficiente energia
para las - transiciones electrénicas de la -nlqéula de
Diyodohidroxiquinoleina por lo que la cantidad de luz absorbida
C & una frecuencia dada ) esta relacionada con el numerc de
molécul as que absorben la radiacién

C. El método analitico por espectrofotometria W

satisface los requisitos para las aplicaciones analiticas
deseadas ’
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7. MATERIALES

7.1. REACTIVOS

-»l‘btlnol absoluto Grado Analitico ¢ G.A D ¢ J.T. Baker )

- Etanol al @8 % Grado Reactivo ¢ G.R ) CAlcoholera
Portales >

~ Acido clorhidrico concentrado (G.R ) ¢ J. T. Baker )

T.2. MATERIAL

- Matraz volumétrico 200 mt C Pyrex )
- Matraz volumétrico 100 mt € Pyrex )
~ Matraz volumétrico B0 al C Pyrex )

- Pipetas voluméiricas 10 ml C Pyrex )
- Pipetas volumbtiricas 5 m! C Pyrex )
- Embudos de talle corto

- Vasos de precipitadoes 100 y 200 ml

= Papel Whatman # 2

Caldas de vlc_trto de 1 cm ¢ Beckman 2
- Barras magnéticas

Agitadores eléctiricos ¢ TekPro Mod. SG2%52-1 O
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7.3 EQUIPO

- Espectrofotésetiro Beckman Modelo 2% »
= Campana de extraccion
Graficador Beckman Hodelo 29

Balanzs analitica Sartorius MNodelo T-100 ¢ capacidad
100 ¢ 2 ’
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8. PARTE EXPERIMENTAL

: .La implemsntacion y validacion del método analitico se
realizd siguiendo el diagrama de flujo que se muestira en la
siguiente figura : ’

FIGARA No.3. Diagrama de flujo del proyectc
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9.1, IMPLEMENTACION DEL MEYODO ANALITICO

. Para la implementacion del método se procedid & encontrar
las condiciones adecuadas bajo las cuales exista una disolucidn
coﬂil.tl de la Dl yodohidroxiquinoleina; los parametros
matwjados para esta disolucién son @ -

a > Cantidad en gramos de principio active
b ) Calidad de reactivos a utilizar

c D Tiempo de agitacidn de la muesira

d ) Longitud de onda € 384 nm )

e J Diluciones de la musstra

f ) Condiciones del medio de disolucién

8.2, EVALUACION DEL SISTEMA
A. PRECISION

Se realizardn 6 anAlisis a una sola concentracién €100%
‘La metodologia a seguir fué la siguiente :
~ Pesar exicltamsnte 50 mg de prlnci.pio activo y colocarlos
‘®h UR matraz volumétrico de 100 ml. adicionar 60 ml de Solucién
A C Ver Apendice I D y agitar mecénicamente durante 30 minutos.
Diluir hasta el volumen con Solucidn A y mezclar. Tomar una
alicuyota de 10 ml y llevarlos a un matraz volumétrico de 30 ml
diluyendo al volumen con Solucién B ¢ Ver Apendice I >, La
concentracién final es de 100 ug/mi.
Preparar un estandar de la misma concentracién que la
muestra utilizando lox mismas soluciones como en la muestra
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préblo-. . . .

Leer la muestra y el estindar en celdas de 1 e¢m a una
longitud de onda de 3é nm en la regién W utilizando la
Solucion B como blanco.

CRITERIO DE ACEPTACION :

Desviacion estandar relativa : DER S 1.8 %

Coeficiente de Yariactiéon : CV' £ 3%

]
Estadi grafo de Contraste : X cale z: fab ( & = O.08 )

B. LINEALIDAD DEL SISTEMA

Se realizaron S niveles C 80, ©0, 100, 110 y 120 % D> con
" remspecto a la concentracién central, cada nivel por triplicade.
' La metodologia & seguir fuéd la siguiente :

Pesar 100 mg de principio activo y colocarlos sn un
matraz volumétrico de 200 mi. Adicionar 100 ml de Solucién A y
agitar secanicamente durante 30 minutos. Llevar al volumén con
la Sotucion A y mezclar. Tomar alicuotas de 8, 10, 15, 20 y 29
mit llevando cada una a matraz volumétricos de 100 ml y
diluyendo al volumen con ia Solucidén B.

Preparar un estand cuya tracion final sea de 100
ug-/al, empleando las mizsmas solucicnes para cada dilucién como
en las musstras problema. o

~ Leer las muestras y el estindar a una longitud de onda de
384 nm on la regidn W ulilizando la Solucidn B como blanco.

CRITERIO DE ACEPTACION :

Desviacion Estandar Relativa : DER S 0.7 %

Coeficiente de Correlacién Lineal R': R = 0.90

Pondiente m : m =1

Ordenada al origen a : a = 0




Coejficiente de Vur_iccion : (:V'l £ 3%
9.3. EVALUACION DEL METODO ANALITICO
A. EXACTITUD DEL METODO

_Se realizaron 10 anslisis a una concentracion C100 ug/mild
La metodologia fué la siguiente :

Pasar exkctamente B0 mg de principio activo ¥y 15. 4 mg de
placebo ¢ excipientes ), transferirlos a un matraz volumstrico
de 100 ml, adicionar 80 ml de Solucidn 4 y agitar mecinicamente
durante 30 minutos, diluir hasta el volumén con Solucidn A y
mezclar. Filtrar socbre papel Whatman # 2 desechando los
primeros 10 ml del filtrado. Tomar una alicuota de 10 al y
llevarlos a un volumén de 30 al diluyendo con Soluciéon B. La
concentracidn es de 100 ug/mi. Preparar un estindar con una
concentracidon igual a la d& la muestra utilizando las mismas
soluciones.

Lesr la musstira y ol extandar a una longitud de onda de
384 vvn on la regidn LV empleando la Solucién B como blanco.

CRITERIO DE ACEPTACICN :

- Estadigrafo- de Contraste (- student

toae I ttab (@ = 0.08 )



B. LINEALIDAD DEL METODO

Se realizaron 3 niveles : 680, 90, 100. 110 y 120 % con
respecto a la concentracion central. Cada nivel se analizara
por triplicado. La metodologia fue la siguiente :

Pesar las siguientes cantidades de principlo activo y placebo:
Nivel 80 X ! 40 mg de principlo activo + 254 my de placebo
Nivel 90 X : 45 mg de principio active + 20,4 mg de placebo
Nivel 110 X : 55 mg de principic activo + 104 mg de placebo
Nivel 120 X : 60 mg de principio activo + 5.4 mg de placebo

’ Transferir cada muestra a un matraz volumétrico de 100 mt

1
2
Nive=l 3 100 X : 30 mg de principlo active + 154 mg de placebo
<4
5

y adiclonarr 60 ml de Solucion A agitando mecanicamente durante
30 minutos. diluir hasta el volumén con 1a misma solucion vy
mezclar. Filtrar sobre papel Vhatman # 2 desechando los
primeros 10 m! del flltrado, tomar una alicuota de. 10 ml y
llevarlos a un volumen de 30 ml diluyendo con la Solucién B,
Preparar un estandar con una concentracion de 100 uge/ml
empleando las mismas soluciones como en la preparacién de la
muestra.

. Laer las muestras y el ostandar a una longitud de onda de
384 nm en la region UV empleando la Solucion B comeo blanco.
CRITERIO DE ACEPTACION : '
Oordenada al Origen a : a s 0

Pendiente m : m =« |

Coeficiente de Corrvelactén lineal R : R = 099

Estadigrafo de contraste ¢ -student para la ordenade al
origen a : ¢t o ¢

Calc Tak © 4 = O.0O%
Estadigrafo de contraste t -sStudent para la pendiente in :
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Cale m Tek ( O = 0.09 )

C. REPRODUCIBILIDAD

Se realizarén 3 andlisis en dias diferentes y con 2
- diferentes analistas. ‘ '

Pesar B0 mg de principio activo y 158.4 mg de placebo.
transferirlos a un matraz volumétrico de 100 ml, adicionar 80
Al de Solucién A y agitar mecénicamsnte durante 30 minutos.
diluir hasta el volumén con la misma smolucién y mexzclar.
Filirar sobre papel WVhatman # 2 desechando los primeros 10 ml '
del filirado. Tomar una alicuota de 10 ml y llevarlos a un
volumén de B0 ml diluyendo con 1a Solucién 8. La concentracién
es deo 100 ug/ml. Preparar un estindar con una concentracién.
igual a la de la muestira utilizando las mismas soluciones..

Leer las muestras ¥y @] estandar & una longitud de onda de
384 nm en la regién W utilizando la Solucién B como blanco,

CRITERIO DE ACEPTACION :

Regla de decision a través del Estadigrafo de Conl.raﬂ.o
con dos factores aleatorios :

rcaeamuuva‘s ruﬂ-ca-ou»
rcacmﬂ,s ruuu«a-o.o-»
£ F

Mca‘ﬂ Tables ¢ = 0.08 )
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D BSPECIFICIDAD

Pnat mussiras de placebo ¢ solo -xcxpSQnLos >, placebo
con prlnelp&o activo, de Lal manera que el peso total para cada
-'mv.ra soa de 85. 4 mg. Realizar para cada muestra el siguiente
procedimiento : '

Transferir 1s muestra & un matraz volumétrico de 100 ml,
adicionar 00 mli de Solwucién A y agitar sechnicamente durante 30
minutos, dilur hasta el volumén con la misma smolucién y
mezclar., Fillrar sobre papel Whatman # 2 desechando los
primeras 10 ml del! filtrado. Tomer una alicucta de 10 ml y
llevarios & un volumen de %90 ml diluyendo con 1la Solucién B.
Preparar un estAndar con una concentracién de 100 ugs/ml
ewpleando las mimmas soluciones como en la preparacién de la
sJestra. ' .

Leer las wmuestras y el esténdar a una longitud de onda de
384 nh en la regitn W ewpleando la Solucidn P como blanco.

Realizar para cada muestra un barrido desde una longitud
de onda de aproximadamente 400 nm hasta 300 nm.

CRITERIO DE ACEPTACION :

& ) Placebo : No debe dar respussta .

b )'vPlacoba_ cargado ¢ exciplientes + principio active > : .
Debe dar respussta {gual a la del Patrén de Referencia

€ ) Principio Activo : Debe dar respuesta a la longitud
de onda donde se encusntra el maximo de absorcién del Patrén de
Referencia.
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E. ESTABILIDAD DE LA WUESTRA

‘Se realizaran 2 analisis a una cm;‘htraczbn de 100 '
ug-ml, almacenando las muestiras y reanalizindolas a diferentes
horas. El procedimiento de anilisis e el mismo como para la
- exhctitud del método, Después de leer las muestras,
almacenarlas y reanalizarlas a diferentes horas.

CRITERIO DE ACEPTACION :

_Estldxgrafo de Contraste t~ de Dunnst ¢ "D 2 :

‘ch ts tp"“.. (wm, Qs ©0.08 )
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9. RESULTADOS

9.1, ESPECIFICIDAD

S o o 3 [ 3

I pmou DE REFEREIEIA
—t—

2. HACEIO

I s g

=5, e,

O B » ® ¥ 0 UV O >

5 '““-: ; ’i"-:":}'

LOMNGITUD DE ONDAGIRR

'F1GURA Ns. 4. Espectro de absorcién de la Diyodohidroxi-
quinolefina.



9.2 PRECISION DEL SISTEMA ¢ REPETIRILIDAD >

Canudad Adicionada Cantidad Recuperada % de Recobro

< mg>d C mg >
s0 49, 4080 9. 010
30 49. 7218 90, 443
50 9. 0118 99, 223
0 49, 7080 ©9. 990
%0 91.0340 102, o8
=0 80, 2049 © 100,580

- B0 B0, 2208 100. 841
=0 49. 7038 . . 9%, 607
80 45, oo w0111
20 0. 1100 100. 220

PARAMETROS ESTADISTICGS

DoweaNTALS TaoReccs
" n =10

x = 90.8Q

e = 0.91%0 ‘ . 1.4

s = 0.0843 )

z_" = 3.721 x*coo2sr0= 2.7
z" € 0.978 3,0 = 19.02

Cv_ = 0.Q0% s %

0.6634 < e < t.,7800Q

TABLA Ne. 3. Precisién del Sistema



9.3 LINEALIPAD DEL SISTEMA

Cantidad Adicionada Cantidad Recuperads X de Recobro

Cmg > Cmg )
29 24.984 09.085
= 24.991 99964
F 34.964 09.985
50 49,054 99.708
80 50.000 100.00
50 <9701 o9862
7 74.964 o0.om32
. 74.907 ©9.076
7 73942 08089
100 29.905 98.906
100 99.607 $0.607
100 90082 99.082
12 124.961 99.508
128 123.432 98747

tas : ' 124.901 20508
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PARAMETROS ESTAD!STICOS

DEN/ENTALES : TEOMOOS
 n=1s
ordenada al origen a = 0.2%977 =0
pondiente m = 0. 0043 =g
cao[tci-.nlo de .
correlacién lineal R = 0, 00Q = 0.99
coeficiente de variaciédn i
CV- = 0. 480 S 3%
¢ ordensds ol erigen " 1.002 L o.om8 1an” 2.16804
L pondisnie 1 = - 0.180 » - Y o.om T 2.18

INTERVALO DR CONFIANZA PARA LA ORDENADA AL QMOEN
-0.2mB < a < O0.708

INTERVALD CE CONFIANZA PARA LA PENDENTE
0.903 « a < 1.0000

"TABLA Ne.4. Linealidad del Sistema
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® := 0,25 ..125

y s 0.9943'x + 0.2618
® .

125 ' —

] R x 125

Cantidad adicionada (x)
Cantidad recuperads (y )
X

Grafica No. 1 Linealidad del Sistems



9. 4. EXACTITUD DEL METODO

42

Cantidad Adicionada Cantidad Recuperada % de Recobro

Cmg D < mng >
30 49.733 90, 400
30 49.733 0. 408
30 80,1602 100, 384
90 49. 907 00. 303
L] 40. 29 08, 477
50 49. 4190 9. 831
30 B80. 448 100, 883
%0 950. 468 100, 903
80 40. 829 00, ont
30 950. 9502 101.008

PARANETROS ESTADISTICOS
DICRVMENTALES THONQOS

neid

x « 99.940
= 0. 082

s = 0.008

cc.“--o.!um L‘._m.‘- 2.202

' ‘ o.019 19" -2.262
CV. = 0.000 €3 %
NTIRVALOD DE OONFIANTA
99.20¢ < ©0.840 < 100. 408

TABLA Ne.8, Exéctitud del Método
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9.3 LINEALIDAD DEL METODO

Cantidad Adicionada Cantidad Recuperada % de Recobro

C mg D> : C mg >
40 40. 342 100. B9S
40 40. 303 100, 757
40 40.031 ’ 100. 078
48 44.847 . eRe.a17
48 44.9870 99. 044
43 44.841 00. 848
#0 90,190 100. 390
=0 49.730 99. 480
50 49.730 90. 480
s 95,147 100. 268
oS o8, 222 100. 404
s 95.100 100,190
80 99. 031 00. 90
80 50. 984 909. 768

99.720 - 09. 933
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" PARAMEIROS ESTADISTICOS

EXPERVEINTALES THORKIOS
ne=i10

ordenada al origen a = 0,2033 = 0
Pandiente m » 0, 9039 -3
Coeficiente de
Correlacion Lirneal R » 0,004 = 0. 089
Cosficiente de
Vcrslncl‘.cm e = 0.840 $3 X%
£. erdanasn o erigen ) O- 553 ' o.ems wa"s 180
) pendorts 2~ 0.e47 6.0 ra™ 230

INTERVALO 08 CONNANZA. PARA LA ORDENADA AL ONOEN
~0.704 < a < 1.20

WNITIRVALO OF CONFIANZA PABA LA FINECEDNTS
o.9ram < n < 1.014

TABLA No.7. Linealidad dei Método



SUMA MEDIA
F‘v. o""_ o= o= PMI.AM r’“l-“
CUAIRADOS | CUADRADOS

REGRESION | 13 | 740.938 | =8.008 998.0083 3.82
ERROR DE | 13 | o.e8m8 | o©.0ces - -
REGRESI ON

FALTA

DE 3 o.%es | o.100% 7. 4888 37
AJUSTE ‘
ERROR

PURD 10 | o0.287s | o.o287 - -

TABLA Ne.®. ANADEVA do la Linealidad del Método



x := 0,5 ..60

y = 0.9930°'x + 0.263
x

60

0 : x

Cantidad adicionada (x}
Cantidad recuperada {(y )
x

Gréfica No. 2 Linealidad del Método

60
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9.0, PRECISION DEL METODO ¢ REPRODUCIBILIDAD >

ANALISTA 1 ANALISTA 2
€ % de Recobro > ¢ % de Recobro )

99. 702 9. 887
DiIA A 9. 978 0. 708
900. 791 100.0%
100. 784 100. 803
ola 2 90. 787 100. 822
100. 308 98. 760

TABLA No.©. Resultados de la Reproducibilidad del Método




. SUMA MIEIRA
V F'v' - = rcn.cm.nln F'Alm
ANALISTA
e ' 2.400°" | 2.4a0™"| ©.02684 181, 4
nl-_.
o1a
f, 0. 9908 0. 5008 ®. 4008 101.4
e :
ANALEST A=
DIA 0. 0884 0. COos 0.2048 8. 32
af \i *
alan
ERROR EX-
PERIMENT AL 3. 4027 0. 4308 - _
E- Wy '

TABLA No.10. ANADEVA de la Reproducibilidad del Métode
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0.7, ESTABILIDAD DE LA WUESTRA

CONDICION w TIEMPO

% INICIAL T.4.° horas
%1 h %3 h X6 h X 24 h
90. 430 $0.978 ©0.472 ©9.300 ©9.308
0. 438 S0.878 00.401 00.328 0. 204
Q0. 720 00.721  ©9.787 00.470 ©0.430
TABLA No.11. Estabilidad de la Muestra
PARAMETROS ESTADISTICOS
DOTRNVENTALES TEONOOS
ne=a4
;‘ = 90. 628
§. = 00, %43
;. = 99. 399
) x, = 90,305 :
!d.mlttb) !DIM_”'-E.Q
ep' = 0.807 ; cD: = 0.343
l.p.=-0.11t R :D‘--o.aaa € 2.685

TABLA No.12. Estabilidad de la Musstra

49
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10. ANALISIS DE RESULTADOCS

A. PRECISION DEL SISTEMA

El andlisis de los datos para i. precisién del sistems se
presenta en la Tabla ‘Ne 3, en la cual observamos que la
desviacion estandar relativa encontrada ¢s wenor del 1.8 %, el
coeficiente de wvartacién menor del 3 X y la evaluacidn
estadistica a través de estadigrafo de contraste z" demuestra
que nueslro sistems @8 preciso al encoentrar una z:d. calculo
menor a la x" de Lablas @3 decir la desviacion de los datos no
o8 significativa con respecto al valor promedio encontrado
_txp..rt—ntllmtt on nuestro sistema de trabajo.

B LINEALIDAD DEL SISTEMA

Los resultados se presentan en la Grafica No 1 y su
andlisis en 1a Tabla No 4. cobservando que NUeRLro sistema posee
una ordenada al origen ¢ a > de 0.2577, la pendiente ¢ m > de .
0.9043 y el coeficiente de correlacién lineal R igual a 0.0999.
El andlisis estadistico a traves de la prusba ¢t de Student y el
‘anglisis 3o varianza de ia pruedba F de la Tabla No. 3 demuestra
que no existe diferencia estadistica por 1o que se establece



& ]
-

que la linealidad de nuestiro sistema de estudio presenta un
un modelo lineal para describir la relacién entre la propiedad
medida C abzorbancia 2 y la cantidad de principio activo.

C. EXACTITUD DEL METODOD

La exhctitud de nuesiro método se evalud estadisticamente
a través del porcentaje de recobro, empleando el estadigrafo de
contraste ¢t de Student. El analisis de 1oz datos se presenta en
la Tabla No 8., Los resultados oblenidos se encueniran dentro
del criterio de aceptacidn. demostrando que el método de
anadlisis ez exacto y que no existe diferencia estadistica
significativa.

O LINEALIDAD DEL METODO

La linealidad de nuesiro método de anslisis, como
chessrvamos en la Grafica Ne 2 y en los datos de la Tabla No. 7.
el wmitodo tiene una ordenada al origen C a ) de 0.263, una
‘pendiente ¢ m 3 de 0.9939 y el cosficiente de correlacién
lineal ¢ RO igual a 0.004. El andlisis estadistico a Lraves de
la prueba t de Student demuesira que ho existe diferencia
estadistica. En 1a Tabla Me.® ol anslisis de varianza a través
de la prueba F, sncontramos que NUeSLro modelo de regresion
1ineal no es el adecuado para el tratamiento de los datos.
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E. REPRODUCIBILIDAD D€L, METODO

La variabilidad de nuestiro método se realizd a traves
del % de Recobro., analizando por triplicado a una misma
concentracion del 100 % por dos analisilas y en dos diferentes
dias. El tratamiento estadistico de los datos se llevo a cabo
mediante o)l anblisis de varianza. Comd se observa en la Tabla
No.$0, e} valor del estadi grafo de contrasie F calculado para
' los diferentes tratamientos ¢ 4nalista, Dia. Analista - Dia D
es mwnor que el valor de F iedrica con un nivel de
significancia [} de 0. 03, por lo que demoBLT AMOS
estadisticamente que nuestro método de anhdlisis on
reproducible.

F. ESTABILIDAD DE LA WUESTRA

La estadilidad de la muestra se evaluc con el % de
Recobro, T ali do las muestras a diferentes horas, bajo las
miEsmas condiciones de operacidén. El tratamiento estadistico
para demoxirar la estabilidad de la muestra fué la prusba de
Dunnet € tpa. ‘En los datos de la Tabla Ne.12, se observa que
los valores de la prusba zp para los diferentes tiempos de
reanslisis de la muestra son menores a la tp tetrica. por lo
que establecewmos que nuestira nusstra de anklisis es estable »a

Temporaturs Ambiente y protegida de la luz dentro de un perfiado
de 24 horas.
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G. ESPECIFICIDAD DEL METODO -

En la Figura No 4. cobservamos el especira de absorcidn
de la Diyodohidroxiquinoleina. En el solamente  absorbes el
placebo cargado, los excipientes no presentan abzorcioén. por lo
cual establecemos que nuestro mélodo da respuesta solo a la
prnoncxa' de la sustancia de interés. y entonces puede sor
enpleado como técnica analitica allernativa de anilisis de para
control de calidad.
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1L CONCLUSIONES

Podemos establecer. de acuerdc a los resultados obtenidos
éu. implementamos un método analitico por espectrofotométria
W. que cumple los par&setiros de linealiadad en un rango de 40
a B0 ug/mit, exicto entre el intervalo de confianza de 00.204 <
M < 100.409%, repetible y reproducible entre analistas y dias,
up.ciﬂéo para ser empleado como método de rutina en andlisis
de control de calidad para tabletas.

El método de anklisis implementade y validado preszsenta
caracteristicas de rapidez, sencillez, economia ¢ on
comparacion con el método por co-b.ulum farmacopeico J, por lo
que se propone que S¢ considere como un mélodo alternativo en
el andlisis de la Diyodohidroxiquinoleina tanto en la etapa de
granulado como en producto Lerminado € tabletas D,
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APENDICE 1

A. PREPARACION DE SOLUCKIOMNES :

SOLUCION A

Transferir aproximadamsnie 200 ml de metanol abzolute
C G.A. ) a un satraz de 1000 ml. Adicionar lentamsnte y con
precaucidn 84 ml de Acido clorhidrico concentrade ¢ G.R. ),
diluir a un volumen de 1000 mil con metanol ‘atsoluto ¢ G.A 3 y
mezZclar, Almacenar la solucion en recipientes de vidrio color
ambar perfectamente cerrades.
G.A.: Grado Analitico; G.R.: Grado Reactive

SOLUCION B

Transferir aproximadamente 200 mil de etanc)l al OB %
€ G.R. D 2 un matraz de 1000 ml. Adicionar lentamente y con
precaucion 84 ml de &cido clorhidrico concentrado € G.R. D,
diluir a un volumen de 1000 ml con etancl al 96 % € G.R. > y
mozclar. Almacenar la solucidn en recipientes de vidrio color
ambar perfectamente cerrados. )



ZPENDICE 11
PRECISION

® Se prépom la siguiente hlpél.-l.l.
N o, 513 %
HL HE- 20 2 X I 3
» Estadigrafo de Contraste Ji- cuadrada € x" >'

(__n-l)-'

2
o

n & nomero total de datos

s = desviacién esténdar

o ® varianza pobhdon-l

Nivel de significancia = a = 0.03
Grados de libertad = gl @a n - 1
@ Area de aceptacién :

x" xl' 1-

'V —

xt calculo

o
3

e Criterio de Aceptacién :

St 2" de chlculo es 5 ' de tablas me dice

método es preciso..
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EXACTITUD
&Msraro de conhtraste ¢ :

- X -1
ceteute asvn

Y = media poblacional
s = desviecién estandar
'n = namero total de datos

LINEALIPAD DEL SISTEMA Y METODO

' Nos interesa que ¢l smistema y ¢! met.odo =e acerque a una
lnea recta del modelo siguiente :

Y= A ¢ BX

donde
7 A = ordensada al origen
B = pendiente
¥ @ cantided recuperada
' X = cantidad adiclonads

Ordenada al origen 4 :

’ . % Se propone la siguiente hipotesis
H:4=0
ll‘ : A =0

4 = CCY> CEXD>= CEXD>CEXY)

ncEX> - ¢cpxdt



Pendiente B : .
& Se propone la sigulente hipitesis
" 8 ai .

Il‘ : Bom g

» = M CEXYD> - CEX> CEY)D

RCEX' )Y - cpx>®

Inferencia para 4 :

58 -

A = Ao
'colculo- -~
sy/n /Xi'
nECX -X>
Sy, ® /c;v’: - A CEY)>.-BCPXY)
. n
§/Ki s/l’ * n
y Y ]

Sy,’ = Error tipico

§wn = Erropr tipico modificado
s Area ds aceptacion

<
‘-:— - ‘enlcutc st s -

n'g



ESTA TESIS MO DEBE
SALIR DE LA BIBLIGTECA
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@ Criteric de aceptacion
Si t de calculo caé dentro del &rea de aceptacion
se considera que ¢! método tiene una ordenada al

origeh cercana & cero.

¢ Intervalo de Confianza

At 4 ’§w- £x
T

nLpcx -x>*

Inferencia para B :

¢ .(.'_.o) S n=-1

calouto e
sy/-
t‘ﬂ“‘. con un nivel de significancia ¢ a >

a = 003 con n - 2 grados de libertad
Cgl) :

. & Area de aceptacion

¢ < t s ¢

a a
—.— calculo 4 - 5

¢ Criterio de Aceptacion

VSA t de calculo caé .dontro del area de aceptacion,
e considera que el método tiens uns pendiente
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COrcana a uno

#» Intervalo de Confianza

REPRODUCIBILIDAD

Modelo de andlisis de varianza para 2 factores

aleatorios.

Simbologia : .

Y ok ® Porciento cuantificado por el jesimo analista
on ol j- esimo dia de la k- esima repeticién

a ® i~ emimo analista

.fij = j- emimo dia

K = prepeticién

aﬁij = Efecto debido a la interaccién analista - dia

E. = Error experimental
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‘ ;A MITRA
o= oE
f.V. oL. - F carcurasa
: CUADRADOS CUADRADOS .
ANALISTA r v," v
% ot — - SChs a1 MC\” MCpp
eshanaae bec abc
' DI A 2 2
v-1| gv® gyl s¢
n, i D/ b-1 MG, ~ Mc”
2
£y} £V,
ANALIST A~ - ——
DIA h be
an -l vj' Ly
interes - ——
b-1 ac * abc ScAD/(a—l) wA_D/ er10r
olam, h-1>
ERROR- EX~
2
PERIMENTAL| ab | E Y., - E Y,/ SCg /abtc-1> —=—ane
E . {c=1>
n dije c

TABLA-  de ANADEV A de la Reproducibilidad del Metado
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