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INTRODUCCION

La industria Quimico-Farmacéutica esta especiaimente
interesada en la validacién de metodos analiticos debido al
incremento de nueves productos que tienen que ver con la salud
Yy que. requieren de métodos de analisis aproplados. Ademas de
ser una de las regulaciones que el estado establece como
obligatoria que debe ser certificada y auditada

regularmente. €6,7>

Las hojas de sendsidos A/B  son un farmaco laxante que
se administra por via oral en la forma farmacéutica tableta.
Para su ensayo se han utllizado diversos metodos, algunos de
bajo costo sin embargo no son especificos, otres de alta
sensibilidad, exactitud y reproducibilidad, pero de alte costo
por el equipo y reactivos utilizados. Por elle Representaciones
Mex~América S.A., " desarrolls v validé un método
espactrofotométrico directo en el que se disuelve la muestra en
un reactivo de bicarbonato de sodio-metanol que posteriormente
se diluye con el mismo reactive para su medida de absorbancia a
263 nm. El método se caracteriza por su simplicidad,
sensibilidad, exactitud, precision y bajo costo: lo cual lo
hace util tanto para el ensayo de materia prima como de

contenido de principio active en tabletas. (1,12,25>



I. FUNDAMENTACION DEL TEMA

A. GENERALIDADES

1. Validacién. La validacién de un métode analitico es
un  proceso por el cual se demuestra que un procedimiento
proporciona resultados dentro de tolerancias aceptables para lo
cual fue disenado, ademas de que permite conocer el
comportamiento de un procesc bajo diferentes condiciones de
operacién, y posteriormente utilizarlo para procesos

rutinarieos. (7,153

Un meétode analitico validade es aquel para el cual ia
exactitud es conocida y la variabilidad del método ha  sido
establecida. Esto significa que las desviaciones del método y
las posibles interferencias han sido identificadas, la
especifidad es conocida, la precisiéon esta establecida y la
sensibilidad (limite de deteccidn) o la capacidad para detectar

cambios relativos es adecuada. (7>



2. Criterios estadisticos para Validar un Método.

La Estadistica herramienta de la calidad reune datos,
los analiza e interpreta para inferir consecuencias y sacar

conclusiones validas a partir de estos elementos. (20>

La forma de validar un métode analitico depende de su

futura apllcacidn, esto es, segun el arca de controi en
ques v a ser ut.ilizado, por e jemplo, en pruecbas de
estahihdad., en analisis rutinarieo, etec.. (7> wver tabla ).

Sin embargo todos los métodos deben cumplir con los siguientes

parametoeos:



[ INDICADORES DE REVALIDACIGN DEL
: ! ESTABILIDAD METODO
PARAMETRO | CONTROL [BAJAS CONSTATTAS CON=|n10b1S- | STN GANST GON GRS
i i i DE CENTRACIO- [CENTRACIO- [PONIBI-| BIO E£N | BI0 EN
{CALIDAD [NES NES LIDAD COND.DE | COND.DE
X i OPERAGIGN | OPRRACT SN
ILINEALTDAD |
Voton |
PRECISTION X | x X X x X
DEL : i
ISTEMA i
[ 4 PRI
LIMITE DE |
IDETECCTION N X
ILiMITE DE
{CUANTIFI- X X
CACION !
{EXAGTITUD
Y REPETI- |
IBILIDAD AL X X X x X X
100%
L —
{LINEALIDAD
TbEL METODO X X X x X X
PRECISION
CREFRODU- % X X X x
CIBILIDAD>
ESPEGIFI-
jc1pAD
CCONTROL | X x x x X x
PE CAL(DADD
ESPECIFI-
D
X X
TOLERANCIA
DEL x X X X
SISTEMA
JESTABILI-
{DAD DE LA X X X X
{MUESTRA
TABLA 1. Parametros a evaluar dependiendo de la aplicacién del

método.



a, Especificidad: El procedimiento no solamente debe
distinguir las moléculas del farmaco dentro de varias
moléculas, sine también algunas veces debe distinguir las
moleéculas de un  tarmace de olros farmacos. ldealmente el
rarmaco medido debe estar libre de interferencias por todos los
materiales ceonocidos, en particular, que los excipientes no
interfieran con la medida de la potencia del principio activo.

€25,31)

La especificidad es Ia habilidad de un metodo
analitico para obtener una respuesta debida unicamente o la
sustancia de interés y no a otros componentes de la forma

farmacéutica, (7,15>

CRITERIO:
Muestra Respuesta
Placebo... e No da
Ctodos los excipientes . respuesta
de la forma farmacéutica (menor del 2%

sin principio activo)

Estandar

Da respuesta

<1002

Placebo cargado.....

Da respuest:

Cexcipientes + una cantidad igual al
del principio activo igual estandar
al estandar <1008



b. Linealidad. La linealidad de un método analitico es
la  habilidad de este para asegurar gue los resultados

exp

imentales. los cuales pueden ser obtenidos directamente o
por medio de una transformacion matematica bien definida, son
proporcionales a la concentracion de farmaco dentro de un rango
determinado. La linealidad de un meétodo analitico mide el grado
en  que la respuesta del metodo, al trabajar a Jiferentes
concentraciones se aproxime a una funcion lineal del tipo:

y = bx+ a,

Se determina con placebos cargados, cada uno de manera
independiente, utilizando cuando menos tres diferentes niveles
de concentracién que incluyen el 100%, este analisis se realiza
por triplicado para cada concentracién. El estudio debera
levarse a cabo por un mismo analista en las mismas

condiciones de operacién. (7,25,31>

CRITERIO:
b = pendiente = 1 = tan 45°

a = ordenada al origen = 0O

r = coeficiente de correlacidn Z 0.99

rz = coeficiente de determinacion 2 098

CV = coeficiente de varlacion =3 % -
PR = por ciento de recobro 97-103% »
- Ver tabla IX



METODO : PROMEDIO DE RECOBRO cv 1

Cromatograticos 98 ~ 102%

Titrimetricos 98 -

Quimicos ¥ N
Espectrofotomeétricus Q7 - :103% s ax
Microbiologicous 95 -~ 108% £ 6%

TABLA 1I. Prumedio de recobro y ceeficiente de variacion

e Exactitud. E! métode debe irevelar dentro de un
limite nceptable la cantidad de farmaco que estd presonte en la

forma farmacéutica. Es la concordancia entre un valorr obtenido

expetrinentalmente yoel volor de pefecencia G0

La exactitud se expresa come ¢l porciento de recobro
obtenido de el analisis de muestras a las fque se les ha
adicionade cantidades conocidas de L. sustancia. Se  evalia
utilizando placebos corgados,  se mane ja  on porcicntos de

recobro. (7,15,25,31>



CRITERIO:

El estadigrafo de contraste utilizado es t de student
Area de aceptacidn para Ho

t <t <t

El intervalo de confianza para la medla, debe incluir el

100%

Intervalo de confianza

X+Ct, sS/ANILXCX+CL o S/ARD
El CV debe cumplir con los criterios establecidos en

la linealidad del método CV = 32 (7>

d. Precision. Es la variacion de los resultados
obtenidos entre mediciones repetidas de la misma cantidad.
Usualmente se expresa en términos de desviacién o del
coeficiente de variacién. Es una medida del grado de
reproducibilidad v/o ' repetibilidad del meét.odo, bajo las

condiciones normales de operacién. (7,25,31)



1. Repetibilidad, Es la precisién del maetodo
anafitico expresado como la variacién entre los resultados
obtenidos en determinaciones independientes realizadas por un
solo analista, bajo tas nismas condiclones de operacion

(tiempo, aparato, laboratorio, etc). €7,25,31)

Se lleva a cabo mediante la evaluacién de la varianza

muestral, y requiere de la desviacién estandar del porciento

de recobro.
CRITERIO:

. 2 2
Estadigrafo de contraste X ot X vt

Intervalo de confianza

< o < ¢tn - 135
2
xol/z

cv = 3%

2.2 Reproducibilidad. Es la precision de un métado

analitico expresada como 1a concordancia obtenida entre

determinaciones independientes realizadas bajo condiclones

diferentes Canalista, dia, en el mismo y~s0 en diferentes

laboratorios) utilizando el mismo yso diferente cquipe. <7



Se debe Illevar a cabo cuando menos por dos analistas,
en dos diass diferentes y por triplicade cada muestra. Se debe
trabajar de manera independiente partiendo de una muestra del
producto al 1002¢ de la concentracion tedrica, La

reproducibilidad se mane ja en porciento de recobro. (15,25,31>

CRITERIO:

Fl estadigrafo de contraste es F de Fisher. <22)

Se evalua utilizando la tabla de analisis de varianza

CANADEVA) que mide los efectos de los factores analista y dia.

Modelo Matematico
+ Al + +
Yo=u AL Dy Y Bra g
e, Sensibilidad. La sensibilidad es la minima
concentraciéon de una sustancia en una muestra la cual puede ser
detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las

condiciones de operacién establecidas. (7,15.31)>

Experimentalment.e se ovalia disminuyendo la  cantidad
de sustancia a una concentracion de 50% del nivel establecido
que detecta el metodo y se va disminuyendo de 10 en 10% hasta

que <! metodo da sefial de ruido. (7>

f£. Adicionalmente se requiere que el método analitico

sea practico, sencillo y econdmico.



B. MONOGRAFIA

1. Senésidos A/B.

a, Sipénimos. Amyron, Colonorm, Glysennid, Laxenna,

Nytilax, Pursennid.

b, Eormula Desarrollada,

C6H11-05~-0

C6H11-05-0 o OH

e, Féormula Condensada, C‘ZH"O“’

d. Pesc Molecular- 862.72 gs/mol



g

€. Empague y  alnacenamiento. En  envases hermeticos

protegidos de la luz.

ceh

ligero olor al fruto del sén.

g. Contenido. No menus det 90% vy no mas ‘del 110% de  1a

cantidad especificada en el marbete de senosidos AZ/R.

h., Solubijlidad. Insoluble en agua, benceno, éter y
dioxano. La solubilidad aumenta  tremendamente en  solventes
orgénicos miscibles con  Aagua en  un 302 PP Soluble [
soluciones acuosas de bicarbonato de sodio. El senousido A puede
ser ligeramente isomerizade o B en solucién de bLicarbonato e

sodio a 802 C. El sendsido B es mas soluble que el sendsido A.

Senésido A: 200-240°C

i. Punto de F

Senésido B: 180-186°C

i. Usos Terapeuticos. Catartico, laxante.



k. Identificacion.

1. A 25 mg de sendsidos con § ml de agua y 2 mi de

acido clorhidrico. se calientan cn babc mariz; se enfr

adiclona 4 mi de éter, se mezclan, se dejan separar las fases y
la fase eteérea se. seca con sulfato de sodie anhidro, se llevan
5 ml de la capa etérea a sequedad, se enfrian y se adicionan §
ml de solucion diluida de amonio; se produce un color
amarillo-naranja que al calentarlos durante dos minutos en bafio

maria cambia a rojo-violeta.

2>. Esprctro de absorcidn.

Marca: Espectrofotometro Perkin Elmer
Modelo: Lambda 2 uv/vis

Mét.ado: 2

Rango: Amax = 380 nm Amin = 190nm

Velocidad del papel: 120 nm/min

Lampara: uv

Escala; 20 nmsem

Blanco: Solucién de bicarbonate de sodio-metanol
Patron de comparacién: Estandar secundario de

senosidos A/B, potencia = 4.072 %

Muestra: Senosidos A/B
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Estandar secundario
de sendsidos A/B.

Senotslidos A/B

ABSORBANCIA

TIEMPO

14 seg

18 seg

LONGITUD DE ONDA

199.2
191.2

201.6
191.4

un
nm

nm
nm

Cmax>
<mind

CmaAxd
<mind>

Lams
v.v
U
X .
#0,9
FoRY
0,9
no
r oo R
oE.
a0y @ BF
Ho
20,0
20,9
w9
0.0 & AvY
0.0
ABSORBANCIA
2.051
0.561
2.633
0.617



C. ESPECTROFOTOMETRIA

Uno de los métodos fisicoquimicos mas empleados en

analisis es el de Ia medida de absorcién o emisiéon de la
wnergia © radiante., La gran difusién de esta vécnica es
consecusncia de los factores siguientes: 1> el amplio

intervalo de longitudes de onda o de frecuencias de encrgia
radiante y sus diferentes modos de inLeraceién con la materia;
t2) la existencia en ol mercado de instrumentos de medida cada
vez mas precisos; (&3] las ventajas inherentes al meétodo.
Generalmente, ol analists es muay  rapido, una vez Jque se ha
estaeblectde el metodo, s no ser que se requiera un tratamiento
previo para eliminar interferencias. El método es, por tanto,
s conendo para medidas ropetidas de un mismo  constituyente,
como sucede en la rutina del analisis de control. Ademas, el
método es, en general, aplicable a la determinacién exacta de
cantidades de constituyentes mucho menores que con los métodos
gravimeéticos o volumetricos. Con frecuencia es un método no
destructivo de la muestra, lo que puede ser importante cuando

el constituyente es muy valioso, como sucede en los programas

de investigacion con clertas sustancias bioquimicas o
elementos transuranidos. Los metodos espectrofotométricos
tienen tal importancia, que son los mas  utilizados en casi

todos  los  laboratorios industriales, clinicos, de investigacidén

o Jde ensefianza. (11.12>



1.TEORIA ELEMENTAL:

La energila radiante pur_‘(je ser, emitida por  sustancias
bajo condiciones de gran excitacion como - las . producidas por
altas temperaturas o por descargas electricas. Esta energta
puede ser absorbida, bLransmitida.. veflejada. v cefractada - por
muchas sust.ancias en diferentes estados de agregacion (solido.
hquido, gas?» si la radi.wion incidente tiene una Jongitud  de
onda apropiada. Es encrgta, poerguc exhibe propiedades
caracteristicas de otras formas de energia y puede de hecho ser
convertida en otras fuentes de energta, como calor v
elect.ricidad. No es continua, =sino que consiste en  pequefios
paquetes de energia, Hamados fotones o cuant.os que Se  propagan
en movimiento ondulatorio. Las ondas por las cuales es
transportada la energia radiante consisten en desplazamientos
eléctricos y magnéticos pulsantes que ocurren en anguloe recto

con la direccién de propagacion. (11,12

2. INTERACCIONES ENTRE MATERIA Y ENERGIA:
Las formas de interaccion mas  importantes entre la
materia y la enetrgia son los fendmenos de emisidén y absorcion,

el primero se obtiene analizando la luz emilida por una fuente

luminosa, mienteas que el cetro  de  absorcién we obtiene
analizando espectroscopicamente la luz transmitida por un medio

absorbente colocado entre la Cuente de luz v el espectroscopio.

16



Cuando una molécula absorbe radiacién, su energia
aumenta en una cantidad igual a la cedida por el fotdn, como se
expresa en la relacién:

E = hp
E = ENERGIA DE UN CUANTO
h = CONSTANTE DE PLANCK 6.55 * 10727

v = FRECUENCIA

La absorcién de radiaciones de las =zonas ultravioleta
y visible del espectro afecta a los electrones de la capa
externa d(de valencia) de los Atomos, de aqui que dependa del

estado de combinacién de los atomos. (11,12>

3.- LEY FUNDAMENTAL DE LA ESPECTROFOTOMETRIA:

El poder de emisién radiante disminuye en relacién a
la distancia recorrida a través de un medio absorbente. También
disminuye en relacién a la concentracién de moléculas

absorbentes o de iones encontrados en ese medio,

A = abc

A = absorbancia
a = constante de extincién molar
b = distancia recorrida

¢ = concentracién

17



4.~ DESVIACIONES DE LA LEY DE ESPECTROFOTOMETRIA:
1> Carencla de monocromatismo de la luz incidente.

2> Cambios dJde concentracién del solute por

asociacion, ionizacién, fluorescencia, efecto de pH, etc..

3) Efectos de obturacién de paso libre de luz,
4> Pobre transmision del solvente.

§) Interaccién con el solvente Chidroélisis).

18
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Dentro del analisis de calidad de tabletas de
sendsidos A/B para el ensayo del contenido de principio activo
se utilizan generalmente, los métodos que para tal efecto estan
reportados en farmacopeas. La farmacopea Britanica <
proporciona un meétodo espectrofotométrice que requiere de una
extraccion previa del principio activo con cloroformo,
hidréxido de potasio y acido clorhidrico. Este método implica
varios pasos que frecuentemente dan lugar a errores de tipo
determinado v por consiguiente a imprecisiones. Ademas
comparandolo con el método veolumétrico resulta mas costoso en

funcién de tiempo del analista, reactivos y equipos utilizados.

La farmacopea de los Estados Unidos de Norteamérica
(27> establece tanto para el ensayo de materia prima como de
principio active en tabletas, un mé&todo volumétrico con. acido
acético glacial, temperatura controlada y protecciéon de la luz
durante todo el procedimiento. Este método es de costo

analitico bajo sin embargoe no es especifico.

Por otra parte, la farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos (11) establece un nuevo métedo para el ensayo de
materia prima y tabletas, en el cual se requiere de disolventes
y equipo que por su alto costo, lo hacen inaccesible para

Representaciones Mex-América, S.A.

19



En base a estos planteamientos, y como una necesidad
de Laboratorios Farmaceuticos. Representaciones Mex~América, y
conociendo la solubilidad de los sendsidos A/B en metanol donde
presenta un coeficiente de extincion E 1%, 1 cm a 263 nm, se
decidié validar el método de ensayo para principio active que
fuera sencillo, sensible, preciso y de' bajo costo. Ademas que
fuera util para el ensayo de productos manutacturados en el

pais,



III. OBJETIVOS.

1.- OBJETIVO PRINCIPAL. Validar el método
espectrofotomatrico desarrollado por Representaciones
Mex-America, S.A. para emplearloc como método de rutina er‘\ el

laboratario de control de calidad para cuantificar senosidos

A/B tante on materia prima como tabletas.
2.- Calificar y calibrar el equipo empleado en [11.

3.~ Obtener la linealidad y precisién del sistema,

21



IV, HIPOTESIS

Si en los resultados obtenidos se muestra que en el
met.odo espectrototométrico los excipientes. productos de
degradacién u otras wmoléculas no interfieren en el ensayo de
senédsidos A/B, y ademas el coeliciente de correlacidn es mayor
o dgual o 099, ta  ordenada al origen igual a cero, la
pendlente <5 igual a uno y el aoeficlente de variacién es menor
o f{gunl a 3%, untonces el metolo es lineal, preciso, exacto y
especifico, por lo tonto pucde ser empleado comn método de

rutina en el laboratorio.



V. PARTE EXPERIMENTAL.

A. MATERIAL Y EQUIPO

1. MATERIAL

matraz voliametrico

prubeta

barra de agitacion

vasos de precipitado
espatuta de acero inoxidable
matraz volumétrico

pipetas volumeétricas

2. SUSTANCIAS

Senosidos A/B
Bicarbonato de Sodio
Avicel pH 101

Lauril Sulfato de Sodio

Cab~o-sil

3. EQUIPO

Balanza
Agitador magnético

Espectrofotémetro

Parrilla eléctrica de calentamiento

23

DESCRIPCION

1000 mi
100 ml
1 pulgada

250 ml

100 ml 50 ml

1 ml

Almidon de maitz

Polivinilpirrolidona

Agua destilada

Met.anol

Etanol

DESCRIPCION

Unimat.ic-30100
Pc-353
Bausch&Lomb
Specironic-21

Termolyne 1000



B. PROCEDIMIENTO.

1. Se califica y calibra el equipo como se indica en

el anexo 2.

2. Preparacién del rcactivo de bicarbonato de sodio:

Se pesa 1.66 g de bicarbonato de sadio en un matraz
volumétrico de 1000 ml, se adiciona 330 ml de agua, se agita
perfectamente hasta disolucién completa y se lleva al volumen

con metanol.

3. Preparacién de la muestra:

Se pesa la muestra a analizar se coloca en un matraz
volumétrico de 100 ml y se agrega 75 ml del reaativo do
bicarbonato de sodio, se agita durante 15 minutos, se calienta
ligeramente hasta completa disolucién, se enfria .y se afora con
el mismo reactivo. Se toma de esta solucién 5§ ml y se lleva a

un volumen de 50 ml con el mismo reactivo. Se lee a 263 nm.

4. Se obtiene la linecalidad y precisién del sistema de

acuerdo al anexo 2.

5. Se obtiene especificidad, linealidad, procision,
exactitud v sensibilidad del método volumétrico para

cuant.ificar senésidos A/B por espectrofotometria.



VI. RESULTADOS

A, ESPECIFICIDAD
Se prepara el estandar, placebo y placebo cargado
como se indica en el procedimiento [3), y so mide la respuesta

para cada uno.

Muestra Respuesta
Placebo No da respuesta
Estandar Da respuosta
85.8%
Placebo cargado ba respuesta
Placebo + 046 ¢ 84.3%

de senésidos A/B



B. PRECISION
(Repotibitidadd

Para conocer la precizién Crepetibilidad) dol método
se efectaa ia ovaluacién estadistica del mismo con lo=s
rosultados obtenidos de 15 determinaciones, con  placebos

cargados al 100X de la concentracién tedrica de sendsidos AZB,

y se realiza por el mismo analista, Los resultad se p

on la tabla sigutente:

& Adicionados & Recuperados % de Recobro
<0 <Y
0.641 0.645 100.62
0.618 0.608 98.38
0,620 0.620 100.00
0.620 0.620 100.00
0.619 0.5895 96.15
0.621 0.620 99 .84
0.60S 0.608 100 .49
0.610 0.595 ©7.54
0.618 0.6820 100.32
0.622 0.632 101.61
0.610 0.608B 99 .67
0.620 Q.620 29 .67
0.622 0.620 ©9.68
0.628 0.620 99.20
0.620 0.608 28.06

TABLA III. Repetibilidad del método espectrofotomdtrico para el

ansayo deo sendsidos A/B

26



Nivel de significancia (ed = 0.05

Ho: » < 3% Hi: o > 3%

x* ="1350
<al
x* = 26.119 x* = 5.629
T amasz, Yy S sz, /1T )

Area de aceptacion para Ho

13.50 < 26.12

Intervale de confianza

08443 < o < 18187

CV = 1.28%
Es repetif)le va que se cumple con el criterio para

precision del método.



La exactitud del

obtenidos de 5 deternminaciones para cada nivel

C. EXACTITUD

método se

evalua

con

lox.  resultados

adicfonado a el placebo, los resultados se  presentan con
tabla IV.
g Adiciimnmados g Recuperados % de Recobivo
XD YD
0.49260 0.4836 7 .50
0.4959 0.4960 100 .02
0.4972 0.4960 Q0. .Te
0.4964 0.4960 o, 92
0.4976 0.4840 LAy
0.5618 0.570+4 100 .98
0.587 0.5580 iou. 10
0.5878 0.5580 100.03
0.5578 0.5700 10226
0.5578 0.5580 100,03
0.6213 0.6320 101.79
0.6208 0.6200 99 .92
0.6201 0.6200 99 .98
0.6201 0.6076 w7.98
0.6208 0.6324 v9.92
0.6832 0.6820 v .82
0.6845 Q.6944 101 .45
0.7097 0.6820 26 .10
0.4850 0.6696 9T .81
0.6800 0.6820 100,29
0.7440 0.7564 101 .67
00,7437 0.7-140 100.04
0.7-468 Q.7440 09 .62
0.7476 0.7440 99 .52
0.7435 0.7316 PB.40
TABLA 1V. Exactitud del metodo espectrofotométrico para el

ensayo de sendsidos AZB.
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Ho: p = 100% Hi: o <> 100%

Nivel de significancia o = 0.05

t  €0.975) = * 2.0639 t = ~0.8136
tab cal

Area de aceptacion para Ho

-2.0639 < -0.8136 < 2.0639
Intervalo de confianza
9912 < X < 100.38

oV = 1.53%

El meétodo es exacto, ya que thl < t’x-a/z,'t’?

‘coeficiente de variacidon es menor del 3%.
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D. LINEALIDAD

Con el objeto de conocer sl el metodal”

espectrofotometrico | sigue © una- . relacién | linealy o diferentaon

cantidades conocidas de senosidos AV/B sé  adiciopan “a
cantidad del placebo, y se realizan . 5 determinacionas
nivel  de  concentracion ' (80, 790,77 {00

resultados se. muestran en la tabla V.

% Adicionado g Adicionados - 1 g Recuperados
(¢, 0] g <Y>

0.4960 0.4846
0.1959 0.4960

80.00 0.4972 0.4960
0.496+4 Q.4960
0.4976 0.4840
0.5615 3501
0.5574

90.00 a.5578
0.5578 0
0.5578 0.5580
0.6213 0.6320
0.6205 0.6200

100.00 Q0.6201 a.6200
0.6201 0.6076
0.6205 0.6200
0.6632 . 0.6H20
0.6845 0.6914

110.00 0.7097 0.59820
0.6850 0.6696
0.46800 0.6120
U.7440 Q.7564

120.00 0.7437 0.7V140
0.7468 0.7440
0.7476 0.7140
0.7435 0.7316

TABLA V. Linealidad del método espectrofotométrico para el

ensayo de senosidos A/B
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FIGURA 2. Linealidad del método espectrofolométrico para

sendsidos A/B  (cinco determinaciones por nivel de

concentracidnd.
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B = 0.9931 A = 0.003 PR = 0005y

RrR® = 0.988 SR = 0994 QV = LA

Inferencia para la ordenada al ovigen . Ao

Ho: Ao = 0 Hi: Ac <> O

Nivel de significancia o = 0.05

t = 02750 t = * 20687
cat 0. 98,23

grados de libertad (gi.) = n - 2

Area de aceptacion para Ho
-2.0687 < 02750 < 2.0687

Nuestro maetodo posee una ordenada al  aorigen

podemos considerar igual a cero,

Intervalo de confianza

- 0.0195 < A < 0.0255

Inferencia para la pendiente Bo
Ho: Bo = 1 Hi: Bo < 1

Nivel de significancia o = 0.05

t = ~0.0423

L = 2.0687
cal ©. urs.za

Area de aceptacién para Ho

-2.0687 < L L < 2.0687
za

que

Nuestro método posee una pendiente que podenos

considerar igual a uno.
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Intervalo de confianza
09568 < B < 1.0292

Yaque A 20, Bx1, r5098, r > 099, CV=153% y

PR = 9975% se cumple con los criterios para linealidad

Recta de validacion

¥ = 09931X + 0003

Y = 0.9931X + 0.003 + 0.1198

as



La linealidad del método espectrofolométrico se evalua

mediante la Labla de analisis de varlanza sigulente:

ANADEVA

(Linealidad)
FUENTE DE| GRADOS DE |SUMA DE [MEDIA F DE F DE
VARIACION| LIBERTAD [CUADRADOS CUADRATICA|CALCULO |[TABLAS
REGRESION 2-1m1 ©.1955 0.1955 3204.9 4.28
E£RROR DE s
25-2=23 0.0014 6.1%10
REGRES 16N
FALTA DE -3 -s
AJUSTE 23-20=3 2.2%10 7.3%10 1.0265 3.10
ERROR - -5
FURG (5-1>5=20 | 1.4%107"| 7.0%10
Fr > Flglrsgler; 001 Existe una rolacién altamente

- significativa ontre la cantidad adiclonada y

la  cantidad

recuperada.
Ffa < F(glfarsglep; 0.05): No existe falta de ajuste la
relacién Hneal, simple cantidad adiclonada cantidad
rocuperada.
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E. REPRODUCIBILIDAD.

La evaluacion de reproducibilidad del método se
efectud por dos analistas eon dos dilas  diferentes, levando o
cabo S5 determinaciones por dia por analista. La tabla VI

muestra los resultados de los por cientos de recobro obtenidos.

Dia 1 ba 2
% de Recobro 2. de Recobro
99.64 96.98
102.01 98.47
Analista 1 100.32 98.53
Q6 98.67
9v.58 D9.01
498.51 491.96 99047
Dia 1 ) Dla 2
% de Recobro: % de Recobro
v9.00 ) 98.63
102.33 98.21
Analista 2 100.64 -98.06
98,47 “8.00
101.21 9903
501.65 491.93 99358

198-1.05
TABLA VI. Reproducibilidad del método espectrofotometrico para ol

ensayo de senosidos A/B.
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Para evaluar estadisticamente la reproducibilidad del

método espectrofotométrico se emplea en el ensayo de sendzidos

A/B, se utilizd la tabla de analisis de varianza ANADEVA.

FUENTE DE| GRADOS DE |SUMA DE MEDIA F DE F DE
VARTACION LIBERTAD CUADRADOS|CUADRATICA|CALCULO [TABLAS
ANALISTA 2-1=1 0.48 0.48 | 0.0725 | 38.51

A

D1A (2-1)2=2 13.24 6.62 | 0.4755 | 4.69

DJCid
ERROR 2X@

. 222.73 13.92
BRI | (5-1)=16
:qlA( FlubA FcalD< FlubD

Por lo tanto se concluye que el método es reproducible

no existe efecto por analista ni por dia.
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F. SENSIBILIDAD

Para conocer la sensibilidad del metodo se adicionaron
cantidades conocidas de senosidos A/B, las cuales se fuoron

disminuyendo en cada determinacion.

& Adicionados g Recuperados % de Recobro
<X> <> <z
0.6210 0.6200 99 .84
0.3700 0.3470 93 .84
0.3100 0.3100 100.00
0.1600 0.1612 100.75
0.0620 0.0620 100,00
0.0310 0.0248 . 80.00
0.0160 0.0124 77.50

TABLA VII. Sensibilidad del método espectrofotométrice para el

ensayo de soendsidos A/B.

Se concluye que el método es sensible puesto que mide

0.01 g de la muestra.
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FIGURA 3. Sensibilidad del mélodo espectrofotométrico para

senosidos A/B.
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VII. ANALISIS DE RESULTADOS

Los resultados muestran que el método es especifico ya
que no existe interferencia de los excipientes de la materia
prima en el ensayo de la cuantificacién de los senésidos A/B.
Para la evaluacién de la precisién (repetibilidad) del meétodo
se obtuvo un CV de 1.28%, y cumple con el criterio de precision

del meétodo.

El método es reproducible, ya que el analisis
estadistico, demostré que no existe efecto por dia ni por

analista.

Para la exactitud del método el GV = 153% , y el
intervalo de confianza incluye ol 100%, lo cual Indica que el

método es exacto.

En la determinacién de un;alidad se encontré que el
método tiene una ordenada al origen de 0003, pendiente de
0,9931, los cuales pueden ser consideradas estadisticamente
igual a cero y a uno respectivamente, R = 09948 y el
CV = 153% ; bajo estos criterios, los cuales establece la
legislacién sanitaria el método es lineal, y la recta de
validacién es:  Y=0.9931X-0.003. Utilizando la tabla de analisis
de varianza, se puede observar que el modelo de regresion

lineal propuesto explica adect e el comportamiento de los

datos experimentales, y no existe falta de ajuste.
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Por medio de este método se cuantificé hasta un 2% de
senésidos A/B respecto al etiquetado. Porque =i se continua
disminuyendo la cantidad de senésidos A/B, el error en la

cuantificacién de éste, cada vez es mayor,
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VIIl.- CONCLUSION

El mét.odo espectrofotométrico empleado en la

cuantifi ion de ssidos A/B se caracteriza por su

simplicidad y bajo costo, lo cual lo hace util tanto para el
ensayo de materia prima como de contenido de principio activo

en tabletas. Ademas de ser un método rapido y eficaz.

De acuerdo a los resultados obtenidos para este método
espectrofotométrico empleado en el ensayo de sendsidos A/B
podemos concluir que es un método especificd, exacto, preciso,
lineal y practico, ya que cada uno de estos parametros
analiticos cumplen con los criterios de los requisitos minimos
de valldacién. Por lo tanto puede ser empleado como método de
rutina en el laboratorio, bajo las mismas condiciones de

trabajo empleadas en la validacién del método.
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2

X -2
av
X + t
oz

.

ANEXO I
FORMULAS
Precisién (repetibilidad)

n-1¢s>*

cal z
o

Area de aceptacioén

x* < X

cal tab

Intervalo de confianza

trT
ne¥?y mcw'
n<n-1>" Y

Exactitud

~
t . = X = u

Area de aceptacién

teat < tias

Intervalo de confianza

S/n < X <t .
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A

B

Linealidad

= Pendiente B = n (IXY2>

n<EX®

- (EX> TV
-~ zZx?

Ordenada al origen A = CEY) TXT) - CEX>  CEY)

neEx®> - @x*

S, = Y - A Y - B

<ZXYD

t = A - Ao

Area de acoptaciéon para Ho

La/z ¢ ":ul < "n-u/z

Intervalo de Confianza

L "
1=z

Férmula para la pendiente
t., = =B S n-1
s

vox

Area de aceptacién para Ho

t <t < b
arz cal 1-0r2
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Intervalo de confianza

- -
Sv/x <« B <.B o t szx
1-x/2
S {n-1 S 4n-1
x x
n CEXY> - CEX>  (EY>*
acEX®> - X% nezY® -
Recta de Validacién
Y = BX + A + E
. wy
Em = Error experimental
-
Eyy = SV - ¥

‘? = BX + A
oxp.
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ANADEVA

(Reproducibilidad>
FUENTE DE| GRADOS DE [SUMA DE GUADRADOS{ MEDIA F DE
VARIACIGON| LIBERTAD CUADRATICA CALCULO
£YiZ. v:. ..
ANALISTA a-1 — - SCA/a-1 MCA/MED ] (4
Al be abc
£vi®.. ¥i...
DIA tb-1da ———— SGD/Cb-1>a |MCD./MCEK(1 >
DJC1D> ac abe
2 £Yij?
ERROR Cc-1dab oYigk? o
ER<EJ> — SCE/abCe-1>
CRITERIO:

Si Fa < Fglasgie; 005

Si Fa 2 Fgla“/gld; 0.08

Si Fd < Fgld/gle; 0.05

Si Fd 2 Fgld/gle; 0.05

El método
reproducible
analistas.

El metodo
reproducible
analistas.

EL meétodo
reproducible
dias por

analista.

Ei métoado analitico no

reproducible
dias

analista,

por
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analitico

por los

analitico no es

por los

analitico es
en distintos

un mismo

es
en distintos

un mismo




ANADEVA

CLinealidad)
FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA F DE
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS | CUADRATICA | CALCULO:
REGRESION 1 scr scr Fr =
SCr/MCer
ERROR DE .
n - 2 SCer SCer/gler
REGRESION
FALTA DE Ffa =
AJUSTE <n-2> tCr-1> SCfa SCfasglfa MCfa MCep
ERROR
PURO tC-1> SCep SCep/glep
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Si

Si

si

Si

CRITERIO:

Fr

Fp

Ffa

Frfa

Fgirsgler;

Fglrrsgler;

Fglr/gler;

Fglr/gler;

0.01

0.01

0.05

47 -

Existe una relacion alta-
mente significativa  entee
la cantidad adicienada v

la cantidad recuperada.

No existe una relacien al-
tamente significativa en-
tre la cantidad adicionada

y la cantidad recuperada.

Existe falta de ajuste a
la relacion lineal simple
cnnLi’dz\d. adicionada canti-

dad recuperada.

No existe falta de ajuste
a la relacién tineal
simple cantidad adicionada

cantidad recuperada.



ANEXO IX

CALIFICACION Y CALIBRACION DE BALANZA ANALITICA.

Fecha: 4-abril-1990

Area: Control de calidad
Marca: UNIMATIC
Capacidad: 200 g
Sensibilidad: 1.0 mg

Patron de comparacién:

Marca de pesas con capacidad para 1.000 kg

Fecha de calibracién:

Vigencia de certificado: 1 afio

Determinaciones:
1> Linealidad .

Datos
*: 0.200¢g

xz: 1.000¢g

x_: 10.000g

x,: 50.000g

Xt 100.000g

RESULTADOS:
b = 0.0008
m = 1.0000

CV = 0.0609%

4-abril~1990

Propiedad medida: gramos

: 0.2001
1

1.0006

y. _: 10.0006

Y 50.0008

Y,s 100.0020

R > 099

r® > 098

v, 04997
Y.t 1.0007
Ya5' 10.0007
Y,4k 50.0005

¥, 100.0021

CRITERIO:

0 R > 0.99

=1 R* 0.98
cv s 3%

CONCLUSION: Se cumple con los criterios para la linelidad

del sistema.
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ESTA TESIS KE BEBE
SAUR BE LA BIGLIBTECA

2> Precision.

Pesa utilizada: 0.100g N =6
X= 0.1005g X,= 0.1000g X = 0.1001g
X, = 0.1002g X = 0.1001g X,= 0.1001g
RESULTADOS:
* = 0.1002 S = 0.0132
2 -5
s? = 1.75X10 CV = 0.1748%

CRITERIO: CV S 15%

CONCLUSION: Se cumple con el criterio para la precisidn

del sistema,



Fecha:‘ 10-Abril-90

Marca: Baush & Lomb Modele: Spectronic 21

Rango: 200-1000nm

Determinaciones:

Las siguientes pruebas se incluyen para que el operador
compruebe que el aparato esta en buenas condiciones de trabajo.

1.~ Aguja en (l:ero con el aparato apagado.

2.~ Linealidad.

#).~ Solucién de referencia; Permanganato de potasio {(conc.
0.066mg mld.

b).~ Longitud de onda seleccionada para la prueba: 525 nom.

cd.~ Propiedad medida: absorbancia.

DATOS:
X‘ 1.32 Y" 0.200 \"2 0.198
Xz 2.64 \’l 2 0.395 Yzz 0.395
xa 3.96 Y‘a 0.590 Yza 0.590
)(‘ 35.28 Y“ 0.780 Yz‘ 0.785
V__, 6.60 Yxs 0980 st 0980
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RESULTADOS: CRITERIO:

m= 10 r® > 0.998 mo= 1 R® > o098
b = 0.0048 R > 0.9994 b=o0 R > 099
Qv = 0.7033% Qv < 3%

CONCLUSISN: El sistema demuestra ser lineal debido a que
los resultados obtenidos son proporcionales dentro del rango

de prueba.

3.~ Determinacién de Escala Fotométrica:
Solucién de Referencia: Dicromato de Potasio

Cconc.0.066° mg/mld.

LONGITUD DE ONDA LIMITES DE ABSORBANGIA RESULTADOS
235 0.740-0.756 0.750
257 0.856-0.874 0.850
313 0.289-0.295 0.280
350 0.634-0.646 0.645

CONCLUSION: Las lecturas obtenidas estan entre los limites
establecidos, por lo que se resume que el aparato esta en

buenas condiciones de operacién.



LINEALIDAD DEL SISTEMA

Se determina, construyendo una curva de calibracion
Cconcentracion contra respuesta medida) se utiliza cuando menos
5§ diluciones preparadas a partir de una misma solucion patron,
Y se  hacen analisis cuande menos por duplicado para cada
dilucion.

El intervalo entre las concentraciones A analizar
depende de! proposito del método; para control de calidad y de
seguimiento de la estabilidad de un farmaco en forma
farmaceutica, debe estar incluida la concentracién scleccionada
como 100%, Se considera el 100% como la concentracion de la
muestia on la solucién final a analizar. que proporcione una

respuesta adecuada dependiendo del meétodo de cuantificacion.

DATOS

Absorcidon ultravioleta a 263 nm, en reactivo de

bicarbonato de sodio-metanol.

Estandar secundario de sendsidos A/B potencia 4.072%.

mg % Propiedad medida
Solucion estandar Absorbancia

0.2 vu:O.le yz‘:o.‘l‘?

0.36 yxz:O.ZB yzz:0.29

0.48 yﬁ:o‘aﬁ y23;0.38

0.60 y“:O.-I’i’ yz‘:().‘le

0.72 y‘5:0.58 y25:0A60
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RESULTADOS:

CRITERIO
R = 10039 R2 = 1.0078 iRz 099 R® = 098
m = 0.8392 b = 0.0198 m.= 1 b =10
CV = 2.71% GV = 3%
CONCLUSTON:
Ya e © > 099, IS 098, v OV < 3%, se cumphs con
los criterios para la linealidad del sistema.
PRECISION DEL SISTEMA
Se determina por anadlisis  sextuplicado de una misma
solucién  estandar correspondiente al 100%  establecido en  la
linealidad del sistema.
DATOS
Propiedad medida = Absorbancia
0.48 0.50 0.49
0.50 .49 0.50
RESULTADO: CRITERIO:
CV = 16351 (R4 - S 4

CONCLUSION:

Se cumple con el criteriv para la precision el sistema.
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