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INTRODUCCION

La industria farmacéutica hoy dia, pasa por momentos dificiles ya que los mercados
no han tenido la misma tendencia de crecimiento anterior, esto como consecuencia de que
los organismos internacionales y los propios gobiernos participan como importantes
competidores {con abundancia de productos genéricos o equivalentes), aunado a esto
también la presidn social y gubernamental sobre el control de los precios y la calidad de fos

medicamentos (1),

Por todo esto los fabricantes de medicamentes estan conscientes de su gran
responsabilidad tanto moral como social y tratan de manejar sus productos dentro de las

normas éticas y de calidad mas estrictas.

El papel de [a industria farmacéutica es proporcionar al paciente medicamentos que
tengan la pureza, concentracion, identidad, potencia e inocuidad requeridos para su uso y

por ¢llo se ha visto en la necesidad de contar con medios para asegurar que los produce {2).

Durante todo el proceso de fabricacién, los productos farmacéuticos deben contar
con un atto grado de calidad como ya se ha mencionado de manera tal que el producto finat
posea las caracteristicas fisicas, quimicas y analiticas especificadas. Ante tales
requerimientos, aumenta cada dia la necesidad de desarrollar mejores métodos de analisis

que nos permitan verificar dicha calidad.

El disefio de una formulacién cuyo principio activo es Ftalilsulfatiazol hace
necesario implementar la metodologia que permita cuantificar a dicho activo, y a la vez

establecer las mejores condiciones del analisis.

En ef presente trabajo después de establecer, las optimas condiciones de analisis, se

procede a fa validacion del método cuyo uso es de control de calidad.



De manera general ia validacion de un método incluye una evaluacién del Sistema,
y del Método;, asi como la Estabilidad de la muestra; dichos pardmetros fuerdn
considerados para el Método en estudio, por lo que se establecié que la metodologia

analitica da resultados confiables y reproducibles.

La validacion de métodos analiticos es parte fundamental det desarrollo en una
nueva formulacion y de la técnica de analisis en control de calidad de una forma
farmacéutica, ya que es durante esta secuencia en donde el quimico se da cuenta si el

estudio, cumple con los propdsitos para los cuales fue disefiado (3)



L ANTECEDENTES TEQRICOS

A. Fualilsulfatiazol

1. PROPIEDADES FiSICAS

a. Descripcién
Polvo cristalino con sabor ligeramente amargo.

b. Punto de Fysién
De 272 — 277 °C (descompone) cuando el punto de fusion es precalentado 2 220 - 225

°C en un bafio maria.

¢. Color

Blanco o ligeramente blanco amaritlento.

2. PROPIEDADES QUIMICAS

a. Foérmula minima
C17H13N3055; Peso molecuiar 403.4

b. Férmula estructural

CO:H

-

—

CONH SO;N S



¢. Espectro de Absorcién infrarroja

Los picos principales estan a 1532, 1142, 1084, 1710, 1583 y 1560 nm. Fig. No. 1
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FIGURA No. 1. ESPECTRO DE ABSORCION IR DE FTALILSULFATIAZCL (11).

3. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

a. Solubilidad

Ligeramente solubie en etanol (96 %} y acetona.
Facilmente soluble en dimetilformamida.

Facilmente soluble en NaOH o KOH.

Facilmente soluble en agua de amonio y HCL concentrado.
Practicamente insoluble en cloroformo y agua.

Practicamente insoluble en éter (4).



4. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

a. Origen y quimica,
Kilarer y Mietzsch en 1932 sintetizaron un colorante rojo, el Prontosil, ef cual fue

probado, pero se encontrd ineficaz contra las bacterias in vitro. En 1935 Domagk demostrd
que esta sustancia era sorprendentemente activa contra las infecciones estreptocdcicas
hemoliticas y de algunos otros tipos. Esto era debido a la conversion en el organismo det
Prontosil en sulfanilamida, la sustancia activa. Desde entonces, la molécula fue
quimicamente alterada uniéndole muchos radicales diferentes, por lo cuat ha ocurrido una
proliferacion de compuestos activos, tal vez 150 sulfonamidas diferentes han sido puestas
en ¢l mercado en un tiempo o en otro, estando proyectadas las modificaciones
principalmente para lograr mayor actividad antibacteriana, mayor solubilidad o accién mas
prolongada. El advenimiento de la penicilina primero y de otros antibiéticos después
disminuyé la utilidad de las sulfonamidas. Sin embargo la accion sinérgica de la
sulfonamida con el trimetoprim ha provocado vn enorme resurgimiento de éstas en todas
partes del mundo, ademas de su bajo costo y su eficacia en enfermedades bacterianas

comunes (5,6).

El término sulfonamida se emplea como un nombre genérico para los derivados de
la sulfanilamida. Todas son polvos cristalinos blancos, en su mayor parte poco solubles en
agua. Las sales sodicas solubles se preparan facifmente Los requerimientos quimicos
basicos y minimos para fa accion antibacteriana de una suifa estin contenidos en la
sulfanilamida (Fig. No. 2).



£1 grupo para-NH; es esencial para fa actividad bacteriana maxima, y puede ser sustituido
anicamente por los grupos quimicos que el huésped transforme en grupos amino libre. Las
sustituciones orto y meta - NH, practicamente carecen de actividad antibacteriana El
grupo sulfamilo ( -SO; NH; } no es esencial para la actividad antibacteriana, en su forma
original, pero el itomo de azufre si o es, y debe ligarse directamente con el anillo
bencénico El grupo sulfamilo es la fraccion mas importante de fa sulfanilamida y , por esta
razon, el nitrogeno de su NH; amidico es designado N, el nitrogeno de 1a fraccion para -

NH; recibe la designacion de N* (Fig. No. 2)

FIGURA No. 2. FORMULA ESTRUCTURAL DE SULFANILAMIDA (6).

En esta forma, la sustitucién a nivel de N’ da lugar a sulfonamidas de potente
actividad antimicrobiana, mientras que la sustitucion a nivet de N*y N'a fa vez da lugar a
drogas inactivas de por si y que deben desdoblarse en el organismo para perder el grupo
anido a N* y resultar activas Las sulfonamidas no absorbibles y que se utilizan para la
quimioterapia intestinal derivan en general del sulfatiazol — sustitucién en N'al que se
afiade un radical acido carboxilico sustitucién en N* de manera que se origina el

Ftalilsulfatiazol (Eftiazol), (6,7,8).
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FIGURA No.3 FORMACION DE FTALILSULFATIAZOL (7).



b. Mecanismo de accidn.

Las sulfonamidas son anilogos estructurales y antagonistas competitivos del dcido
para aminobenzoico (PABA) ver Fig. No. 4, evitando asi la utilizacion bacteriana normaf
de PABA para la sintesis de 4cido folico. En forma mas especifica los microorganismos
mas sensibles requieren PABA extracelular para formar acido folico, un paso esencial en la
produccion de las purinas y el Gitimo término de la sintesis de acidos nucleicos esencial
para el crecimiento y multiplicacion de las bacterias. Las sulfonamidas pueden entrar en la
reaccién en fugar del PABA, competir por la enzima dihidropteroato sintetasa y formar
anilogos no funcionales del acido folico (Fig No. 4), como resuftado del crecimiento
ulterior del microorganismo es impedido. Sin embargo, dicho crecimiento puede continuar
cuando la sutfonamida es desplazada por un exceso de PABA, o cuando se disocia de la

enzima, (5,6).

Acido p-aminobenzoice

Dihidropteroato e T Sulfonamidas (compiten
sintetasa con el PABA)
Y
Acido dihidrofélico
Dihidreofolato
sintetasa
h 4

Acido tetrahidrofélico

l

Purinas

v i

DNA

FIGURA No. 4. ACCIONES DE LAS SULFONAMIDAS (5).



Los mamiferos no sintetizan folatos, ya que son un constituyente indispensable de la
dieta y se absorben en el intestino y de ahi pasan a las células, en parte por difusién y en
parte por transporte activo. Sin embargo, algunas bacterias no pueden absorber folato del
medio en que crecen, y tienen que sintetizarfo. Estas diferencias metabolicas entre los

mamiferos y algunas bacterias rigen la toxicidad selectiva de las sulfonamidas.

Los microorganismos que no necesitan 4cido folico o que, como los mamiferos,
utilizan el cido folico preformado, no son sensibles a las sulfonamidas. Las suifonamidas
no matan directamente a las bacterias sensibles mas bien actian como bacteriostaticos.
Cuando se afladen a un cultivo de bacterias, se refrasan varias replicaciones celulares antes
que se detenga la multiplicacion. Este hecho se debe a que fas bacterias utilizan primero sus

depositos de acido folico preformado.

Como ya se menciono las sulfonamidas, son principalmente agentes bacteriostaticos
(Ftalilsulfatiazol actua como agente bacteriostdtico ) y se necesitan en forma esencial para
lograr mejoria clinica satisfactoria, que estén intactos los mecanismos de defensa celular y

humoral del huésped.

Algunas sulfonamidas pueden alcanzar concentraciones bactericidas in vivg, como

en vias urinarias después de la administracién de sulfas solubles, y en tejidos oculares,

después de la aplicacion focal de Ia sulfacetamida (7,9}.

¢. Espectro antibacteriano,
In vitro e in vive las sulfonamidas son activas sobre.

a) Cocos grampositivos
Streptococcus pyogenes
Estreptococo hemolitico beta.
Streptocogcus preumoniag o NEUMOCOCO.
Staphylococcus aureus.
Streptococcus viridans.



b} Bacilos grampositivos.
Bacillus anthracis.

El género Clostridium.

¢) Cocos gramnegativos.

Neisseria meningitis ¢ meningococo,
Pocas cepas de la Neisseria gonorrhoeae 6 gonocaco.

d) Bacilos grammegativos.
Escherichia coli 6 colibacilo.
Haemophilys influenzae,
Haemophilus ducreyi-chancroide,
Proteus mirabilis.

Proteus vulgaris.

Yersinia pestis.
Shigella - disenteria bacilar.

Salmonellas.

Brucella,

Klebsielia pneumoniae.
Enterobacter aerogenes.
Pseudomonas aeurigiosa

€) Actinomicetas.

Actinomyces israelii.

f) Clamidias.
Chlamydia psittaci.
Chlamydia trachomatis.
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En cambio no actilan sobre las espiroquetas, rickettsias y protozoarios salvo los

parasitos del paludismo y de la toxoplasmosis sobre los que tienen alguna accién in vive, o

sobre los virus {8). -

d. Absorcidn, destino y excrecion.
Las sulfonamidas se absorben con rapidez en el tracto gastrointestinal, se absorbe

alrededor del 70 al 100 % de una dosis oral y puede encontrarse sulfonamida en la orina 30
minutos después de su ingestion. Las sulfonamidas ingresan con rapidez en los liquidos
pleural, peritoneal, sinovial ocular y fluidos organicos similares, pudiendo alcanzar ahi, un

50 a 80 % de las concentraciones sanguineas determinadas en forma simultanea,

El intestino delgado es el sitio principal de absorcién pero parte del farmaco se
absorbe en el estdomago. La absorcion en otros lugares, como vagina, tracto respiratorio o
piel erosionada es variable y poco confiable, pero puede ingresar una cantidad suficiente en
el organismo como para causar reacciones tOxicas en las personas susceptibles o producir

sensibilizacion.

No hay acuerdo general en cuanto a los niveles de sulfonamidas en suero, y la
respuesta clinica, pero, en términos generales, los niveles que tienen eficacia en terapéutica
estan entre 5 a 15 mg/100 ml, se obtienen ficilmente con [as dosis corrientes de saturacion
y sostén. Todas las sulfonamidas se unen en grados variados a las proteinas plasmaticas, en
particular a la albimina. Esto esta determinado por la hidrofobicidad, de cada farmaco y su
pKa; a pH fisiologico, los firmacos con un pKa elevado exhiben un bajo grado de union

con las proteinas y viceversa. Las sulfonamidas suffen alteraciones metabdlicas ir vivo, en

especial en el higado, la sulfonamida N* acetilada es el derivado metabdlico principal, cada
agente sufre un grado diferente de acetilacion; este procese es desventajoso porque los
productos resultantes no tienen actividad antibacteriana y retienen las potencialidades

toxicas de la sustancia de origen.
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Parte de las sulfonamidas se excretan en forma inalterada y parte como productos
metabolicos. Se eliminan fundamentalmente en orina, pero hay alguna perdida por sudor,
lagrimas, saliva, leche y heces, que puede tener importancia terapéutica.

Las sulfas son metabolizadas por el rifion en forma similar a la urea. El glomérulo
filtra el farmaco libre y puede haber resorcion parcial. El glomérulo filtra derivados
acetilados, y dado que no hay resorcion tubular, surge una concentracion mayor del
farmaco acetilado, en comparacion con la forma libre, en tibulos renales, puede ser 15 a 25
veces de las que s¢ observan simultdneamente en plasma, lo cual explica la eficacia de las
sulfas en algunas infecciones de vias urinarias (6,7).

Ftalilsulfatiazol es una sulfonamida altamente insoluble lo que permite que estos
farmacos actien localmente en la luz del intestino, también se utiliza en la preparacion pre-
operatoria y post-operatoria de pacientes que requieren intervencion quirargica del tracto
intestina!. En cuanto a su biotransformacion Ftalilsulfatiazol a nivel del intestino sobre todo
en el colon es hidrolizado por bacterias a sulfatiazol que es la sustancia antimicrobiana
activa. La concentracién hematica de esta sulfonamida raras veces excede de (15 ug/ml),
sulfatiazol se metaboliza en el higado y en el rifién, por conjugacion esencialmente con el
acido acético, s¢ acetitan a nivel del nitrogeno aminico N* y dicha conjugacion se produce
por intermedio de la acetilasa que une a Ia acetilcoenzima A a la sulfonamida, fa mayor
cantidad de este farmaco es excretado en las heces y solamente el 5 % es eliminado por la

orina (7,8).

e. Resistencia Bacteriana

La resistencia bacteriana a las sulfonamidas se origina por mutacién y seleccién al
azar o por transferencia de la resistencia mediante plasmidos. Una vez que esta resistencia
alcanza su méximo desarrollo suele ser persistente e itreversible, en especial cuando se

produce in vive Asi el uso terapéutico generalizado de las sulfonamidas contra gonococos

y meningococos ha dado por resultado el surgimiento de cepas resistentes a las
sulfonamidas en todo el mundo. El extenso uso de las sulfonamidas contra los
estreptococos beta hemoliticos ayudo de manera semejante a la aparicion de cepas
resistentes.
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Es probable que la resistencia a las sulfonamidas sea fa consecuencia de una
alteracion de la constitucion enzimatica de la célula bacteriana; ella puede caracterizarse
por;  1). Una alteracion en la enzima que utiliza PABA, dihidropteroato sintetasa.

2). Un aumento de la capacidad para destruir o inactivar el farmaco.

3). Una via metabolica alternativa para la sintesis de un metabolito esencial.

4). Un aumento en la produccion de un metabolito esencia} 6 antagonista del

farmaco.

Esto ultimo mencionado ha recibido mayor atencion, ya que se ha observado por
¢jemplo, que algunos estafilococos resistentes pueden sintetizar 70 veces mas PABA que
las cepas originales sensibles. A pesar de ello, el aumento en la produccién de PABA no es

un hallazgo constante en las bacterias que son resistentes a las sulfonamidas (5,6).

f. Toxicidad

Las sulfonamidas pueden producir una extensa variedad de efectos adversos que en

parte se deben a la alergia y en parte a toxicidad directa.

Los efectos adversos mas comunes son fiebre; erupciones cuténeas,
fotosensibilidad, urticaria, niusea, vomito, diarrea y dificultades referibles al aparato
urinario. Otros incluyen estomatitis, conjuntivitis, artritis, franstornos hemopoyéticos,
hepatitis, dermatitis exfoliativa poliarteritis nodular, sindrome de Stevens-Jonhson, psicosis

y muchos mas.

A. Transtornos del aparato urinario: Las sulfonamidas pueden precipitar en la orina, a pH
neutro o acido produciendo cristaluria hematuria o aGn obstruccién. También se piensa que
las sulfonamidas causan varios tipos de nefrosis y nefritis alérgica, asi como deterioro dela

funcion renal.

B. Transtornos hematopoyéticos. Las sulfonamidas pueden producir anemia (hemolitica o

aplasica), granulocitopenia, trombocitopenia o reacciones leucemoides.
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Las sulfonamidas causan reacciones hemoliticas especialmente en pacientes cuyos
eritrocitos son deficientes en glucosa-6-fosfato deshidrogenada. Las sulfonamidas tomadas

cerca del fin del embarazo, aumentan e! riesgo de kernicterus en los recién nacidos (5).

g. Administracién o dosificacion,

1.viA BUCAL. Es el método mas facil, inocuo y econdmico para administrar
sulfonamidas. Los firmacos se absorben en forma rapida y casi total y en término de dos a
cuatro horas surgen los niveles sanguineos maximos. La administracion bucat de las
sulfonamidas de poca absorcién como es el caso de Ftalilsulfatiazol permite que estos
firmacos actien locaimente en la luz del intestino. La dosis de Ftalilsuifatiazol para
tratamiento pie-operatorio y post-operatorio inicialmente es de 125 mg/Kg. de peso
corporal, después 125 mg/Kg. diariamente en 3, 0 4 0 6 dosis. La dosis diaria no debe de
exceder de 8 gramos. Para colitis ulcerativa: la dosis usual es de 50 a 100 mg/Kg. de peso
corporal diariamente dividida en 3 a 6 dosis. El curso inicial de 2 a 4 semanas es seguido

por un periodo de 5 a 10 dias. Ftalilsulfatiazol se expende en tabletas de 500 mg y delg

2. ADMINISTRACION PARENTERAL. Si no es posible la administracion bucal, cabe
inyectar por via parenteral las sales sddicas solubles de las sulfonamidas. Se prefiere el
goteo intravenoso lento a la inyeccion subcutdnea intramuscular, porque las sulfonamidas
sodicas son muy irmitantes para fos ojos. Por sus propiedades irritantes las sulfas nunca

deben ser inyectadas por via intrarraquidea

3. APLICACION TOPICA La aplicacion local de las cremas y pomadas a base de sulfas y
otros preparados deben reservarse para el saco conjuntival, conducto auditivo y la vagina
Se evitara la aplicacion de Jos productos en otros sitios, dado que su empleo conlleva

considerable riesgo de generar reacciones de sensibilidad (7,8,10).
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A. Tabletas
1. DEFINICION
La tableta es una forma farmacéutica solida, de dosificacion unitaria. Se obtiene por

comprension a partir de polvos secos, cristales o granulados y, en la mayoria de las veces

con adicion de coadyuvantes (12).

2, COMPONENTES

a. Diluyentes
Un diluyente es una sustancia inerte para aumentar el volumen de una tableta,

cuando la dosis Ginica del principio activo es muy pequefia y de eata manera tenga un
tamafio practico para comprimirla. Algunos diluyentes son: lactosa, almidon, manitol,

sorbitol, celulosa microcristalina, sacarosa, etc. ( 12, 13).

b. Aglutinantes
Son excipientes que imparten cohesividad a los polvos, aglutinindolos para la

formacion de granulos Los aglutinantes o cohesivos dan a ta formulacion de la tableta
una cohesividad que asegura que la tableta se mantenga intacta después de comprimiria y
mejora las cualidades de fluidez mediante la formulacion de granulos de la dureza y tamafio
que se desea. Los materiales que se suelen usar como cohesivos son: almidon, gelatina y

aziicares como sacarosa, glucosa , dextrosa, melaza y lactosa (13).

c. Desintegrantes
Es toda sustancia o mezcla de sustancias que se afiade a una tableta para facilitar su

disgregacion 6 desintegracion después de administrarla. Existen tres teorias principales
que explican el mecanismo de desintegracion.
1). Hirchamiento de granulos
15



2). Accion capitar y porosidad.

3). Deformacion de granulos bajo presion (13,17).

d. Lubricantes

Los lubricantes tienen 3 funciones y se describen a continuacion.

1). Funcién lubricante. Reduce la friccion  entre el granulado y la pared de la
matriz durante la compresioén y la eyeccién facilitando el juego mecanico entre punzon y
matniz evitando posibles desgastes de éstos.

2). Funcién antiadherente. Previene que el material se peque a los punzones y a la
pared de la matriz.

3). Funcién deslizante, Optimiza las caracteristicas del flujo del granulado.

Algunos lubricantes son: estedrato de magnesio, acido estesrico, talco, acido borico,
carbowxr 4000 y 6000, cloruro de sodio y lauril sulfato de sodio, almidén de maiz, silica
coloidal y ceras de alto punto de fusion (13,17).

e. Agentes colorantes
Son sustancias que confieren color a las tabletas haciendo su presentacion mas

agradable . Los colores disponibles en el mercado para la manufactura de tabletas se
regulan por las autoridades de cada pais, que son fas que determinan que colorantes pueden

emplearse y recomiendan los limites para algunos de ellos (13).

f. Saborizantes y edulcorantes
En la manufactura de tabletas comprimidas los saborizantes se agregan para

impartir sabor a las tabletas masticables, fos edulcorantes son saborizantes que imparten
sabor dulce a la formulacion. Se agregan a tabletas masticables cuando los vehiculos que
cvominmente se usan como manitol, lactosa, sacarosa y dextrosa no tienen ¢l poder
suficiente de enmascarar saborres objetables. Algunos edulcorantes son: manitol, sacarina,

glicirrizinato de amonio, 4cido citrico monchidratado, ctc (13).
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3. CARACTERISTICAS FISICAS

Una tableta presenta las siguientes caracteristicas fisicas: Forma, Color, Dureza,
Espesor, Peso, Friabilidad, Uniformidad de contenido, Disolucién, y Desintegracion

(14,15).
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C. Espectrofotometria,

1. DEFINICION.

La espectrofotometria de absorcion, con frecuencia llamada simplemente
espectrofolometria, se basa en la absorcion de la luz visible o de otro tipo de energia
radiante por una solucion. La cantidad de energia radiante absorbida es proporcional a la
concentracion del material en la solucién que realiza la absorcion midiendo la absorcion de
la luz o de otro tipo de energia radiante es posible determinar cuantitativamente la cantidad
de sustancia absorbente presente. El anélisis colorimétrico, es la determinacion cuantitativa

de una sustancia colorida basandose en su capacidad para absorber la luz.

En los métodos fotométricos se mide la radiacion de los rayos de luz incidente y luz
transmitida u otro tipo de energia radiante, empleando un detector, del tipo de las
fotoceldas. Cuando esta relacion se mide a una longitud de onda determinada, el método

analitico se denomina espectrofotométrico

Los métodos espectrofotométricos no se limitan al uso de la luz visible, sino que
también incluyen a aquelios que emplean energia radiante de otras regiones del espectro

electromagnético con el ultravioleta o el infrarrojo (18).

2. ABSORCION DE LA ENERGIA RADIANTE .

a. Propiedades de la radiacién electromagnética
La radiacion electromagnética es un tipo de energia que se transmite por ef espacio a

enormes velocidades. Adopta muchas formas, siendo las mas facilmente reconocibles la luz
y el calor radiante Otros tipos de fuz son los rayos X, luz ultravioleta, microondas y
radiaciones de radio. A muchas de las propiedades de la radiacion electromagnética, se les
adscribe una naturaleza ondulatoria a su propagacion y se describen estas ondas con

parametros como velocidad, frecuencia, longitud de onda y amplitud.
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£l modelo ondulatorio para la realizacién no explica completamente los fenémenos
asociados con la absorcién o la emision de energia radiante, para estos procesos es
necesario considerar la radiacion electromagnética como particulas discretas de energia y
llamadas fotones. La refraccidén y la difraccion y otros efectos Opticos de la radiacion
electromagnética se explican por la naturaleza ondulatoria de la luz. La energia radiante, al
viajar por el espacio, se considera una perturbacion peritdica con componentes eléctricos y
magnéticos que pueden interaccionar con la materia. En la figura Sa, se observa la variacién
del componente eléctrico vibrando y polarizado en el plano del papel.

En la Figura 5b, se observan las direcciones de vibracion en un rayo de luz
nopolarizado, formado por varias ondas. La combinacion de la vibracitn y la propagacion

hace que la energia radiante tenga movimiento ondulatorio.

Vibracion Direccion de fa
propagacion

PN AN
VARV

Longitud de la onda

(a)

Direccion de la
propagacion

>

Las direcciones de la vibracién son
perpendiculares a la direccion de
Ia propagacion

(b)

FIGURA Neo. 5 MOVIMIENTO ONDULATORIO DE LA LUZ (18).
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Las ondas de energia radiante pueden describirse en términos de la fongitud de onda
o de Ia frecuencia, que es el nimero de ondas que pasan por un punto de ta unidad de
tiempo:
AvV=C

Donde:

A: Es la longitud de onda en centimetros.
V- Es la frecuencia en Sec™
C: Es la velocidad de la luz 2.998 x 10™ canss.

Efecto fotoeléctrico. Es el desprendimiento de electrones en la superficic de un
metal cuando choca contra ella alguna radiacion electromagnética, también se explica en

términos de la naturaleza de particulas de fa energia radiante.

Un rayo de energia radiante se considera que esta constituido por varias.particulas
(fotones), y cada foton tiene una energia igual 2 hv. La energia radiante se relaciona con la

frecuencia mediante Ia siguiente ecuacion:

E=hv

Donde:

E: Es la energia en ergios de una unidad de luz Hamada foton.
v; Es la frecuencia en ciclos por segundo.

h: Es la constante de Planck 6.62 x 107 ergios —s.

En esta ecuacion se observa que Ia energia de la luz es proporcional a la frecuencia.
Por consiguiente, la longitud de onda es inversamente proporcional a la frecuencia, también

es inversamente proporcional a fa energia (18,19).

A aumenta

E disminuye
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Longitudes de onda

b, Elespectro electromagnético.
Los cuerpos luminosos, como el sol o una lampara eléctrica emiten un amplio

espectro que comprende muchas longitudes de onda. Aquellas longitudes de onda que estan
asociadas con la luz visible son capaces de afectar la retina del ojo humano y con elio dan
origen a las impresiones subjetivas de la visién Pero gran parte de 1a radiacion que emiten
los cuerpos calientes cae fuera de la region donde el ojo es sensible: hablamos de las
regiones de ultravioleta e infrarrojo que caen en ambos lados de la regién visible. El

espectro electromagnético completo esta clasificado como se muestra en la Figura No. 6.

Microondas

Lejano infrarojo

10pum —r= Disminucidn
de la longitud
1um
(am) 1000 nm —| Cercano infrarcjo de onda

%/////%2’} . Visible

Cercano ultravioleta

100 ¢ m—
Ultravioleta vacio

Rayos X v

Rayos X, rayos gamma

'FIGURA No. 6 EL ESPECTRO ELECTROMAGNETICO (18).
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La fuz es la energia radiante en la region espectral visible para el ojo humano
normal. El intervaio de longitud de onda de la luz es aproximadamente de 380 a 750 nm,
como puede verse en la Figura No 6. Obsérvese que {a luz visible ocupa solo una regién
muy pequeiia del espectro electromagnético. La radiacién ultravioleta abarca el intervalo
espectral desde 10 hasta 380 nm aproximadamente, pero la region que se emplea en el
andlisis espectrofotométrico generalmente se limita al intervalo de 200 a 380 nm, la
radiacion infrarroja abarca el intervalo espectral de 0.75 a 300 um aproximadamente, pero

el que s¢ emplea mis comanmente en el analisis s de 2.5 a 25 um (18,20).

c. El proceso de absorcién,
Una sustancia absorbe Iuz solo cuando la energia de dicha luz corresponde a la

energia necesaria para ocasionar algin cambio en la molécula quimica. Por lo tanto, se
absorbera {uz de energia y longitud de onda determinada, y no se absorbera la luz de otras
longitudes de onda. Los cambios en una molécula ocasionados por absorcion de luz pueden
ser electronicos (la molécula posee energia electronica, fa cual es potencial asociado con la
distribucion de las cargas eléctricas negativas en los niicleos de los Atomos con carga
positiva), vibracionales, (los atomos se mueven pertddicamente uno con respecto a otio, en
sus posiciones de equilibrio) y rotacionales (la molécufa puede rotar en varios ejes)

Se necesita una radiacion de energia mis alta para que se efectien transiciones
rotacionales o vibracionales Por lo tanto las transiciones electronicas son ocasionadas por
absorcion de la luz ultravioleta y visible, en tanto que los cambios rotacionales y
vibracionales son ocasionados por la absorcién de radiacion infrarroja o de longitud de
onda mayor.

Cuando se irradia una solucion con luz policromatica (luz de muchas longitudes de
onda), se absorberd la huz de determinadas longitudes, mientras que la fuz de ofras
longitudes pasard a través de la solucion, con respecio al color de la solucion (region

visible), un color que corresponde a las longitudes de onda que la solucion no absorbe
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Dicho de otra forma, el color que vemos es el color complementario del color de la
luz que se absorbe. Por ejemplo, si una solucion absorbe luz de la region azul del espectro
(a 475 nm aproximadamente), el color visible de la solucion es e amarillo, que es el color
complementario del azul (18). Las longitudes de onda aproximadas de los colores de la lux

visible, son las siguientes:

Color qu
Absorbe

Ondanm

400435

Allo - Verde

435480 Azul Amarillo
480-490 Verde — Azul Anaranjado
490-500 Azul — Verde Rojo
S00-560 Verde Pirpura
860-580 Amarillo - Verde Violeta
580-595 Amarillo Azul

595-610 Anaranjado Verde — Azul
610-750 Rojo Azul — Verde

TABLA No. 1 COLORES COMPLEMENTARIOS DE LA LUZ VISIBLE.

3. LEY DE BEER.

La ley fundamental en la que se basa el método espectrofotométrico es la de
Bounger ~ Beer o Ley de Lambert y Beer, que a menudo suele llamarse Ley de Beer Antes
de describir esta ley, se tratara de presentar ¢l flujo de fotones a través de la celda
espectrofotométrica que contiene una solucién. Para comenzar, en una celda
espectrofotométrica se coloca una solucién que contiene una sustancia quimica y se inserta
en el, espectrofotometro. Varias longitudes de onda de radiacion se hacen incidir sobre la
solucion de la celda. En la Figura No. 7 se representa la forma en que los haces de fotones
de dos diferentes longitudes de onda pasan a través de la solucion. A una longitud de onda

como la longitud de onda x la solucion absorbe parte de los fotones que inciden sobre ella,
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Como se muestra en la figura, aproximadamente se absorbe la mitad de los fotones
y la mitad pasa a través de [a solucion. El nimero de fotones de un haz que pasa por un
punto dado por unidad de tiempo recibe el nombre de poder radiante del haz. El poder
radiante del haz que incide sobre la solucion es Po, y el que transmite la solucion es P, a la
longitud de onda x Poes aproximadamente el doble de P. La solucion no absorberé a otras
longitudes de onda, tal como la longitud de onda y. Adviértase que Po es igual a P a esta
longitud de onda (18,21).

(Po-P)

Px

(Po)!-——- v o e mm foal] = e mm ey en - o o)

<~ b"’ detector

(PO)Y — — e = e vm e e = wr =T o e

RLLE

Figura 7. Diagrama esquemdtico de la celda de un especirofotémetro la cual conftene una
solucién que absorbe radiacién a la longitud de onda x, pero no a la longitud de onda y. b simbuoliza la
fongitud interna de la celda. El poder radiante de todo haz que incide sobre la solucion es Po, el poder
radiante de todo haz que transmifte la solucidn (v que incide sobre ¢l defector de valvula electronica) es P. el

poder radiante de la rediacion absorbida es (Po - P) (21).

Concretando la Ley de Beer establece que la cantidad de [uz o energia ultravioleta o
infrarroja absorbida o transmitida por una solucion es una funcion exponencial de la
concentracion de sustancia absorbente presente y de la longitud de la trayectoria hacia la
muestra. El simbolo que suele emplearse para representar la longitud de la trayectoria de
una solucion es b, como se muestra en fa Figura No. 7, b es también la longitud interna de

fa celda. El simbolo habitual para la concentracidn es c.



Si la concentracion c, de una solucion esta dada en términos de molaridad, La Ley

de Beer proporciona la relacion entre A y ¢ segan:

A=¢€bc

Donde b se da en cm y € es una constante de proporcionalidad que se conoce como
absorptividad molar. Las dimensiones de € son siempre cm” m” o 1 o mol™ cm’
Hipotéticamente hablando e es la absorbencia de una sofucién 1 M en una celda de | cm
Si ia concentracion esta dada en otras unidades diferentes de 1a molaridad, la Ley de Beer

se enuncia en la forma:
A=abc

Donde la constante de proporcionalidad se simboliza con la <<a>> y recibe el
nombre de absorptividad. Las unidades de a dependen de la unidad de concentracion
empleada. Si ¢ esta en g/L, las dimensiones deason 1 e g" om (18,21).

Las formas mds usuales de la Ley de Beer som

Po Po
log — =abc ~log—=ab
g P og 7 abc
A=abc(1) —log T =abc(2)
A=log Po = gbsorbancia T = £ transmitancia
P Po
Donde:

Po: Energia radiante incidente.

P: Energia radiante transmitida.

a: absorptividad 1 e g em™.

b: Longitud interna de la ceida cm.
c: Concentracion de la solucién g/1..
A: Absorbancia.

T: Transmitancia.
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Si la concentracion ¢, de una solucion esta dada en términos de molaridad, la Ley de

Beer se expresa:

Donde:

A- Absorbancia

e Constante de proporcionalidad (absorptividad molar 1 ¢ mol ' cm ).
b: Longitud interna de la celda en cm.

¢: Concentracion de la solucion mol/litro.

La Transmitanciaz - .~ , es sencillamente la fraccion de la energia incidente que

——y

Po

es transmitida por una muestra, El por ciento de Transmitancia, %7 =(P/Po}100 , s¢

utiliza mucho si A=log (Pa/P)Y T =P/Po ,entonces 4 =1log (L/T) .

Sabemos que la absorbancia es directamente proporcional a la conceniracion, €s
claro que la transmitancia no lo es; para obtener una gréfica lineal debemos graficar log T

contra ¢.

La Ley de Beer se aplica solo para la radiacion monocromatica y en donde la
naturaleza de la especie absorbente permanece constante en el rango de concentracion en

cuestion {(20).

4, CLASIFICACION

a. Espectrofotometria vitravioleta.
Muchos iones y moléculas que tienen dobles ligaduras y que pueden presentarse

como hibridos de resonancia de distintas estructuras, absorben radiaciones ultravioleta en la

regién de 200 — 400 nm
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Aunque algunas sustancias inorginicas absorben radiaciones ultravioleta, la
principal aplicacion de la espectrofotometria del ultravioleta es la determinacion de
compuestos aromaticos (compuestos que contienen un benceno y otro anillo aromatico) y

de compuestos gue tienen dobles ligaduras conjugadas.

Ejemplos de compuestos con dobles ligaduras conjugadas son el butadieno y las
cetonas a, B, insaturadas, mediante la espectrofotometria uitravioleta se pueden determinar
cantidades extremadamente pequeiias de dichas sustancias. Los espectros del ultravioleta al
igual que los del visible pueden ser muy sencillos. Con frecuencia un espectro del
ultravioleta tendra solamente uno o dos picos de absorcién anchos, en la region de 200 a

400 nm {18).

b. Espectrofotometria visible,
La espectrofotometria visible es una importante técnica para determinar compuestos

organicos de muchas clases y para [a mayoria de los elementos. Abarca e! intervalo de
longitud de onda de la luz de 380 a 750 nm, la luz visible ocupa solo una region muy
pequefia del espectro electromagnético. Los métodos que se basan en la absorcion de la fuz
visible sirven para determinar constituyentes de las muestras; desde cantidades minimas
hasta cantidades del 1% aproximadamente. Una forma de analizar en espectrofotometria es
empleando el color natural del compuesto, por ejemplo sustancias como el permanganato,
el dicromato, etc., son muy coloridas y se pueden determinar con facilidad. Los iones ©
moléculas que presentan poco o ningan color natural pueden determinarse después de
hacerlas reaccionar con un reactivo apropiado que las convierta en un compuesto colorido.

La concentracion del ion o compuesto se determina midiendo la absorcién de la luz (i8).

5. MEDICION DE LA ABSORCION DE ENERGIA RADIANTE

A T r A e I e A

Un espectrofotometro es un instrumento para medir la Transmitancia o la
absorbancia de una muestra en funcién de una longitud de onda determinada; también se

puede realizar las mediciones de una serie de muestras de una sola longitud de onda
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Los componentes esenciales de un espectrofotdmetro se presentan de manera
esquemtica en la Figura 8, y son las siguientes:
1} Una fuente de energia radiante continua que cubre Ja region del espectro en la cual opera
el instrumento.
2) Un monocromador, que es una parte del instrumento que afsla una banda angosta de
tongitud de onda de todo e espectro emitido por la fuente (no alcanza 2 obtener una estricta
monocromacion).
3} Un recipiente para la muestra.
4) Un detector; que es un transductor que convierte la energia radiante en una seiial
eléctrica.
5) Un amplificador y un circuito asociado que traduce la sefial elécirica a la lectura
apropiada.
6) Un sistema de lectura de la medicion que pone de manifiesto la magnitud de la sefial

eléctrica (20).

Parte dptica

Fuente Monocromailor Muestra pl Detector

¢ ¢
]
& é eléctrica
C

Amplificador

Graficador

FIGURA No. 8. COMPONENTES DE UN ESPECTROFOTOMETRO (20).



FUENTE: La fuente de energia radiante para la region visible del espectro, asi como
para el infrarrojo cercano y el ultravioleta cercano, es una lampara incandescente con un
filamento de tungsteno el cual es util en el rango de 325 0 350 nm a 3 um. Por debajo de
los 350 nm, la potencia de una lampara de tungsteno es inadecuada para los
espectrofotometros y se debe de emplear una fuente diferente. La més comuin es un tubo de
descarga de hidrégeno (o deuterio) el cudl se utiliza de 1752 375 6 400 nm. La cubierta es
de vidrio, pero para que pase la radiaciéﬁ ultravioleta esta provista de una ventana de

cuarzo.

MONOCROMADOR: Luego de su paso a través de la abertura de entrada la cual_ sirve
para definir su trayectoria, la radiacién de la fuente entra a algin tipo de monocromador.
Se emplea para seleccionar la(s) longitud(es) de onda deseada(s) del amplio intervalo de
onda gue emite la fuente en las mediciones de absorcién Se emplean prismas o rejillas de

difraccion.

PRISMA: Funciona como cromador por medio de la refraccién de la luz. Las diferentes
longitudes de la luz se desvian a diferentes grados conforme viajan a través de un prisma.
El prisma es un monocromador adecuado y es posible utilizario en un espectrofotometro
para obtener un espectro de absorcion Los espectrofotdmetros que abarcan principalmente
Ia regién visible del espectro tienen prismas de vidrio, mientras que el cuarzo es el material
del prisma de los instrumentos que abarcan el ultravioleta y ¢l infrarrojo cercano, asi como

el visible.,

REJILIA DE DIFRACCION: Una rejitla de difraccion (reflexion) se hace trazando un

gran niimero de lineas paralelas sobre [a superficie pulida de un metal como el aluminio,

cuando esta superficie refleja Ia luz, 1a que choca con las rayas se dirpersa, mientras que la
que llega a las porciones sin rayas se refleja en forma normal y actuin como fuentes
individuales de luz cuando se sobreponen las ondas de estas fientes se establece un patron
de referencia que da como resultado la dispersion de la luz reflejada en las longitudes de
onda que la componen La rejilla es un buen monocromador.
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La longitud de onda se obtiene fijandola en el cuadrante. Su anchura de banda es
constante en todo el intervalo de longitud de onda. En casi todos los espectros se emplean

rejillas.

CELDA: Para la region ultravioleta y visible la celda es de tipo rectangular con una
longitud y una anchura de 1.00 ¢m, de modo que la longitud interior de la celda siempre es
1.00 cm Las celdas que se emplean en a region visible pueden estar hechas de vidrio
borosilicato de calidad Gptica. Las celdas para la region ultravioleta estan hechas de silice
fundido comin que da transparencias de 100 - 220 nm. El cuarzo puro o el silice sintético

pueden utilizarse por debajo de 180 nin para esta region.

DETECTOR: Luego de que la radiacion no absorbida ha pasado a través de la celda de ia
muestra, incide sobre algin tipo de detector. El detector convierte la energia radiante en
comiente eléctrica o voltaje la cual puede medirse con facitidad.

Hay 5 tipos de detectores: 1). La valvula fotoelectronica, 2). El fotodiodo de silicio, 3). La

valvula multiplicadora foroeléctrica, 4). El bolometro y 5). El termopar.

1). La wilvala fotoelectronica. Es una valvula con una cubierta de vidrio o cuarzo que

contiene un citodo y un dnodo. Se utiliza en la regi6n visible y ultravioleta.

2). Ef fotodiodo de sificio. Es un detector de estado solido (transistorizado) , produce un

potencial en lugar de una corriente. Los fotodiodos sensibles al ultravioleta abarcan de 200

— 1100 nm

3} La wihwula_fotoelectronica multiplicadora.  incorpora a varias etapas de la

amplificacion directamente dentro de la valvula por medio de dinodos Es mas costoso que

la valvula fotoelectronica y se utiliza en espectros mas caros.

4). Ll bolometro es un detector térmico, es decir un resistor sensible a la temperatura que
consta de 2 hojas metalicas delgadas o resistencias térmicas. Se utiliza en el infrarrojo.
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5). Termopar. Es un detector térmico que convierte el calor a una sefial eléctrica. Se

utiliza en el infrarrojo.

GRAFICADOR, FEl indicador de sefial de la mayor parte de los instrumentos para
mediciones de absorcion posee una escala lineal que abarca de 0 a 100 unidades . Pueden
obtenerse lecturas directas de porcentaje de transmitancia ajustando primero el indicador
para leer O cuando se bloguea la radiacion del detector por un interruptor. Se Heva entonces
el indicador a 100, haciendo pasar el haz por el disolvente e incidiendo en el detector , este
ajuste se logra haciendo variar la intensidad de la fuente. Sin duda, puede escribirse una
escala logaritmica en el indicador para hacer lecturas directas de absorbancia. La
naturaleza y la complejidad de los distintos componentes de los instrumentos de absorcion
varian segin Ia region de longitud de onda, pero cualquiera que sea e grado de complejidad

la funcién del componente es fa misma (19).

6. DESVIACIONES DE LA LEY DE BEER.

Cada especie absorbente tendrd su propia constante de absortividad molar € a
cualquier longitud de onda determinada, y en general ésta serd diferente de la de cualquier
otra especie absorbente. Por ejemplo, los iones dicromato y cromato, ambos de los cuales
son formas de cromo (IV) tienen absortividades molares distintas, a cualquier longitud de
onda. Se obtendra una curva de calibracion lineal cuando toda ia sustancia absorbente esté
presente en la misma forma quimica o cuando la proporcion relativa de dos o mds especies
quimicas no varie con la concentracion. Se producen desviaciones de la linealidad cuando

la proporcién de especies absorbentes distintas varia con la concentracion

Pueden haber desviaciones de la Ley de Beer cuando existen atracciones
intermoleculares, disociaciones y asociaciones dependientes de la concentracion reacciones
con ¢l disolvente o con iones de hidrogeno, o formacion de iones complejos con nimero
variable de ligandos.
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La Ley de Beer describe bien el comportamiento de absorcién de soluciones
diluidas solamente ; en este sentido es una Ley limitativa . En altas concentraciones la
distancia media entre las especies que causan la absorcion disminuye hasta ef punto en que
cada una afecta a la distribucion de carga de las moléculas adyacentes. Esta interaccion a su
vez, puede alterar su capacidad para absorber una longitud de radiacion dada Puesto que el
grado de interaccion depende de la concentracion , la ocutrencia de este ferdmeno causa
desviaciones de Ia relacion lineal entre absorbancia y concentracion (18,19).

Hay sistemas que tienen un “buen comportamiento guimico” y pueden presentar
desviaciones de la Ley de Beer debido a las caracteristicas de los instrumentos que se
utilizan para medir los valores de absorbancia. Algunas desviaciones eran el resultado de
efectos de fatiga de los detectores, falta de linealidad de los amplificadores y de los
instrumentos en donde se realizaba Ia lectura de la medicién y también de la inestabilidad
de las fuentes de energia radiante. Estos problemas se han resuelto en gran parte con el uso

de instrumentos mas modernos.

Como se sabe la Ley de Beer exige la radiacion monocromatica, debido a que los
valores de e (absorptividad molar) dependen de la longitud de onda, los valores medidos
de la absorbancia reflejan Ia distribucién de la longitud de onda de la radiacion, la cual en
un espectrofotometro en la practica nunca es estrictamente monocromatica. Pensemos en
una solucion dividida en una serie de capas imaginarias de igual espesor. Ahora, si una
radiacién policromatica pasa a través de la primera capa, las longitudes de onda que se

absorben mas son sustraidos del haz en mayor grado que los demas.

Por esto la radiacidn que choca con la segunda capa contiene mayor cantidad de las
longitudes de onda menos absorbidas y esta segunda capa no absorbera la misma fraccion
de radiacion incidente gue absorbi¢ la primera capa. Puesto que la Ley de Beer establece
que cada una de las capas abosorbera una fraccion igual, en esta situacion resulta una clara

desviacion de esta Ley (20).
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D. Validacifn.

La validacién de un método analitico es el proceso por el cual queda establecido,
mediante estudios experimentales que su capacidad satisface los requisitos para las
aplicaciones analiticas deseadas. Esta capacidad se expresa en términos de parametros
analiticos.

Considerando la variedad de métodos, existen diferentes esquemas de validacion.

1. Métodos analiticos de control de calidad para cuantificar los componentes principales
de sustancias a granel o principios activos (incluyendo conservadores) en productos
farmacéuticos terminados.

2. Métodos analiticos indicadores de estabilidad para determinar impurezas en
sustancias a granel o compuestos de degradacion en productos farmacéuticos

terminados.

3. Métodos analiticos para biodisponibilidad, en donde se determina las caracteristicas

fisicas por ejemplo, disolucion y liberacion del principio activo.

4. Revalidacion de métodos. Una variacion en ¢l método actual de uso deberd

documentarse y sujetarse a una validacion adecuada (22).
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siguiente tabla.

Los parametros a evaluar dependiendo de la aplicacion del método se muestran en fa

indicadores de Estabilidad

Revalidacion de! Método

Parimetro

Controt

Calidad

Bajas
Concentracioncs

Allas
Concentraciones

Biodisponibilidad

Sin cambio en
condicioncs de
operacion

Con cambio en
condiciones de
operacion

Linearidad
y precision
del sistema

X

X

X

X

X

Limite de
Deteccibn

Limite de
cuantificacion

Exactitud y
Repetibilidad
Al 100%

Lincaridad
Del método

Precisidn
Reproducibilidad

Especificidad
(controf de
calidad)

Especificidad
(Estabilidad)

Tolerancia
Dei sistema

Estabilidad
De la muestra

X

TABLA II. DETERMINACIONES QUE SE EVALUAN EN DIFERENTES TIPOS DE METODO (22).

1. DEFINICIONES.

a.

Linealidad.

Es la habilidad que tiene el sistema, equipo, reactivos, €tc., o el método para

asegurar que los resultados analiticos son proporcionales a la concentracion de {a sustancia

dentro de un rango determinado (3).
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b. Precisign.
Es el grado de concordancia entre resultados amaliticos individuales cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes muestreos de una muestra homogénea

del producto. Se refiere a la semejanza de andlisis sobre una misma muestra.

Se expresa cominmente en términos de desviacion estandar de una serie de
resultados sobre una misma muestra o del coeficiente de variacion.
La precision es una medida del grado de reproducibilidad y/o repetibilidad del

método analitico bajo las condiciones normales de operacion (3)

¢. Especificidad o interferenicias
Es la habilidad de un método analitico para obtener respuesta debida unicamente a

Ia sustancia de interés y no a otros componentes de la muestra. Idealmente, para gue un
compuesto se¢ pueda medir no debe haber interferencia de materiales: sobre todo de
excipientes. Indica el grado de interferencia o la ausencia de esta cuando se analizan

mezclas complejas (3).

d. Exactitud.

Es la concordancia que existe entre los datos obtenidos por el método, y el valor real
esperado (100%), se expresa como el % de recobro obtenido del analisis de muestras a las

que se les ha adicionado cantidades conocidas del principio activo (placebos cargados) (3).

e. Estabilidad de 1a muesira.

Es la propiedad de la muestra preparada para su cuantificacidn de conservar su
integridad fisicoquimica y la concentracion de la sustancia de interés, después de

almacenarse durante un tiempo determinado bajo condiciones especificas (3).
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2. DETERMINACIONES.

a, Linealidad del sistema,
Se determina construyendo una curva de calibracion de una misma solucién
estandar utilizando cuando menos cinco niveles y haciendo analisis por triplicado para cada

uno de los niveles establecidos, el nivel central debe de comesponder al 100% de la

concentracion esperada (3).

De los resultados obtenidos caleular los siguientes parametros.

Media X
Desviacion Estandar s
Coeficiente de variacion cy
Pendiente B
Ordenada al origen A
Coeficiente de correlacion lineal R
Cocficiente de determinacion R

Criterio de aceptacién

CV < 1.5%
R = 099
R® > 098
A = 000
B = 100
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b. Precision del sistema.

Se determina por el anélisis minimo de seis muestras obtenidas de una misma
solucion estandar correspondiente al 100% establecido en la linealidad del sistema, con los

datos obtenidos se calcula (3).

Media X
Desviacitn estandar 5
Coeficiente de variacion cv

Criterio de aceptacién.

CV < 1.5%

¢. Linealidad del método,
Se determina con placebos adicionales al principio activo (placebos cargados) cada
uno de manera independiente, se realiza con cinco niveles de concentracion que
comresponden al 80, 90, 100, 110, y 120 % del valor esperado, haciendo analisis por

triplicado para cada uno de los niveles estabiecidos.

Las concentraciones de los placebos cargados deben ser las adecuadas para que,
utilizado el método propuesto las concentraciones en las soluciones finales a analizar estén
dentro del intervalo para la linealidad def sistema incluyendo siempre la correspondiente af
100%. La amplitud de este estudio dependerd del uso y aplicacion del método, por
ejemplo., control de calidad, estudios de estabilidad, etc y se llevard a cabo por un mismo

analista en las mismas condiciones de operacion (3).
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De los resultados obtenidos calcular los siguientes parametros:

Media X
Desviacion estandar s
Coeficiente de Variacion v
Pendiente B
Ordenada al origen A
Coeficiente de correlacion lineal

Coeficiente de determinacion R

Criterio de aceptacion.

R = 099
R*> 098
A = 000
B = 100

CV para métodos espectrofotométricos es del 3%.

d. Precision del método.

1) Reproducibilidad.
Se determina de una muestra homogénea del producto al 100% de la concentracion

teorica, analizada cuando menos por dos analistas, en dos dias diferentes y por triplicado

3).

2) Repetibilidad.

Este parametro se cuantifica con los datos obtenidos en la exactitud del método.
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De {os resultados obtenidos calcular los siguientes parametros:

Media X
Coeficiente de variacion cv
Desviacion estandar $

F de calculo

Criterio de aceptacioén.
El coeficiente de variacion total debe de cumplir con los siguientes criterios:

METODO CvV,
Cromatograificos < 2%
Quimicos < 3%
Espectrofotométricos < 3%

< 5%

Microbiologicos
TABLA III. VALORES DE CV PARA LA PRECISION DEL METODO (3).

Para la F de cileulo obtenida de Ia tabla de ANADEVA,
Fandlista ¥, =<  Fiablas Fgla,gld; 0.05
F dia Fa < F tablas F gld, gle; 0.05

¢. Especificidad.
£l parametro de especificidad se realiza dependiendo de el tipo de método ya sea

para control de calidad ¢ indicativo de estabilidad.
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1) Especificidad para métodos de control de calidad.

El método s¢ enfrenta a:

— Analizar piacebos del producto.

— Identificar las respuestas del (los) activo (s), y si procede, de los expedientes y/o

de otras sustancias presentes.

Criterio de aceptacidn.
Confirmar que el método propuesto sea capaz de separar la sustancia de interés de

cualquier interferencia presenie.

En caso de contar con los posibles preductos de degradacién preparar muestras con

placebo “afiadido” de éstos y la sustancia de interés y analizar con el método propuesto.

2) Especificidad para métodos indicadores de estabilidad,

Hay ' varios métodos para degradar la sustancia; el analista que realice el estudio
debera escoger aquel que, de acuerdo a las propiedades fisicoquimicas del compuesto, sea
el mas adecuado. La degradacién debe ser tal que Ia concentracion de la sustancia en

estudio esté disminuido por lo menos en un 25 % con respecto a la original.
a) Colocar la sustancia de interés, el placebo y muestras del lote del producto en un
horno a 70 °C — 120 °C 6 a 20 °C por abajo del punto de fusidén de la sustancia de

interés durante un periddo de 2 a 4 semanas

b) Exponer la sustancia de interés, el placebo y muestras de lote del producto a fa

luz UV 6 a la luz fluorescente y/o humedad.

40



¢} En el caso de formas farmacéuticas liquidas o semisolidas pueden degradarse
por oxidacion con perdxido de hidrogeno y permanecer de 2 a 4 semanas a
temperatura ambiente, o por hidrolisis ajustando el P a 1--2 ylo 10--I2

colocande tas muestras 2 60°C -- 80 °C durante un periddo de 2 a 4 semanas.

Criterio de Aceptacion
Verificar que los productos de degradacion yfo sustancias relacionadas no
interfieran con la cuantificacion de las sustancias de interés utilizando el método

desarrollado. Ajustar las condiciones de operacion para obtener la maxima resolucidn (3)

f. Exactitud,
Se determina por el anlisis de cuando menos seis placebos adicionados con €l 100
% del principio activo, de manera independiente por el mismo analista y en las mismas
princip P p Y

condiciones de operacion.

Con los datos obtenidos calcular:

Media. X
Desviacion Estandar. s
Coeficiente de variacion. Ccv
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Criterio de aceptacién.

El coeficiente de variacidn expresa la relacion que existe entre una y otra muestra
expresado en porciento. En fa siguiente tabla se muestran Tos valores del porciento
recuperado y el CV para la evaluacion de la exactitud, dependiendo del método de

cuantificacion (3).

METODO PROMEDIO DE RECOBRO Ccv
Cromatograficos 98 - 102% 2%
Titrimétricos - 98 - 102% 2%
Quimicos 97 - 103% 3%
Espectrofotométricos 97 — 163% 3%
Microbiolégicos 95 — 105% 5%

TABLA IV. VALORES DEL PORCIENTO RECUPERADO Y EL CV PARA
LA EXACTITUD DEL METODO (3).

g. Estabilidad de la muestra anilitica.

Se determina mediante a comparacion de resultados de los analisis iniciales en 3
muestras con los obtenidos en esas mismas muestras después de permanecer por un tiempo
determinado a diferentes condiciones.

Almacenar las muestras analizadas bajo distintas condiciones (Por ejemplo,
temperatura ambiente, refrigeracion, protegidas de la luz, etc), durante un tiempo
determinado por el analista lo cual depende de las propiedades fisicoquimicas de la
sustancia. Reanalizarlas bajo las mismas condiciones de operacion utilizando una solucion
patré recientemente preparada, para cada tiempo, de acuerdo a lo establecido en el método

analitico. La determinacion se Hevara a cabo por el mismo analista (3).

Con los resultados obtenidos calcular: Tp

Factor Sifi, y estadigrafo de contraste “t” de Dunnet.

42



Donde:

siri=X3
X

X Si = Es la media de los valores que se obtienen después del tratamiento

X =Fs la media de los valores iniciales.

Criterio de aceptacion.

Si Si/i es aproximadamente igual a uno, se considera estable 1a muestra.

Para Tp <t (gle,r,0.975) la muestra ¢s estable
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La determinacién de Ftalilsulfatiazol en tabletas como producto terminado por
medio de Espectrofofometria se realizo haciendo algunas modificaciones al método cuya
aplicacion es en control de calidad y el cuél fue desarrollado en el Laboratorio.

En un principio se comenzd la validacion ya que un estudio tedrico revelo que la
metodologia era adecuada para cuantificar a Ftalilsulfatiazol. Al obtener resultados no
homogéneos (algunos recobros eran buenos y otros no ), se procedera a hacer una revision
de! método para establecer las posibles fuentes que causan esta variabilidad de resultados.

Se observa que algunas muestras después del reflyjo no se disuelven
completamente, hay granulos de la muestra en el matraz se procederd a variar la proporcion
de 4cido clorhidrico diluido ya que en este paso se lleva a cabo la hidrolisis , y puede ser
que falte reactivo para completar esta reaccion.

También se incluira agitacién a todas las muestras mediante una batra magnética y
perlas de ebullicion.

Las muestras no presentan un calentamiento homogéneo al ponerlas a reflujar
porque se tiene que trabajar hasta con 4 muestras en una sola parrilia por falta de equipo, se
utilizara un bafio de petrolato controlando ia temperatura de éste.

Al desarrollar el compuesto colorido en algunas muestras se obtiene un color café
rojizo o morado oscuro en vez del color esperado violeta brillante, se variaran los tiempos
en el desarrollo del color, ya que probablemente los reactivos no tienen el tiempo adecuado
para formar el compuesto colorido.

Es importante evaluar el efecto del pH en la formacion del compuesto colorido, La
velocidad de formacion del compuesto azo v la absorbancia de éste se ve afectada por el
pH. Un pH < 2.0 es el requerido para producir la maxima intensidad de color y por lo
tanto la. maxima absorbancia (23). Se establecerd el pH final de la muestra. Una vez ya
optimizado el método se procedera 2 la validacion.

El principal objetivo de validar un método, es con el fin de obtener un producto
farmacéutico con calidad, y la importancia de la calidad de los medicamentos es un punto

que no se pone a discusion.
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Actualmente es un requisito indispensable que e! desarrollo y/o optimizacion de un
método analitico independientemente de sus caracteristicas sea validado.

La validacion de cualquier tipo de método permite evaluar su reproducibilidad con

lo cul se puede garantizar la cuantificacion del principio activo y su uniformidad en la

forma farmacéutica.
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. OBJETIVOS

1. implementacién de un método analitico para la cuantificacion del principio activo
Fralilsulfatiazot en tabletas.

2. Validar el método cubriendo los siguientes criterios:

SISTEMA
Linealidad

Precision

METODO

Especificidad

Exactitud

Linealidad

Precision (Reproducibilidad y Repetibilidad)
Estabilidad de la muestra

Iv. HIPOTESIS.

El fundamento en que esta basado el método es la formacién de una amina
arématica primaria, después esta amina se somete a una reaccion de diazoacién y posterior
acoplamiento del diazocompuesto. Esperando que se lleve a cabo esta reaccion, podremos
cuantificar por espectrofotometria y sin interferencia de sus excipientes al principio activo
Fralilsulfatiazol, y validar el método analitico el cual se espera que sea Lineal, Preciso,

Exacto y Especifico, ademas de Estable.
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. OBJETIVOS

1. Implementacion de un método analitico para la cuantificacion del principio activo
Fralilsulfatiazol en tabletas.

2. Validar el método cubriendo los siguientes criterios:

SISTEMA
Linealidad

Precisidon

METODO

Especificidad

Exactitud

Linealidad

Precision (Reproducibifidad y Repetibilidad)
Estabilidad de la muestra

Iv. HIPOTESIS.

El fundamento en que esta basado el método es la formacion de una amina
arématica primaria, después esta amina se somete a una reaccion de diazoacion y posterior
acoplamiento de! diazocompuesto. Esperando que se lleve a cabo esta reaccion, podremos
cuantificar por espectrofotometria y sin interferencia de sus excipientes al principio activo
Ftalilsulfatiazol, y validar ¢l método analitico el cual se espera que sea Lineal, Preciso,

Exacto y Especifico, ademas de Estable
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V. METODOLOGIA

A. Materiales vy Método,

1. MATERIAL

Mairaces volumétricos de 50 ml, 100 ml y 500 ml.
Soportes Universal c/anillo.
Termémetros con escala de 102 150°C.
Pinzas de tres dedos.

Probeta de 100 mi.

Barras magnéticas.

Matraces bola de 250 ml.

Refrigerantes con juntas 24/40.

Pipetas volumétricas de 5 y 10 ml.
Pipetas graduadas de 5 ml.

Vasos de precipitados de 50 ml.
Embudos de filtracion rapida.

Papel filtro Whatman No. 41.

2. REACTIVOS

Acido clorhidrico R A Marca Baker.

Nitrito de sodio R. A J.T Baker.

Sulfamato de amonio R.A Sigma de México S.A
N-I-Naftil-etiendiamina dihidro clorhidrato al 0.1% R.A. E Merck.
Ftalilsulfatiazot STD secundario Aldrich. Lote A 80304.
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3 EQUIrQ
Balanza analitica Mettier A.M. 100
Parrilla de calentamiento cfagitacion marca CORNING 350
Bafio de petrolato liquido.
Espectrofotometro UV-VIS marca Beckman, modelo DU 7500.

4, METODO

a. Modificaciones al método original.

--Se modifica la proporcion de dcido clorhidrico diluido, se usa 50:50 (50 ml de
icido clorhidrico diluido concentrado + 50 ml de agua destilada) en vez de 30.70 que es la
concentracion indicada en métedo original.

—Adicion de perlas de ebullicion y una barra magnética.

--Uso de un bafio de petrolato controlando la temperatura a 114 - 116 °C

--Variacién en los tiempos de desarrollo de color.

--En la parte que dice, se agrega la solucion C y se deja reposar por 3 minutos en
técnica original se menciona que la solucién C se agrega junto con la solucion D y se deja

reposar por 3 minutos.

b. Mecanismo de reaccion
La técnica analitica para Ftalilsulfatiazol esta basada en una hidrofisis acida del
principio activo. El producto de hidrélisis es ¢l acido fialico y una amina primaria
aromética que es con la que se lleva a cabo la diazoacién y después la copulacién
obteniéndose un producto colorido que se lee a 545 nm en un espectrofotdometro

adecuado, (ver mecanismos de reaccion en la Figura No 9)
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c. Preparacion del EstAndar.,
Pesar con exactitud 150 mg de Ftalilsutfatiazol estandar de referencia previamente

seco a 105 C x 4 horas, colocar el estandar pesado en un matraz balén de 250 ml y poner a
reflujar con agitacion, agregando 100 mi de acido clorhidrico diluido (50 ml de HCL
concentrado + SO ml de agua destilada) durante media hora se debe usar un bafio de
petrofato controfando fa temperatura a 114 - 116 °C, para que las muestras tengan

uniformidad de calentamiento durante el reflujo.

d. Preparacion de la muestra.
Moler un minimo de 20 tabletas, hasta obtener un polvo fino pesar una porcién del

polvo equivalente a 150 mg de Fralilsulfatiazol (271.43 mg) adicionar 160 ml de solucion
de HCL diluido (50-50) y reflujar durante 3¢ minutos con agitacion constante, en bafio de
petrolato y controlando la temperatura a 114 - 116 C.

Fl material de vidrio gue se usa debe de estar perfectamente limpio y seco

e. Procedimiento.

Proceder igual para la solucion estandar y para la solucion de [a muestra. Después
de reflujar pasar la solucién a un matraz volumétrico de 500 mi enjuagando el matraz de
reflujo con agua destilada diluir a la marca, mezclar, filtrar por papel Whatman 41
desechando los primeros 50 ml. Tomar una alicuota de 10 mi y aforar a 100 mi con agua

destilada.

PREPARACION DE SQLUCIONES.

A. Acido clorhidrico. Diluir 2 ml de HCL concentrado a 50 ml con agua destilada.
B. Nitrito de sodio al 0.1%. Disoiver 50 mg de Nitrito de sodio y llevar a un

volumen de 50 ml con agua destilada (preparese en el momento de usarse).
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C. Sulfamato de amonio al 0.5%. Disolver 250 mg de sulfamato de amonio lievar a
un volumen de 50 mt con agua destilada (preparese en el momento de usarse).

D. N-I-Naftil-etiendiamina dihidroclorhidrato al 0.1%. Disolver 50 mg de N-I-
Na#ftil-etiendiamina dihidroclorhidrato y llevar a un volumen de 50 ml con agua

destilada {preparese en el momento de usarse).

Desarrolio de color.

En matraces volumétricos de 50 ml adicionar:

1 2 3
BLANCO s5ml ESTANDAR Sml MUESTRA Sml

Solucion A. S mt Smi Sml
SolucionB. Sl | Sml 5 mi

Mezclar y dejar reposar 3 minutos.
Solucion C.  Sml Sml S5ml

Mezclar y dejar reposar 3 minutos.
Solucion D. S ml S ml 5ml

Mezclar, aforar, reposar en la oscuridad por 15 minutos y leer a 545 nm en ud

espectrofotometro adecuado usando el matraz No. 1 como blanco.
Las soluciones A, B, C y D son las arriba mencionadas

Determinar el pH de varias muestras para evaluar ¢l efecto de éste en la formacién

de! compuesto colorido.
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B. Evaluacién del sistema
1. LINEALIDAD DEL SISTEMA.
Se prepara una sofucion patron parstiendo de 1.5 gr de Ftalilsulfatiazol y diluyendo a

100 ml. De aqui se toman fas alicuotas correspondientes, cada nivel es analizado por

triplicado.

‘mi Concentracidn de la
~ Nivel %

TABLA No. V. CONCENTRACION DE FTALILSULFATIAZOL EN CINCO
NIVELES PARA DETERMINAR LA LINEALIDAD DEL SISTEMA.

2. PRECISION DEL SISTEMA.

Se determina este parametro preparando 6 muestras de una misma solucién estandar

comrespondiente al 100% establecido en la linealidad del sistema.
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C. Evaluacién del método.

1. ESPECIFICIDAD,

Se analizaron por duplicado muestras estindar de Ftalilsulfatiazol, placebos
cargados y placebos con cantidad equivalente al 100% de principio activo bajo las mismas
condiciones analiticas.

2. EXACTITUD.

Se pesaron 6 muestras de estandar de principio activo equivalente al 100 % de la
cantidad necesaria para llevar a cabo el analisis. A cada una de las muestras se agregd la
cantidad correspondiente de placebo y se analizarén de acuerdo al método.

3. LINEALIDAD.
Para la linealidad del método se prepararon placebos cargados a cinco niveles de

concentracion 80%, 90%, 100%, 110% y 120% del principio active y adicionando a cada

una de las muestras el placebo correspondiente, cada nivel se realiza por triplicado.

4. PRECISION.

a. Repetibilidad
Para cuantificar esté parametro se utilizaron los datos obtenidos en la exactitud del

método.
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b. Reproducibilidad,

Para la determinacion de la Reproducibilidad del método se realizo con dos analistas

de la siguiente manera

1) En el primer dia cada analista prepara tres placebos cargados a una misma

concentracion (100%), y se analizan con el método propuesto.

2) En el segundo dia se preparardn otros ires placebos cargados por analistas y se

analizan con el método propuesto

5, ESTABILIDAD DE LA MUESTRA.

Se prepararén placebos cargados por duplicado que contenian el equivalente al
100% del principio activo, se analizaron inmediatamente y se sometieron.a las siguientes
condiciones: oscuridad, luz clara y refrigeracion por un periodo de 2 horas, se analizardén

transeurrido ese tiempo.
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V. RESULTADOS

A Sistema

1. LINEALIDAD.

CANTIDAD ADICIONADA (X) MG § PROPIEDAD %)

0.344,0.346, 0.347

Zx = 2250

Ty = 5,701
Ex* = 344250
Iyt = 220922
Zxy = 872.085

Para calcular la ordenada al origen, pendiente, coeficiente de determinacién y

coeficiente de correlacidon se emplean las formulas del Anexo 1.

A =0.00373
B = 0.00250
R = 1.00033
R? = 1.00066
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Criterios de Aceptacién:

Coeficiente de Determinacion 1.00066 > 0.98.
Coeficiente de Cormrelacion 1.60033=2099.

Anilisis de Varianza.

Moadelo Estadistico
=B+ Bi+Li

Hipétesis Planteada

Ho: x no depende y

Ha: x si depende y

TABLA DE ANADEVA.

Criterio
Fecal >Ftab (1,13,095)
3407.70 >9.07

Por lo tanto el modelo de regresion lineal simple es correcto para describir la

relacion entre Iz cantidad adicionada (X) y la cantidad recuperada (Y).
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LINEALIDAD DEL SISTEMA
FTALILSULFATIAZOL

0.6

0.55

0.5
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/

0.35
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0 1 T T T 1
0 120 135 150 165 180

CANTIDAD ADICIONADA (mg)

FIGURA No. 10 LINEALIDAD DEL SISTEMA.
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2. PRECISION

Cantidad Cantidad
Adicionada Recuperada
Mgr/mi ) ) . Marim
150 150.00000
150 148.42104
150 150.00000
156 147.63158
150 148.81578
150 ) 14881578 ,

CRITERIO: CV Menor que 1.5

= 9929824
061535
0.61969 %

vy =l

9]
<
1

Por lo tanto el sistema se considera preciso.



B. Método.

1. ESPECIFICIDAD.

YSTANDAR

ABS.

N

LACEBO CARGADO
PLACEBC

BLANCO

350.0 LONGITUD DE ONDA 700.0

FIGURA No. 11, ESPECTRO DEL’' PLACEBO, PLACEBO CARGADO Y
ESTANDAR PARA DETERMINAR LA ESPECIFICIDAD DEL METODO PARA
FTALILSULFATIAZOL EN TABLETAS. RANGO DE 350-700 nm, ESCALA 1A,
VELOCIDAD 20 X 5 nm/min, VELOCIDAD DE PAPEL 2 X 5 in/min.
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2. LINEALIDAD,

Adicionada

119.271
119.271
119.370
134.167
133.770
134.167
148.965
148.965
148.965
163.861
163.762
164.159
178.857
178.758

Ex = 2235.0660
Ty = 2212.4710
Ix’ = 339683.29
Iy’ =332935.32
Exy = 336283.61

A =0,03950
B = 0.98973
R = 1.00004
R® = 1.00008

Recobrada
mgr/ml.

119.325
120.105
118.155
131.173
130.392
132.343
147.421
147.033
146.642
161.322
161.772
163.278
177,999
177.953
177.558
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8. Evaluacién de la ordenada al origen

Hipotesis Planteada
Ho A=0
Ha: A=0
Sy/x = 1.14564
Syfx =1.23061
S(Xi — X)* = 51.396396
tt = 1.54464 x 10°

b  =toers( [3gl) =216

CRITERIO:
et €t
1.5446 x 107 < 2.16

Por lo tanto se considera que el método posee una ordenada al origen igual a 0.

b. Evaluacién de la pendiente.
Hipotesis planteada

Ho B=1
Ha: B =1
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te = -0.03577

tuh = toens( 13gh =216
CRITERIO:

tal £ tab

-0.03577 < 2.16

Por lo tanto se considera que el método posee una pendiente iguala I,
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POPOAMUCOMT OPO—~AZP0

LINEALIDAD DEL METODO

220

200

180

160

140

120

FTALILSULFATIAZOL

—

/

119.304 134.034 148.965 163.927 178.791

CANTIDAD ADICIONADA (mg)

FIGURA No. 12 LINEALIDAD DEL METODO
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3. EXACTITUD

TR
Adicionada % Recuperada%

102.95997
100.52937
98.79986

100.25943

98.93940

100.60000
100.00000
98.67997
99.46970
99.46970

Con los datos anteriores y formula de ANEXO 1 determinar el coeficiente de
variacion.

Y = 99910740
S =081348
CV = 081421 %

CRITERIO: C.V menor que 3.0%
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Evaluando la exactitud a través del estadigrafo de contraste “t” de student.
Hipétesis
Ho: u= 100%
Ha:u=100%

ta = -002271
tue = t{ 09755 = 257t

CRITERIO:
tay S fab
-0.02271 < 2.571

Como tg esmenor quety, podemos considerar al método exacto.

4. PRECISION,
a. Repetibilidad.
CvV=081421%

Para métodos espectrofotométricos el CV < 3% por lo tanto ¢l método si cumple

con este critenio.
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b. wcibilidad.

Modelo estadistico

Yijk = pe + Aj + Dj(i) + Ek (i)

Hipotesis planteada
Analista Dia
Ho: Ml = M; Ho: M| = Mz
Ha: M1$M; Ha: M]#Mz
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1) Tabla de Totales.

ANALISTA

593.20

2) Tabla de anilisis de varianza
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EFECTO FOR ANALISTA
Fet < Fup

0 <3851

Por lo tanto no existe diferencia significativa entre analistas.
EFECTO POR DIA

Fa = anb

06233 < 6.06

Por lo tanto no existe diferencia significativa entre los dias de analisis.

5. ESTABILIDAD DE 1.A MUESTRA,

Tiempo Condicién

Oscuridad 2 horas | Luz clara2 horas | Refrigeracion 2 horas i

99.6034 98.3034 97.5173 99.6034 ‘
99.6048 98.2838 97.5111 99.3388
986122 96,7433 99.6690

Sifi = X SV X
X Si = Media de los valores que s¢ obtienen después del tratamiento.

X = Es la media de los valores iniciales.
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Oscuridad 2 horas Siji= 98.3998 = 0.98703
‘ 99.6924
Luz clara 2 horas Sifi= 97.2572 = 0.97557
99.6924
:_ Refrigeracién 2 horas Sifi- 99,5370 = 0.99844 :
996964 - 1

Criterio si Si/i es aproximadamente 1 se considera la muestra estable.

Evaluacién de la estabilidad de ta muestra a través del Esdadigrafo “ t de Dunnet “ (Tp).

Con los resultados obtenidos y aplicando las formulas correspondientes del anexo, se

caleulan los diferentes valores de (Tp), para las diferentes condiciones.

Tp, (Luz clara 2 horas) =-0.01603

To, {Oscuridad 2 horas) =- 0.0302

Tp, (Refrigeracion 2 horas) =-0.00192
To, tab= 1(8,3,0.975)=2288

CRITERIO: Si Tp decal. < Tptab (gle, m, 0.975) la muestra es estable.
Donde:
gle = Grados de liberiad del error

m = Namero de comparaciones contra el control

Como Tp caleulada para luz clara, oscuridad y refrigeracion es menor que la T, de tablas

podemos concluir que Ia muestra es estable.
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VH. ANALISIS DE RESULTADOS

La proporcion de acido clorhidrico diluido, asi como la agitacion y calentamiento de
las muestras son variables que se tienen que controlar para que se lleve a cabo al 100 % la
reaccidn de hidrolisis.

Al determinar el pH de algunas muestras el cual es de 1 corroboramos que es ef
adecuado para la formacion del compuesto colorido

Al establecer los mejores tiempos para la formacion del compuesto colorido damos
tiempo a que los reactivos interactuen adecuadamente y eliminamos cualquier posibilidad
de que la muestra no de respuesta adecuada.

El sistema es lineal, ya que existe una relacion lineal en cuanto a los diferentes
niveles de concentracion en la region de trabajo (80%, 90%, 100%, 116%, 120%) y ademés
se muesira el resultado del coeficiente de correlacion que nos indica la linealidad del
sistema a los diferentes niveles de concentracion empleados. La Figura No. 10 presenta el
comportamiento del sistema.

La precision del sistema determinado al 100%, presenta una dispersion minima de
los valores cuantificados por la desviacion, por lo cual al ser menor de lo estabiecido (1.5),
éste (titimo pardmetro indica que el sistema es preciso.

Se determind la especificidad frente a excipientes observando que el placebo no
genera alguna respuesta, ver Figura No. 11

Se continua con la linealidad del método trabajando con los mismo niveles
indicados para la lineafidad del sistema Los resultados muestran que existe una relacion
lineal de los mg adicionados contra los mg recuperados, y se encuentra que los valores de la
distribucion T de student, para evaluar la ordenada y la pendiente indican que
estadisticamente la ordenada es igual a cero y la pendiente a uno,

La exactind se evalud con 6 muestras al 100%, determinando que el valor del
coeficiente de variacion (0.814) es menor al 3.0% establecido para métodos
espectrofotométricos por lo gue el método analitico es exacto, ademds de que el valor de la
distribucitn t calcufada (-0.022) es menor al de la t de tablas (2.571).
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Para la determinacion de fa precision del método se emplearon los datos de
exactitud, determinando que el coeficiente de variacién es menor al 3.0%, de esta forma se
establece que el método es preciso.

La reproducibilidad de la muestra fué disefiada para evaluarse mediante un analisis
de varianza, considerando dos dias y dos analistas, encontrandose que los valores de fa
distribucion F para el dia y el analista son menores a las de las tablas. Por lo anterior el
método es reproducible a las condiciones dadas.

En cuanto a la estabilidad de 1a muestra, esta se mantiene estable al menos 2 horas

tanto en la oscuridad como en la luz clara y refrigeracion.
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VI, CONCLUSIONES

Se implemento el método proporcionado por el Laboratorio estableciendo las

mejores condiciones para el analisis del principio activo Ftalilsulfatiazol.

Una vez concluido el anilisis de los resultados de la validacion, se determind que el
sistema es lincal y preciso y que el método analitico es lineal en el intervalo de la

concentracion estudiada, ademas de ser exacto, preciso y reproducible.

Se considera que ef método anafitico es especifico frente a excipientes, debido a que

no presentan respuesta,

Se encontro que las muestras analizadas son estables a las condiciones a las que

fuerdn sometidas oscuridad, luz clara y refrigeracion por io menos 2 horas.
El método propuesto es especifico para pruebas de rutina (control de calidad).

Sin duda alguna un excelente producto farmacéutico es aquel en et cual, desde su
disefio se controlan todos fos atributos de cafidad de tal manera que el Laboratorio brinde al
paciente un producto que cumpla con la pureza o concentracion marcada en marbete y
ejerza el mejor efecto terapéutico. Para obtener esta calidad se vale de un arma muy
importante: la validacion de sus métodos analiticos tanto a nivel de producto en fase de

grane} como producto terminado.
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ANEXO

A. Farmulas para la linealidad.

Calculo de la ordenada al origen.

,_ N X)) x|
X (XY B

Calculo de la pendiente.

Calculo del error tipico de estimacion modificado.




Calculo del coeficiente de correlacion (r) y el coeficiente de determinacion ().

N - [m(ZXY)‘ cOeEnf
[m (EX) ():X}’] [m (zyz (EY‘)’]

ZCo (),1 ery-cry 4

Evaluacion de [a ordenada al origen A (a) con [a “t” de student.

Criterio de aceptacion ¢, <£(0975,n—2) el método se acepta y podemos decir

que tiene una ordenada al origen considerada como “cero”.
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Evaluacion de la pendiente B (b}.

Criterio de aceptacién £, <7(0.975,n-2) el método se acepta y podemos decir

que tiene una pendiente considerada come “uno”.

Tabla de ANADEVA para la linealidad.

" Ery|

Donde:

F.V = Fuente de variabilidad.
gl = Grados de libertad.

SC = Suma de cuadrados.
MC = Media de cuadrados.

Fea = F calculada.
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SCr = Suma de cuadrados de la regresion.
SCer = Suma de cuadrados de el error de regresion.
MCr = Media de cuadrados de regresion.

Mcer = Media de cuadrados de el error de regresion.

Suma de cuadrados del error de regresion.

ESTA TESIS ND DEBE
SALIR BE 1A SIBLIETECA

Media de cuadrados para la regresion.
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F de calculo para la regresion.

Si F_, > F(1.13,0.95). Por lo tanto el modelo de regresion lineal simple es correcto

para describir la relacion entre fa cantidad adicionada (x) y la cantidad recuperada (y).

B. Férmulas para Ia precision del sistema,
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C. Formulas para la exactitud.

Con “t” de student.

Criterio tey debe ser menor que te.

D. Férmulas de cilculo para la precisién del método.
1. REPETIBILIDAD
Seevaitacon C.V
2. REPRODUCIBILIDAD

Se utifiza un modelo anidado, de efectos aleatorios de dos factores {A: analista, D.

dia), el cual se presenta con la siguiente ecuacion.

81



Donde:

Yijk = Porcentaje cuantificado asociado a la k-ésima repeticion en el j-¢simo dia para el i-
ésimo analista.

1 = Cantidad de principio activo en la muestra.

Ai = Efecto del analista en el porcentaje cuantificado

Dj (i) = Bfecto det j-ésimo dia en el i-ésimo analista sobre el porcentaje cuantificado.

Ek (ij) = Ermor experimental.

Los resultados se tabulan de 1a siguiente manera:

2 ._'_(n 1 1+Y112+Y1 13+mz + Y123+, +F223)

By ik = (Y 2111 + Y PH2 + Y213 o+ ]
121 472 Y23 4 Y7203 )

5y = (Y114 Y112+ 7113+ Y121+ F122+ V123)
| +(F2114+ 7212+ V213 +1221+ 7222 4 razy
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5y %= (V1114 P12+ Y113) + (7121 Y122+ 1123
b+ (r2114 v2124 2132 221 s Y2 Y203

E 5= (V1114 P12+ V1134 Y211 L Y212+ ¥213)F

1+ (V121 + Y123+7221 +V222+ ¥223)

Donde:

a = Niimero de analistas

d = Nimero de dias

r = Namero de repeticiones por dia y por analista.

Y = Porcentaje del principio activo cuantificado.

T¥? . = Suma total de los porcentajes cuantificados por los analistas al cuadrado

LY?%jk = Suma totat de los cuadrados de los porcentajes cuantificados por los analistas.
T¥?j.= Suma total de los porcentajes cuantificados en un dia.

£Y%j, = Suma total de los cuadrados de los porcentajes cuantificados por un analista en un
dia.

$¥2%..= Suma total de los cuadrados de los porcentajes cuantificados por un analista.
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GRADOS DE | SUMA DE T

FUENTE DE

VARIACION | LIBERTAD CUADRADOS
ANALISTA a-1 1% . LY. ICa MCa
- LR MCa=22 F
2Ca s 4=MCa

DIA a(d-1) Ty, IV Cd

Sed=2 2| MCd=

ad (r -1)

E. Formula para evaluar [a estabilidad de la muestra.

1. Con Sift

Donde:

X Si = Es la media de los valores que se obtienen después del tratamiento.

X =Eslamedia de los valores iniciales.

Criterio: Si S¥/i es aproximadamente igual a [ se considera {a muestra estable.
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2. Con el estadigrafo de contraste “t de Duanet” (t).

Suma de cuadrados de la propiedad medida.

Media de cuadrados del error {(Mce).

Donde:
r es el nimero de replicas.

t es el nimero de tratamientos.
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Ecuacion de la “td”, para ¢ada una de fas combinaciones tiempo-condicion,

Donde:
Yec es la media de las combinaciones,

Yi es la media de los valores obtenidos inicialmente.
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