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Introduccion.

El Acido Ascérbico conocido como vitamina C, forma parte de la dieta de los seres
humanos, la deficiencia de esta vitamina puede provocar enfermedades como: escorbuto,
gingivorrea, problemas cardiovasculares, cancer, etc., por lo cual se han realizado
importantes investigaciones que abarcan métodos bioldgicos y métodos fisicoquimicos para

la cuantificacion e identificacion de esta vitamina.

Este trabajo estd enfocado a validar un método analitico para cuantificar acido ascorbico
basado en una reaccion de oxidacion — reduccion, donde el &cido ascorbico se oxida por
el complejo del fierro, Fe (ll1)-1,10-fenantrolina (FeLs*) que pasa a  &cido
dehidroascérbico, mientras se reduce el complejo del fierro que pasa a ferroina (Fels*"),
presentando la reaccion un cambio de coloracion de azul claro a rojo intenso, donde la
absorbancia maxima se presenta a la longitud de onda de 510 nm, teniendo como medio

una disolucion reguladora de acetatos de pH 4.7.

Se aplicara la ley de Lambert - Beer para el &cido ascérbico, esta se cumple a
concentraciones bajas mientras por Fierro (111) se manejan un poco mas altas.
El equipo de medicion a emplear es el Espectrofotometro UV/Visible marca Hitachi

Perkin- modelo Elmer 139.

En el desarrollo del método analitico se utilizo: el estandar de acido ascérbico, el producto

comercial que lo contiene y el placebo. EI método analitico establecido se validd

En la validacion de este método se determinara si es exacto, preciso y lineal, por lo que es
importante realizar las buenas practicas de laboratorio con el fin de evitar errores que

puedan ser determinantes.



Objetivos:

» Validar un método analitico para la cuantificacion de acido ascorbico en su
presentacion comercial tabletas, disefiar y desarrollar la parte experimental de la

validacion a partir de sus propiedades fisicas y quimicas.

> Determinar que pardmetros pueden afectar a la validacion, y si en dado caso no
existen tales parametros indicar los beneficios de este método.

Antecedentes.

El &cido ascorbico conocido también como vitamina C, al igual que todas las
vitaminas, es un compuesto biolégicamente activo esencial para la salud, el crecimiento y
el desarrollo general del hombre.

Histy y Frohlich, en 1907, descubrieron la vitamina C y L. Per y C. Rinh, pusieron
de manifiesto la naturaleza quimica de la vitamina C. Szent-Gyorgyi y W. King, fueron los
primeros en aislar el acido ascorbico de diversos productos, asignandole la férmula
empirica de Cs Hg Og y dandole el nombre de &cido hexuroénico, asi como también

demostraron sus propiedades antiescorbuticas.

El &cido ascérbico (&cido L-ascorbico, acido ioascérbico, acido L-iddnico, 3-oxo-L-
gulofuranolactona, vitamina antiescorbutica o acido cevitamico), pertenece a las vitaminas
hidrosolubles, se le considera como una sustancia antioxidante y tiene una funcion

importante en la reduccion y absorcion del hierro.
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HO OH

Figura 1. Estructura del acido ascérbico
Su fuerte capacidad reductora depende del sistema enodiol, que da lugar a una 1,2 —

diona cuando se oxida a acido dehidroascérbico

HO OH O\\ /o
HO T P — HO —
\ Ny
0 O o~ O
HO HO
Acido ascorbico Acido dehidroascorbico

Reaccion 1. Equilibrio éxido-reduccion del sistema &cido ascorbico, acido
dehidroascérbico.
El 4acido dehidroascorbico, tiene la misma actividad vitaminica del acido ascorbico
y, casualmente no es acida. El &cido 2,3-diceto-L-gulonico, producto de la hidrdlisis del
acido dehidroascorbico, es inactivo. El sistema reversible de oxidacion-reduccion, justifica

la funcidn bioldgica de la vitamina, los grupos endlicos son causantes del caracter acido de
la molécula.

La reduccion catalitica del acido ascorbico dio lugar al compuesto denominado
acido L - iddnico que sirvié para establecer la cadena lineal del esqueleto carbonado,
mientras que por acetilacion del acido, dio origen al tetraacetato con lo que se comprobo la
existencia de cuatro grupos hidroxilo

on OH ©QH

oH OH  OH

Figura 2. Férmula estructural del &cido L - idénico



Dos de ellos son endlicos y forman un éter metilico que ya no tiene propiedades

reductoras.
MeO OMe

HO
§O

HO
Figura 3 Dimetil éter del acido ascorbico

La oxidacion del acido ascérbico con hipoyodito sodico proporciona acido L-trednico y
acido oxalico, con rendimientos cuantitativos. El acido L-trednico sirvio para fijar dos

centros asimétricos.

A
H——OH
HO—+—H HOHO
SoH o) OH
Figura 4 Acido L- trednico Figura 5 cido oxalico

El &cido ascorbico, es Opticamente activo y solo la forma levogira es
antiescorbutica. Se presenta en forma de cristales blancos monociclicos, su punto de fusién
es de 190-192 °C, estable a temperatura ambiente, cuando est4 seco, en preparaciones

acuosas se oxida al ser expuesto al aire y a la luz.

En agua presenta una densidad de 1,65 g/mL y una rotacién especifica de 20,5 °
mientras que en metanol de 482 su peso molecular es de 176,12 g/mol, donde C =
40,92%, H=4,58% y O =54,51%.

El espectro de absorcion, presenta en ultravioleta una A de maxima absorcion a

245nm apH=2,y a 265 nm a pH=6,4 con un coeficiente de absorcién € = 170000.



Es muy soluble en agua (1 gramo en 3 mL), alcohol (1 gramo en 30 mL), en glicerol
(1 gramo en 100 mL), en propilenglicol (1 gramo en 20 mL). Es insoluble en éter,

cloroformo, benceno.

El &cido ascérbico se encuentra en las células vegetales vivas como son los tomates,
lechuga, perejil, pimiento verde, etc., y en frutas citricas como la naranja, limén, toronja y

la mandarina.

Algunas especies de animales, incluidos el hombre, cobayos, monos y algunas aves
y peces, carecen de la enzima gulonolactona oxidasa, también denominada L-
gluconolacton oxidasa, por lo que son incapaces de sintetizar acido ascorbico y lo ha de

incorporar en la dieta.

En su forma oxidada el &cido dehidroascorbico, puede reducirse nuevamente ante
varios agentes reductores, como por ejemplo el glutation, que de esta manera, las dos

formas del &cido ascérbico, constituyen un sistema reversible del éxido reduccion.

OH OH
. _
HO o 2HD + 2y, 0
—O0O > —O0
</ —
@ \ HO
0 GSSH 2 GSH OH

Reaccion 2 Equilibrio acido ascorbico- &cido dehidroascorbico inducido enziméaticamente

La exacta funcion del acido ascorbico en el organismo, es desconocida, se piensa
que ejerce su accion en la respiracion celular, también, que se requiere para el metabolismo
de la tiroxina y la biosintesis del acido folico y folinico, es necesario para la produccion
normal de fibrillas del tejido conectivo y de sustancias de base celular e interviene en

diversos sistemas enzimaticos de oxidacion.



El &cido ascorbico, es esencial para procesos metabdlicos, crecimiento normal
especialmente de huesos y dientes, también es un factor antiestrés e influye en glandulas
suprarenales y tiene accion antiinfecciosa, toma parte en la hidroxilacion de la prolina, para
la formacion de la hidroxiprolina, catalizada por la hidroxilasa de la coldgena prolina, el
cual participa en la estabilizacién de la estructura del colageno

o
o) Prolihidroxilasa, H
H Acido ascérbico. O, N OH
N - =
OH
HO
Prolina Hidroxiprolina

Reaccion 3. Importancia del &cido ascérbico en la formacién de la hidroxiprolina

El &cido ascorbico, es importante en la hidroxilacion de la dopamina para formar
noradrenalina, participa como reductor en el metabolismo de la tiroxina, se le relaciona con
la sintesis de purinas y de timina, para la formacién de DNA y es necesario para la

incorporacion del hierro en la ferritina.

Las enfermedades que se generan debido a las bajas concentraciones de vitamina C
en los leucocitos incluyen el hipertiroidismo, neoplasia y Ulcera péptica. También suele
haber carencia de vitamina C, durante el embarazo y la lactancia, asi como también en la
lentitud en la consolidacion de las fracturas dseas y en el retraso de la cicatrizacion de
heridas.

La deficiencia de la vitamina C, conduce al escorbuto provocando lesiones
patoldgicas en huesos y en vasos sanguineos, puede producir trastornos fisicos, los cuales
son faciles de advertir por sintomas no especificos como laxitud, irritabilidad, pérdida de
peso y dolores musculares y articulares en piernas y muslos. Su deficiencia, deteriora la
formacion del colageno, comprometiendo la integridad estructural del tejido conectivo. Se

producen hemorragias en la piel, muslos y encias, con edemas progresivos.



La dosis alta de vitamina C, puede reducir la frecuencia de cancer vesical, en
fumadores de cigarrillos. Se han encontrado, altas concentraciones de un metabolito del
triptéfano, el acido 3-hidroxiantranilico, que es frecuente en la orina de quienes fuman y en

pacientes con cancer vesical.

El acido ascorbico se absorbe casi en su totalidad, en el tracto intestinal, se le
encuentra en la sangre, tanto en suero como en globulos, encontrandose en mayor
proporcion en el suero, también se le encuentra distribuido por todos los tejidos del
organismo. Las concentraciones mayores, se encuentran en tejido glandular y las menores,

en tejido adiposo.

El contenido de &cido ascorbico en la sangre, refleja el estado general de un
organismo sano, todo individuo con un nivel de &cido ascérbico en sangre de 1,5 - 2,0 mg
en 100 mL, esta saturado de vitamina C, de 0,5 mg/100 mL, estd en estado normal bajo y
menores a 0,5 mg/mL, se asocia al escorbuto clinico. EIl rifién lo elimina cuando el nivel

sanguineo es superior al umbral, que es aproximadamente de 1,4 mg/100 mL.

Pocas son las acciones farmacoldgicas que posee la vitamina C, la administracion de
cantidades mayores a las necesidades fisiologicas, no producen efectos demostrables, sin
embargo en mujeres embarazadas produce sangrado tipo menstruacion, la cual demuestra

que este acido, induce al aborto, asi como también puede causar infertilidad.

Las necesidades diarias de la via vitamina C en el hombre:

= [ actantes 8 -50mg
= Nifos 22 - 100 mg
= Adultos 28 — 100 mg

En ciertas circunstancias la tasa de desnutricion y consecuentemente la necesidad de
vitamina C, se encuentra significativamente aumentada como ocurre en algunas
enfermedades infecciosas. Un tuberculoso, necesita doble ingesta que un individuo
normal, para quedar saturado. Analogamente de necesidades vitaminicas ocurre en el

hipertiroidismo, ulcera péptica, tumores embarazo y lactancia.



Los métodos analiticos encontrados en la literatura, para llevar a cabo estudios de
cuantificacion e identificacion de acido ascorbico estan basados en las propiedades 6xido -
reductoras que posee éste 4cido, de interaccionar con luz en determinada longitud de onda,
en la respuesta electroanalitica que posee dicho &cido, o en la combinacién de cualquiera de

estas tres propiedades.

Los métodos analiticos para la deteccion y principalmente para la cuantificacion del

acido ascarbico, se pueden clasificar en:

e Métodos cromatogréaficos
e Meétodos titulométricos
e Métodos espectroscdpicos
o Ultravioleta
o Visible
o Infrarrojo
0 Espectrometria de masas
o Fluorescencia
e Métodos electroquimicos
o Potenciometria
o Polarografia
o0 Voltamperometria
o]

Coulumbimetria

Esto nos lleva a clasificar a los métodos analiticos apropiados para cuantificar al

acido ascorbico, sin importar su procedencia en:

e Meétodos instrumentales

e Meétodos no instrumentales



Y los métodos instrumentales, a su vez, se dividiran en forma general en:

e Métodos Opticos
e Métodos electrométricos

e Métodos de separacion.

De los métodos analiticos més utilizados en la actualidad se encuentra la
cromatografia liquidos de alta resolucién o de presién, simbolizada como CLAR o HPLC
por sus siglas en ingles, el cual es una de las técnicas con el mayor numero de trabajos
reportados para la determinacion de acido ascorbico. En la realizacion de este trabajo el
método utilizado para la determinacion de acido ascérbico en preparaciones farmacéutica
siendo estas tabletas comprimidas, es un método simple, rapido y exacto, basado en la
medicion de la absorbancia  producida por el complejo ferroina, (tris[1,-10-
fenantrolina]fierro (I1)), obtenido al hacer reaccionar el acido ascérbico con el complejo
formado al hacer reaccionar al fierro(lll), con la 1,10-fenantrolina a pH controlado
denominado ferrina midiendo a una longitud de onda de 510 nm, por tanto se hara un

resumen breve de reaccion de redox y espectrometria visible.

Equilibrios oxidacion — reduccion.

El equilibrio de oxidacion-reduccion, al que se le designa por su nombre abreviado
de redox, es un proceso quimico en el que cambia el nimero de oxidacion de un elemento,
ion o molécula El proceso puede implicar la transferencia completa de electrones para
formar enlaces idnicos, o sélo la transferencia parcial o corrimiento de electrones para

formar enlaces covalentes.

Hay oxidacion siempre que el nimero de oxidacion de un elemento aumente como
resultado de pérdida de electrones, la reduccion es cuando el nimero de oxidacion de un

elemento disminuye como resultado de ganancia de electrones.

Por ejemplo, el cambio del nimero de oxidacion de +2 a +3, o de -1 a 0, es

oxidacion; en cambio de +5 a +2, 0 de -2 a —4, es reduccion. La oxidacion y la reduccion



se llevan a cabo simultdneamente en una reaccion quimica; no se puede efectuar una sin

que se presente la otra.

La oxidacién-reducciéon sucede en muchas reacciones de combinacion,

descomposicion y de desplazamiento sencillo.

Ejemplo 1
2H, + O, —> 2H,0

Reaccion 4

Ambos reactivos, el hidrogeno y el oxigeno, son elementos en estado libre y tienen
un namero de oxidacion de cero. En el producto, agua, el hidrogeno se ha oxidado a +1, y
el oxigeno se ha reducido a —2. La sustancia que causa un aumento en el estado de
oxidacion de otra se llama agente oxidante y la sustancia que causa una disminucion del
estado de oxidacion de otra se denomina reductor, por lo que en la reaccion anterior el

agente oxidante es oxigeno libre y el reductor es hidrogeno libre.

Ejemplo 2

Zn® + 2H" + S0Y —— zZn* + H,1T

Reaccion 5

En esta reaccion se oxida el zinc metélico, y los iones hidrdgeno se reducen. El zinc
es el agente reductor, y los iones hidrogeno el agente oxidante. Los electrones pasan del

zinc metalico a los iones hidrégeno.

Por tanto:
Oxidacién: Aumento en el nimero de oxidacion. Pérdida de electrones.

Reduccion: Disminucion en el nimero de oxidacion. Ganancia de electrones.
El nimero o indice de oxidacion de un atomo, que a veces se le llama su estado de

oxidacion, representa al numero de electrones ganado, perdido, o compartido

desigualmente por dichos atomos. ElI nimero de oxidacion pueden ser cero, positivos o
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negativos. Cuando el indice o0 nimero de oxidacion de un atomo es cero, el atomo tiene el
mismo numero de electrones asignados que los que tiene el atomo neutro. Cuando el
numero de oxidacion es positivo, el &tomo tiene menos electrones asignados que los que
hay en el &omo neutro. Cuando el nimero de oxidacion es negativo, el atomo tiene méas

electrones asignados.

Complejos de ortofenantrolinas con hierro (11).

Una serie de compuestos organicos, conocidos con el nombre de las 1,10-
fenantrolina u ortofenantrolina forman complejos estables con el hierro (11) y otros iones. El
compuesto original tiene un par de &tomos de nitrégeno, situados en posicion tal que cada

atomo puede formar un enlace covalente con el i6n hierro (I1).
Tres moléculas de ortofenantrolina se combinan con un ién de hierro, de modo que
se forma la estructura al margen conocida como ferroina y se representa por medio

[(fen)sFe]*".

El hierro en el complejo de la ferroina experimenta una reaccion de oxidacion-

reduccidn que es reversible y que se puede escribir en la siguiente ecuacion:

3+ 2+

Azul Rojo
Reaccion 6. Equilibrio 6xido-reduccién del complejo ortofenantrolina con fierro, donde en

su forma oxidada se denominada ferrina, mientras que la reducida se denominada
ferroina.

En la préctica, el color de la forma oxidada es demasiado tenue para detectar, de modo que

el cambio de color gque acomparia a esta reduccion va desde casi incoloro hasta rojo.
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De todos los indicadores redox, la ferroina es la que mas se acerca al indicador
ideal. Su reaccion es rapida y reversible, su cambio de color es intenso y sus disoluciones

son estables y de facil preparacion.

Espectroscopia de absorcion molecular en las regiones ultravioleta y visible.

Los métodos espectroscopicos de analisis se basan en la medicion de la radiacion
electromagnética emitida o absorbida por los analitos, los métodos de absorcion se basan
en la disminucion de la potencia (atenuacion) de un haz de radiacion electromagnética
como consecuencia de su interaccion con el analito. Los términos absorcion y emision
tienen el mismo significado que en su uso cotidiano: la absorcién significa tomar algo, y la

emision significa desprenderlo.

El modelo onda no explica fendmenos relacionados con absorcion y emision de la
energia radiante. En relacion con estos procesos, se puede considerar a la radiacion
electromagnética como paquetes discretos de energia o particulas, llamados fotones o
cuantos. Estas dos consideraciones de la radiacion como particula y ondas no son

excluyentes entre si, sino mas bien complementarias.

Espectro electromagnético

El espectro electromagnético abarca un amplio intervalo de longitudes de onda y de
frecuencias, en el siguiente cuadro se muestra algunas de las diferentes regiones del

espectro electromagnético con sus respectivos intervalos de longitudes de onda.

Region Intervalo de longitudes de onda
uv 180 — 380 nm

Visible 380 — 780 nm

IR cercano 0.78-2.5 pum

IR medio 25-50 um

Tabla 1 Regiones del espectro: UV, visible e IR
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Espectrofotometria visible ultravioleta.

Las medidas de absorcion basadas en la radiacion ultravioleta o visible encuentran
extensa aplicacion en la determinacion cualitativa y cuantitativa de especies moleculares y

idnicas.

La absorcion de radiacion ultravioleta o visible por especie atdmica, molecular M o idnicas,
se puede considerar que es un proceso en dos etapas, la primera de las cuales implica una

excitacion electronica, como se muestra a continuacion:

M+ hh —— M*

Reaccion 7

El producto de la reaccion entre M y el foton hv, donde h es la constante de Planck,
mientras que v es la frecuencia de la radiacién electromagnética, es una especie
electronicamente excitada que se representa por M*. El tiempo de vida de la especie
excitada es breve, de 10® a 10 s, su existencia acaba por alguno de los diversos procesos de
relajacion. El tipo mas comun de relajacion implica la conversion de la energia de excitacion
en calor; esto es:

M* ——» M + calor
Reaccion 8

La relajacion puede tener lugar también por descomposicion de M* dando nuevas
especies; un proceso de este tipo se Ilama reaccion fotoquimica. Alternativamente, la
relajacion puede implicar reemision de radiacion fluorescente o fosforescente. La cantidad
de energia térmica desprendida por la relajacién es por lo general no detectable, de este
modo, las medidas de absorcion provocan una perturbacion minima en el sistema en

estudio.

La absorcion de radiacion ultravioleta o visible proviene de la excitacion de los
electrones enlazantes y como consecuencia, las longitudes de onda de los picos de
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absorcion pueden correlacionarse con los tipos de enlaces que existen en las especies en
estudio, por tanto las aplicaciones de la espectroscopia de absorcion ultravioleta y visible
son importantes para la determinacion cuantitativa de compuestos que contienen grupos
absorbentes como son los grupos funcionales de compuestos organicos, cetonas ,aminas,
derivados nitrados, etc. no tienen en general un alto grado de especificidad, sin embargo
son muy adecuados en el caso de muchas sustancias, ya que constituyen un medio Util

adicional de identificacion.

Analisis cuantitativo: leyes de la absorcién molecular

Ley de Lambert - Beer.

La region ultravioleta — visible se ha utilizado ampliamente en analisis cuantitativo.
Las medidas se basan en la Ley de Lambert — Beer que relaciona, en determinadas
condiciones, la absorcién de la radiacion con la concentracion de un compuesto en

disolucién.

El origen de esta ley se remonta a los trabajos del matematico francés Lambert que
establecid, en el siglo XVIII, las bases de la fotometria. Igualmente Beer, fisico aleméan del
siglo XIX, establecié la ley que permite calcular la cantidad de radiacion transmitida por un
compuesto en disolucién en una matriz no absorbente, después de su paso a través de un

determinado espesor, la expresion matematica de la ecuacion de Lambert-Beer es:

A=¢lC

Donde A, representa la absorbancia, parametro Optico adimensional registrado por
el espectrofotometro, | es el paso Optico de la radiacion en cm, C es la concentracion molar
y &, es el coeficiente de absortividad cuyas unidades son L mol™ cm™, a la longitud de
onda A a la cual se realiza la medida. El coeficiente de absortividad, llamado también
coeficiente de extincion, es caracteristico del compuesto analizado y depende de la

temperatura y del disolvente.
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Esta ley, que se refiere a la fraccion de la luz absorbida, se cumple con las siguientes

condiciones:

e Laradiacion utilizada debe ser monocromatica.

e Las concentraciones deben ser bajas.

e Ladisolucion de los analitos no debe ser fluorescente ni heterogénea.
e El soluto no debe sufrir transformaciones fotoquimicas.

e El soluto no debe originar asociaciones variables con el disolvente.

La transmitancia T es una medida de la atenuacion del haz luminoso basada en la
comparacion entre la intensidad transmitida I, y la intensidad incidente I, dependiendo de
que la muestra esté o no situada en el trayecto dptico entre la fuente y el detector. La
transmitancia T, se expresan por un cociente 0 como un porcentaje:

T:II %T=II*1OO

0 0
Mientras la absorbancia esta definida por:
A=—logT A=2-1log%T
El error fotométrico es el error aleatorio asociado con las mediciones de luz, y la
precision de una medicion depende del mismo. Sin embargo, debido a la relacién

logaritmica entre T y A, la precision de la medicion de concentracién difiere dentro del

intervalo de absorbancia medible.

En general se emplea la absorbancia en los analisis, porque su valor es

directamente proporcional a la concentracion de la especie que absorbe la luz.
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Instrumentacion espectroscopica

Fuente de radiacion.

Para las longitudes de onda mayores a 320 nm, se utiliza una lampara de tungsteno
la cual opera a una temperatura de 2900K, produciendo una radiacion adecuada para la

region de longitud de onda entre 350 y 2500 nm.

La lampara de filamento de tungsteno contiene una pequefia cantidad de yodo
dentro de la caja de cuarzo que aisla el filamento. El cuarzo permite que el filamento opere
a una temperatura aproximada a 3500 K, con lo cual se producen intensidades mayores y
aumenta el intervalo de la lampara a la region ultravioleta, La ldmpara de deuterio, es la

mas utilizada en la region del ultravioleta.

Selectores de longitud de onda.

Normalmente vienen equipados con uno o mas dispositivos que restringen a la
radiacion que se va a medir a una banda estrecha para que se absorba o emita por el analito.
Estos dispositivos aumentan mucho la selectividad y sensibilidad de un instrumento. Para
proporcionar bandas estrechas de radiacion, se utilizan dos tipos generales de selectores de
longitudes de onda: los monocromadores y los filtros.

Los monocromadores tienen la ventaja de que la sefial de salida de longitud de onda
se puede variar continuamente a lo largo de un intervalo espectral considerable, hay 2 tipos
generales, uno de ellos utiliza una red para dispersar la radiacion en sus longitudes de onda

individuales; en el otro se utiliza un prisma para este fin.
Los filtros tienen la ventaja de que son simples, resistentes y econdémicos. En

general, los filtros se catalogan por la longitud de onda a la cual se obtiene la trasmisién

méaxima y por sus anchos de banda efectivos.
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Detectores de radiacion y transductores.

Un detector es un dispositivo que registra la existencia de algun fenémeno fisico,
hay dos tipos de transductores: uno que responde a los fotones y otro que responde al calor.
Todos los detectores de fotones se basan en la interaccion de la radiacion con una
superficie reactiva para producir electrones (emision de fotones) o para promover
electrones a estados de energia en los que se puedan conducir la electricidad
(fotoconduccion). Unicamente la radiacion ultravioleta, visible e infrarrojo cercano tienen

energia suficiente para producir estos procesos.

Los detectores mas ampliamente utilizados son del tipo de:

Fototubos (150 — 1000 nm)

Tubos fotomultiplicadores (150 — 1000 nm)
Fotodiodos de silicio (350 — 1000 nm)
Celdas fotovoltaicas (380 — 780 nm)

©O O O o

Procesadores de sefial y dispositivos de lecturas.

El procesador de sefial es, normalmente, un dispositivo electronico que amplifica la
sefial eléctrica proveniente del detector; ademas puede alterar la sefial de corriente directa a
corriente alterna, cambiarla de fase y filtrarla, para eliminar los componentes no deseados.
Entre los dispositivos de lectura se tienen: medidores digitales, escalas de los potenciémetros,

registradores, tubos de rayos catddicos y monitores de microcomputadoras
Recipiente para muestras.
Los recipientes para muestras, conocidos como celdas, deben tener ventanas

fabricadas con un material que permita el paso de la radiacion de la region espectral de

interés.
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Para la region ultravioleta (por debajo de 350 nm) se necesitan celdas de cuarzo o
silice fundida. Estas celdas se pueden emplear en la region visible y a 3000 nm,
aproximadamente, en el infrarrojo. Debido a su bajo costo, generalmente se utiliza el vidrio

de silicatos para la regién comprendida entre 375y 2000 nm.

Los recipientes de plastico también pueden emplearse para la region visible. Las
mejores celdas tienen ventanas que son normales a la direccion del rayo para minimizar las
pérdidas por reflexion. La longitud mas comun de la celda que se utiliza en la regién visible y

ultravioletaes 1 cm.

Validacion del método analitico.

Un método analitico se define como la descripcion de la secuencia de actividades,
recursos materiales y parametros que se deben cumplir, para llevar a cabo el analisis de un
componente especifico de la muestra. Un analito se define como un componente especifico
en una muestra a medir en un andlisis; por lo que un método analitico mide un
componente especifico en una muestra a medir en un andlisis y como todo proceso de

medicidn, este debe ser confiable para ser utilizado con un propésito definido.

La validacion de metodos analiticos es el proceso por el cual se demuestra por
estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos para la

aplicacion analitica deseada; es decir cumple con el proposito.
Clasificacion de métodos analiticos.
a) En funcidn de su estado regulatorio en :
e Métodos farmacopeicos. Son todos aquellos métodos que aparecen en
cualquier farmacopea: Farmacopea de los Estados Unidos Mexicano,
farmacopea de los Estados Unidos, Farmacopea de Japon, etc.

e Meétodos no farmacopeicos: Son aquellos métodos no compendiados en una

farmacopea.
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b) En funcion de su aplicacion basados en una norma, ejemplo: NOM 059 Y NOM-
073 SSAL, en:

e Maétodos para producto a granel.
e Meétodos para producto terminado.
e Meétodo para materia prima.

e Métodos indicadores de estabilidad.

c) Enfuncién de la naturaleza de la respuesta analitica en :

e Meétodos fisicos. Cuando la respuesta es de caracter fisico como la absorcion
de luz, emision de luz, medicion del voltaje, el pH, la conductividad, etc.

e Meétodos quimicos. Cuando la respuesta es de caracter quimicos como: el
consumo de iones hidrégeno o hidroxilo, formacion de complejos, equilibrios
oxido-reduccion, etc.

e Métodos bioldgicos: Cuando la respuesta es de caracter bioldgico (crecimiento

de un microorganismo, proteccion, muerte, etc.).

d) En funcién de su propdsito analitico, los métodos de validacion se clasifican en:

e Meétodos para cuantificar el analito, contenido o potencia.
e Maétodos para establecer la presencia del analito a un limite.

e Meétodos para identificar el analito.

Cualquier método analitico puede estar constituido por diversas técnicas analiticas
como: aplicacion de equilibrios acido-case, dxido-reduccion, precipitacion, de separacion
como los métodos cromatograficos, de extraccion liquido-liquido, etc., y por técnicas de
medicion como los métodos espectrofotométricos, métodos potenciométricos,
polarogréficos etc.) los cuales permiten medir la respuesta del analito en la muestra, se

denomina Sistema de Medicion.
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e) Enfuncién de la naturaleza del sistema de medicion se clasifica en:

e Meétodos en los cuales el instrumento de medicion da la respuesta analitica, y

permite medir una sefial de ruido: cromatdgrafo de liquidos, cromatdgrafos de

gases, espectrofotdmetros, etc.

e Métodos en los cuales el instrumento de medicién no permite medir una sefial

de ruido: volumetrias, potencidmetros, conductimetrias. etc.

Parametros de Desempefio. Los parametros que se deben estudiar durante el

desarrollo de una validacion, se indican en la tabla 2

Parametro de desempefio | Contenido/ | Pruebas de impurezas |ldentificacion
Potencia/ i i
Valoracién | Contenido/ | Limite
Valoracion
Precisién/adecuabilidad Si Si Si ¢
del sistema
Linealidad del sistema Si Si No No
Especificidad® Si® Si Si Si
Exactitud y Repetibilidad Si Si No No
Linealidad del método Si Si No No
Precision del método o Si Si No No
Precision intermedia?
Estabilidad analitica de la ¢ ¢ No No
muestra’
Limite de deteccion No No Si No
Limite de cuantificacion No Si No No
Robustez ¢ ¢ ¢ No
Tolerancia ¢ ¢ ¢ No

Tabla 2 Se indica los parametros de desempefio a estudiar durante la

validacion de un método analitico

4 Puede ser requerido dependiendo de la naturaleza del método.

1) La falta de especificidad de un método analitico, puede ser compensada por otra alternativa analitica de
soporte, como por ejemplo cromatografia de capa fina.
2) También es definido como un estudio de tolerancia.

3) Un método que es exacto y lineal, por definicion es especifico al placebo analitico o a los otros

componentes de la muestra.
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Determinaciones, metodologia y criterios de aceptacion:

En esta seccion se describirdn, la metodologia y los criterios estadisticos de
aceptacion recomendados en el Guia de validacion de métodos analiticos, editada por el
Colegio nacional de Quimicos Farmacéuticos Biologos México A.C., tanto para sistema
como para método, como son: el promedio aritmético, la desviacion estandar, el coeficiente
de variacion, el intervalo de confianza para la media poblacional de un porcentaje de
recobro, el valor de la pendiente, la ordenada al origen, el coeficiente de determinacién, el
intervalo de confianza para la pendiente y para la ordenada al origen.

Precision del sistema.

Metodologia: se preparan por sextuplicado disoluciones a la concentracion de la
disolucién de referencia o al 100 % de la concentracion de la muestra procesada,
preparadas por dilucion o por pesadas independientes y se mide la respuesta analitica bajo
las mismas condiciones y se calcula la desviacion estandar y el coeficiente de variacion.

El criterio de aceptacion el de que el coeficiente de variacion debe ser menor o igual a

1.5 porcentual.

Linealidad del sistema.

Metodologia: se preparan por triplicado cinco niveles de concentracion de la
disolucién de referencia, ya sea por dilucion o por pesadas independientes, siendo la
concentracion a la que se prepara la disolucion de referencia del método o el 100 % de la
concentracion en la muestra procesada para su medicion, y en donde el intervalo debe
incluir la especificacion para el caso de aquellos métodos utilizados para, contenido/
potencia/valoracion, midiendo la respuesta analitica bajo las mismas condiciones y se

reporta la relacion concentracion contra respuesta analitica.

Se calcula: el valor de la pendiente, la ordenada en el origen, el coeficiente de
determinacion y el intervalo de confianza para la pendiente.
El criterio de aceptacion es el de que, el coeficiente de determinacion debe ser

mayor o igual al 0.98 y el intervalo de confianza para la media poblacional no debe incluir
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el cero, también se recomienda trazar la grafica de la concentracion contra la respuesta

analitica e incluir en ella la ecuacion, la linea de ajuste y el coeficiente de determinacion.

Especificidad.

Metodologia: se deben establecer las posibles sustancias interferentes y adicionar
cantidades conocidas de éstas, solas 0 combinadas, a la muestra y evaluar su respuesta al

método.

a. Para métodos de identificacion: seleccionar sustancias que potencialmente
interfieran en la determinacion.

b. Para métodos de contenido / potencia / valoracion: analizar placebos del producto
como lo indica el método, muestras de producto y cuando proceda, sustancias
relacionadas, precursores y homdélogos y una mezcla del producto con ellos o
cualquiera de ellos.

c. Para métodos de contenido / valoracion de impurezas: cuando se dispone de las
impurezas, adicionarlas al analito y / o a la muestra en niveles que incluya la

especificacion.

Cuando no se dispone de las impurezas la muestra que contiene al analito debe someterse a

condiciones que generan su inestabilidad quimica.

d. Para métodos de limites de impurezas: analizar muestras individuales de la
impureza, el producto y la mezcla de estos.

e. Para métodos indicadores de estabilidad:

e Si se cuenta con los productos de degradacion preparar muestras con
placebo adicionado de éstos, el placebo adicionado del analito y de
placebo adicionado de analito y productos de degradacion y analizar con

el método.
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e Sino se cuenta con los productos de degradacion, crear condiciones para
favorecer la inestabilidad del analito en la muestra. Se recomienda, de

acuerdo a la naturaleza quimica del analito.

f. Para métodos no selectivos: la especificidad es sustentada con los resultados de

exactitud y linealidad del método, con los criterios de aceptacion.

Criterios de aceptacion: La respuesta del método unicamente debe ser debida al analito.

Exactitud y Repetibilidad del método.

Metodologia: la metodologia a seguir estard en funcién de si se conoce 0 no, la

constitucion del placebo en la muestra.

e Si se conocen los componentes de la muestra, se debe preparar el placebo
analitico con el tipo de componentes que generalmente se encuentran presentes
en la muestra y se preparar por sextuplicado placebos adicionados de una

cantidad de analito correspondiente al 100 % de éste en la muestra.

e No se conocen los componentes de la muestra, se deben preparar por 1o menos
seis muestras adicionadas del analito, utilizando la mitad de la muestra analitica
que originalmente requiere el método y adicionar el analito hasta completar lo

que representa el 100% de éste en la muestra.

Se calcula el promedio aritmético, la desviacion estandar, el coeficiente de
variacion, el intervalo de confianza para la media poblacional del porcentaje de recobro.

El criterio de aceptacion es que, el intervalo de confianza para la media poblacional
del porcentaje de recobro debe incluir el 100% o que el promedio aritmético de porcentaje
de recobro se incluya en el intervalo del 100 + 3% y el valor del coeficiente de variacion no

debe ser mayor al 3%
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Linealidad del método:

Metodologia: Se conocen los componentes de la muestra por lo que se prepard por
triplicado, tres niveles placebos adicionados con una cantidad de analito correspondiente al
100% incluyendo los limites inferior (menor al 10%) y superior (mayor al 10%) del
intervalo para el contenido/potencia/valoraciéon, y para el contenido/valoracion para
pruebas de impurezas de limites superior al 20%, manteniendo constantemente la cantidad

adicionada de placebo para los tres niveles.

El criterios de aceptacion para la cantidad adicionada contra cantidad recuperada es
de que el coeficiente de determinacién debe ser mayor o igual al 0.98%, el intervalo de
confianza para la pendiente poblacional debe incluir la unidad, el intervalo de confianza
para la ordenada al origen poblacional debe incluir el cero, el coeficiente de variacion de
regresion del porcentaje de recobro, no debe ser mayor de 3% si es quimico o
espectrofotométrico y no mayor a una magnitud preestablecida, acorde a la especificacion

del analito en la muestra.

Por ciento de recobro.

El Intervalo de confianza para la media poblacional debe incluir el 100%, o que el
promedio aritmético del % de recobro se incluya en el intervalo 97 — 103 % si el método es
quimico o espectrofotométrico, el coeficiente de variacion del porcentaje de recobro no
debe ser mayor del 3% si es quimico o espectrofotométrico.

Cualquier otro criterio de aceptacion, debe ser justificado. Es conveniente trazar la gréafica
de la cantidad adicionada (x) contra la cantidad de recuperada (y), e incluir la ecuacion, su

linea y el coeficiente de determinacion.

Precision del método (Precision Intermedia o Tolerancia interdia / analista).
Metodologia: Analizar por triplicado una muestra homogénea del producto que

tenga un nivel cercano o igual al 100% (en caso de contenido / potencia / valoracion) o una

muestra homogénea cuyo contenido esté incluido en el intervalo lineal de concentracion de

linealidad de método (para el caso de impurezas), en dos dias diferentes y por dos
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analistas diferentes. Utilizar de preferencia la misma sustancia de referencia y los mismos
instrumentos y equipos. Reportar el contenido / potencia / valoracion del analito de todas
las muestras. Calcular la media aritmética, desviacion estandar y coeficiente de variacion

del contenido / potencia / valoracion, empleando todos los resultados obtenidos.

El criterio de aceptacion su coeficiente de variacion debe ser menor o igual al 3 %
para metodos quimicos o espectrofotométricos, los resultados pueden ser analizados
utilizando otros métodos estadisticos apropiados, que permitan sustentar que la precision
del método es aceptable. Puede ser utilizado un modelo estadistico lineal de disefio
experimental considerando como factores al analista y al dia anidado en el analista o
considerando al analista como un factor jerarquico respecto al dia. Este modelo permite
investigar el efecto del analista y del dia, asi como estimar la variabilidad entre analistas
(reproducibilidad interdias) y la variabilidad del método analitico (repetibilidad). Este
andlisis es de utilidad cuando se tiene interés en determinar el grado de tolerancia del

método a estas fuentes de variacion.

Estabilidad Analitica de la Muestra.

Metodologia: El analista debe establecer la etapa de analisis en el cual se desea
evaluar la estabilidad, ademas de determinar si en dicha etapa es posible fraccionar
(muestras dependientes) o no (muestras independientes) y las condiciones de almacenaje.
Muestras dependientes: Procesar por triplicado una muestra homogénea hasta la etapa
preestablecida y fraccionar de acuerdo a las condiciones de almacenaje de interés.
Proseguir el andlisis de cada una de las fracciones al término de cada condicion de
almacenaje utilizando una sustancia de referencia recientemente preparada. Reportar el
contenido / potencia / valoracion de cada fraccion.

Muestras independientes: A partir de una muestra homogénea analizar por triplicado.
Simultaneamente y de la misma muestra procesar el nUmero de muestras necesarias para
cada condicién de almacenaje hasta la etapa preestablecida al menor por triplicado.
Proseguir el andlisis de cada una de las fracciones al término de cada condicién de
almacenaje utilizando una sustancia de referencia recientemente preparada. Reportar el

contenido / potencia / valoracion de cada preparacion.
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Calcular la media aritmética del analisis inicial y de cada condicién de almacenaje,
calcular la diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicion de almacenaje

respecto del andlisis inicial |d; |.

El criterio de aceptacion, la diferencia absoluta de la media aritmética de cada
condicion de almacenaje respecto del analisis inicial |di | debe ser menor o igual al 3%
para métodos quimicos o espectrofotométricos.

Cualquier otro criterio de aceptacion, debe de ser justificado. Los resultados pueden ser
analizados utilizando otros métodos estadisticos apropiados. Uno de ellos es la obtencién
de intervalos de confianza que describen la diferencia de los resultados de una condicion

especifica respecto de los resultados iniciales, basados en la distribucion t de Dunnett.

Limite de Deteccién (LD) con base en sefial de ruido.

Metodologia: Este procedimiento aplica a métodos que utilizan instrumentos para
medir la respuesta analitica y que presentan una sefial de ruido basal. Un analista debe
determinar la respuesta de muestras blanco (reactivos, placebos analiticos, etc., segun
proceda) y la respuesta de muestras analiticas (analito, placebos adicionados, segun
proceda) en un intervalos de concentraciones del analito que incluya especificacion de la
prueba de impurezas limite. Determinar aquella cantidad del analito que genere una
respuesta con respecto a la muestra blanco en una proporcién de por lo menos de 3a 1, lo
que corresponde a la concentracion asociada al limite de deteccién. Este procedimiento se

utiliza para verificar el limite de deteccion estimado por otros procedimientos.

El criterio de aceptacion, el limite de deteccion debe ser menor a la especificacion

de la prueba de impurezas limite.

a) Limite de Deteccion con base en curva de calibracion y desviacion estandar de los

blancos.

Metodologia: Este procedimiento aplica tanto a métodos instrumentales como a no

instrumentales. Un analista debe preparar por lo menos tres concentraciones de la sustancia
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de interés (analito, placebos adicionados, etc., segun proceda) a valores menores o que
incluya la especificacion de la prueba de impurezas limite; ya sea por dilucion o por pesada
independiente del analito. Simultdneamente, preparar por lo menos cinco blancos
(reactivos, placebos analiticos, etc., segun proceda). Medir las respuestas analiticas. Para la
curva de calibracion, sin incluir los blancos, calcular el valor de la pendiente, el coeficiente
de determinacion y el intervalo de confianza para la pendiente. Para los blancos, calcular,

la desviacién estandar de los blancos.

Calcular el limite de deteccion con la siguiente ecuacion:

LD=33 X S,
by
El valor estimado para el limite de deteccion debe ser verificado utilizando el
procedimiento de la sefial de ruido.

El criterio de aceptacion, el coeficiente de determinacidon debe ser mayor o igual a
0.98, el Intervalo de confianza para la pendiente poblacional no debe incluir el cero y el
limite de deteccion debe ser menor a la especificacion de la prueba de impurezas limite.

Cualquier otro criterio de aceptacion, debe ser justificado.

b) Limite de Deteccion con base en la curva de calibracion y desviacion estandar de
regresion.

Metodologia: Este procedimiento aplica tanto a métodos instrumentales como a no
instrumentales. Un analista debe preparar por lo menos tres concentraciones de la sustancia
de interés (analito, placebos adicionados, etc., segin proceda) a valores menores o que
incluya la especificacion de la prueba de impurezas limite; ya sea por dilucion o por pesada
independiente del analito. Medir las respuestas analiticas. Calcular el valor de la pendiente,
el coeficiente de determinacion, la desviacion estandar de regresion vy el intervalo de

confianza para la pendiente, calcular el limite de deteccidn con la siguiente ecuacion:

LD =3.3 X Syx
by
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El valor estimado para el limite de deteccion debe ser verificado utilizando el

procedimiento de la sefial de ruido.

El criterio de aceptacion, el coeficiente de determinacion debe ser mayor o igual a
0.98, el Intervalo de confianza para la pendiente poblacional no debe incluir el cero y el
limite de deteccion debe ser menor a la especificacion de la prueba de impurezas limite.

Cualquier otro criterio de aceptacion, debe ser justificado.

c) Limite de deteccién con base en la curva de calibracion y la desviacion estandar de la

ordenada al origen.

Metodologia: Este procedimiento aplica tanto a métodos instrumentales como a no
instrumentales. Un analista debe preparar por lo menos tres concentraciones de la sustancia
de interés (analito, placebos adicionados, etc., segun proceda) a valores menores o que
incluya la especificacion de la prueba de impurezas limite; ya sea por dilucion o por pesada
independiente del analito. Medir las respuestas analiticas. Calcular el valor de la pendiente,
el coeficiente de determinacion, la desviacién estandar de la ordenada al origen y el
intervalo de confianza para la pendiente. Calcular el limite de deteccion con la siguiente

ecuacion:

LD=3.3 X Sy
by
El valor estimado para el limite de deteccion debe ser verificado utilizando el

procedimiento de la sefial de ruido.

El criterio de aceptacion, el coeficiente de determinacion debe ser mayor o igual a
0.98, el Intervalo de confianza para la pendiente poblacional no debe incluir el cero y el
limite de deteccion debe ser menor a la especificacion de la prueba de impurezas limite.

Cualquier otro criterio de aceptacion, debe ser justificado.
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Parte Experimental.

El desarrollo experimental de este trabajo se basa en la determinacion
espectrofotométrica del &cido ascorbico, en el cual se mide la absorbancia que produce el
complejo ferroina (tris [1, - 10- fenantrolina] fierro (11)), que se obtiene al hacer reaccionar
el 4cido ascérbico con el complejo [Fe (orto-fenantrolina)s]**.

Se han encontrado articulos recientes (Spectrophotometric determination of ascorbic acid
using copper (I1) — neocuproine reagent in beverages and pharmaceuticals, 2004 *Elsevier
Estambul University, Turkey) sobre la medicion de la absorbancia a partir de las reacciones
redox, este articulo sefiala el empleo de Cu (Il) en vez de Fe (Ill) obteniendo buenos
resultados, por tanto los métodos espectrofotométricos son particularmente atractivos

debido a que son faciles de manejar y rapidos para poder medir las absorbancias.

Para el desarrollo de esta validacion se tomaron en cuenta las buenas préacticas de
laboratorio, con el fin de obtener resultados creibles, ademas de indicar que la reaccion

redox es lenta.

Debido a su lenta reaccion se propuso el calentamiento a bafio maria, permitiendo
acelerar la reaccion en un determinado tiempo, por lo que se determiné el tiempo maximo a
emplear, indicando en que tiempo aproximado permanece constante la absorbancia, el cual

se tomara en cuenta para realizar la validacion.

Después de que se hayan realizado las mediciones de las absorbancias, se instruye a
realizar la validacién de método, los resultados obtenidos se analizaran por métodos
estadisticos para posteriormente realizar un analisis de resultado final y las conclusiones

pertinentes.

2Fel’ + acidoascorbico <«—> 2 Fely" + &cido dehidroasodrbico

Reaccion 9. Reaccidn entre el ion complejo, ortofenantrolina
fierro I11 presentandose su forma oxidada y el cido ascérbico
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Material empleado para la validacion del método analitico para la cuantificacion

de &cido ascorbico por el método de la ferroina

» Matraces volumétricos de 10 mL

> Matraces volumétricos de 25 mL

» Matraz volumétrico de 1000 mL

» Micro pipeta de 1000 pL

» Puntas para micro pipeta

> Bureta de 50 mL

> Pipetas volumétricas de 1, 2, 5, mL

» Celda de plastico de 1 cm de paso Optico
> Espatula

» Naves de vidrio para pesar

> Piseta

» Vasos precipitados de 50, 100 y 250 mL
» Papel de pH

» Envases de 600 mL para decantar los residuos de los reactivos
» Refrigerador

» Marco de pesas

» TermOmetro

» Bafio maria

» Etiquetas para rotular material
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Equipos:

» Balanza analitica digital marca Sartorius BP 210S con una capacidad
de maxima de 210 g y una d de 0.001 g

» Espectrofotometro UV/Visible marca Hitachi Perkin- Elmer 139,
UNAM 153182
Reactivos:

» Disolucién amortiguadora de acetatos a un pH de 4.7

» Disolucién de 1,10-Fenantrolina con un 99.0 % de pureza, a una

concentracion de 1mg/mL en un pH de 4.

» Disolucién de cloruro férrico a una concentracién de 100 ppm.

» Agua destilada.

» Disolucién estandar de acido ascérbico con una pureza del 99.0 %,

preparada diariamente.
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Procedimiento experimental propuesta para la validacion del método analitico.

A partir del diagrama de flujo se indicara el procedimiento experimental de la

determinacion y metodologia de la validacion.

Diagrama de flujo, para obtener el espectro de absorcion del producto de la reaccion

entre el 4cido ascérbico y el ion complejo, FeLs*", a diferentes concentraciones.

A un matraz volumetrico de 10 mililitros agregar 4 mL de Fe(lll) a
una concentracion de 100 ppm

|
} ' }

Agregar 1 mL de Agregar 005 mL de acido Agregar 2 mL de orto-
disolucion reguladora ascorbico a una fenantrolina al 1%
de acetatos a un concentracion de

pH =47 0.5 ug/mL

4) Aforar la disolucion con agua destilada, repetir el procedimiento
cambiando los volumenes del acido ascorbico para obtener las

concentraciones de 1.5, 3.0 y 4.5 ug/mL y realizar el barrido

5) Calentar la disolucién en bafio maria por 50
minutos, esperar a que se enfrie y medir la
absorbancia en un espectrofotometro ala
longitud de onda de 510 nm, utilizando
celda de 1 cm de paso dptico.
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Diagrama de flujo para obtener la cinética de la reaccion entre el acido ascorbico 4.5
pg/mL con el complejo Fel 3.

En un matraz volumétrico de 10 mililitros
agregar 4 mL de Fe(lll) a una concentracion

de 100 ppm
Agregar 1 mL de Agregar 0.45 mL de acido Agregar 2 mL de
disolucion reguladora de ascorbico a una orto-fenantrolina
acetatos a un pH=4.7 concentracion al 1%
de 4.5 ug/mL

Aforar la disolucion con agua destilada, calentar la
muestra en bafio maria y medir la absorbancia cada 10

minutos hasta determinar en que tiempo se presenta la
absorbancia maxima.
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Diagrama de flujo para la realizacion de la especificidad del analito.

A un matraz aforado de 10 mililitros, agregar 4 mL
de disolucién de Fe(l11) a una concentracion de 100

ppm

Agregar 1 mL de disolucion reguladora de
acetatosaun pH=4.7

Agregar 2 mL de disolucion de orto-fenantrolina
al 1%

|

Pesar con exactitud 25.6 mg de acido ascorbico estandar (99%).

o Transferir la cantidad pesada a un matraz volumétrico de 25
mL.

o Disolver homogéneamente la muestra y tomar una alicuota
de 0.025 mL de esta muestra agregarlo al matraz
volumétrico de 10 mL previamente preparado

o Aforar la disolucion con agua destilada.

|

Calentar la disolucién por 50 minutos y esperar a que se
enfrie, medir la absorbancia de la disolucion a partir de
una longitud de onda de 400 hasta 700 nm,
utilizando celdas de 1 cm de paso dptico.
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Diagrama de flujo para la especificidad del placebo adicionado.

A un matraz aforado de 10 mililitros agregar 4 mL de
disolucidon de Fe(111) 100 ppm de concentracion.

1

Agregar 1 mL de la disolucion del
reguladora de acetatos a un pH 4.7

l

Agregar 2 mL de orto fenantrolina
al 1%

l

Pesar con exactitud 26.6 mg del placebo con muestra analitica.

o Transferir la cantidad pesada a un matraz
volumétrico de 25 mL.

o Disolver homogéneamente la muestra y tomar una
alicuota de 0.025 mL, agregarlo al matraz aforado
de 10 mL previamente preparado

o Aforar la disolucion con agua destilada

l

Calentar la disolucién por 50 minutos y esperar a que se enfrie,
medir la absorbencia de la disolucion a una longitud de onda
de 510 nm, utilizando celdas de 1 cm de paso éptico

l

Realizar el mismo procedimiento pero ahora pesando la muestra
estandar del &cido ascorbico, calentar la disolucién por 50 minutos y
esperar a que se enfrie, posteriormente medir la absorbancia maxima
de la disolucion a una longitud de onda de 510 nm y utilizando celda

de 1 cm de paso Gptico
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Diagrama de flujo para la precision del sistema.

En un matraz aforado de 10 mililitros agregar 4 mL de
disolucién de Fe(l111) de 100 ppm en concentracion

l

Agregar 1 mL del disolucion reguladora
de acetatos aun pH=4.7

l

Agregar 2 mL de ortofenantrolina de
concentracion al 1%

l

Pesar con exactitud 25.5 mg del placebo con muestra analitica

o Transferir la cantidad pesada a un matraz volumétrico
de 25 mL.

o Disolver homogéneamente la muestra y tomar una
alicuota de 0.025 mL de esta muestra y agregarlo al
matraz volumétrico de 10 mL, previamente preparado

o Aforar la disolucion con agua destilada

1

Preparar por sextuplicado la disolucién anterior.

Calentar la disolucion por 50 minutos, esperar a que se enfrie y
posteriormente medir la absorbancia maxima de la disolucion a una
longitud de onda de 510 nm, utilizando celdas de 1 cm de paso

optico.



Diagrama de flujo para la determinacion de la linealidad del sistema.

En un matraz aforado de 10 mililitros agregar 4 mL de
disolucion Fe (I11) en una concentracion de 100 ppm

Agregar 1 mL de disolucion reguladora de
acetatos aun pH=4.7

l

Agregar 2 mL de disolucion de
ortofenantrolina al 1%

Pesar exactamente 25.5 mg de acido ascorbico estandar.

o Transferir la cantidad pesada a un matraz volumétrico de 25
mL

o Preparar 5 niveles de concentracion tomando de la disolucion
estandar preparada y transferirlo los matraces volumétricos de
10 mL, previamente preparados y rotulados.

0 Las concentraciones a tomar de &cido ascorbico son 0.25
ug/mL, 0.5 pg/mL, 1.5 ug/mL, 3.0 ug/mL y 4.5 ug/mL

Preparar por triplicado cada nivel de concentracion propuesto.

Calentar las disoluciones por 50 minutos, esperar a que se

enfrie y posteriormente medir las absorbancias de las

disoluciones a una longitud de onda de 510 nm, utilizando
celdas de 1 cm de paso optico
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Diagrama de flujo para la determinacidon de la exactitud y repetibilidad del método.

En un matraz aforado de 10 mililitros agregar 4 mL de
disolucién de Fe(l11) a una concentracion de 100 ppm

1

Agregar 1 mL de disolucion reguladora
de acetatosaun pH=4.7

1

Agregar 2 mL de disolucion de ortofenantrolina
al 1%

1

Pesar con exactitud 25.5 mg del placebo con muestra analitica

o Transferir la cantidad pesada a un matraz volumétrico de
25 mL.

o Disolver homogéneamente la muestra, tomar una alicuota
de 0.025 mL de esta muestra y agregarlo al matraz
aforados de 10 mL, previamente preparado.

o Aforar la disolucion con agua destilada

l

Preparar por sextuplicado la disolucién anterior.
Calentar la disolucion por 50 minutos y esperar a que se
enfrie, medir la absorbancia de las disoluciones a una
longitud de onda de 510 nm, utilizando celdas de 1 cm

de paso dptico

l

Preparar muestra estandar siguiendo el
mismo procedimiento para determinar el
por ciento de recobro.
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Diagrama de flujo para la linealidad del método

En un matraz aforado de 10 mililitros agregar 4 mL de
disolucion de Fe(l1l) a una concentracion de 100

ppm

l

Agregar 1 mL de disolucion reguladora
de acetatos aun pH=4.7

Agregar 2 mL de disolucién de ortofenantrolina
al 1%

l

Pesar con exactitud 25.5 mg del placebo con muestra analitica
o Transferir la cantidad pesada a un matraz volumétrico de 25 mL.
o Disolver homogéneamente la muestray tomar una alicuota de
0.015, 0.025, 0.045 mL de estas muestras y agregarlo a matraces
aforados de 10 mL previamente preparados y rotulados.
o Hacer por triplicado cada disolucién
o Aforar la disolucion con agua destilada

l

Calentar las disoluciones por 50 minutos y esperar a que se enfrie,

posteriormente medir las absorbancias de las disoluciones a una

longitud de onda de 510 nm, utilizando celdas de 1 cm de paso
Optico

l

Preparar muestra estandar siguiendo el mismo procedimiento
para determinar el por ciento de recobro.
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Diagrama de flujo para la determinacion del Limite de Deteccion.

En un matraz aforado de 10 mililitros agregar 4 mL de
disolucion de Fe(l11) a una concentracion de 100 ppm

l

Agregar 1 mL de la disolucion reguladora
de acetatos aun pH=4.7

|

Agregar 2 mL de disolucion de ortofenantrolina
al 1%

Pesar con exactitud 25.5 mg del placebo con muestra analitica

o Transferir la cantidad pesada a un matraz volumétrico de 25 mL.

o Disolver homogéneamente la muestra y tomar alicuotas de muestras
que sean adecuadas para realizar el limite de deteccion, agregarlos
posteriormente a los matraces volumétricos de 10 mL previamente
preparados y rotulados.

Calentar las disoluciones por 50 minutos y esperar a que se enfrie,
medir las absorbancias de las disoluciones a una longitud de onda
de 510 nm, utilizando celdas de 1 cm de paso Optico

Preparar por lo menos cinco blancos siguiendo el protocolo
establecido solo que esta vez se pesa solamente el placebo

40



Diagrama de flujo para la determinacién de la precision del método, precision
interdia o tolerancia interdia/ analista.

A un matraz aforado de 10 mililitros agregar 4 mL de disolucion
de Fe(lll) a una concentracion de 100 ppm

1

Agregar 1 mL de la disolucion reguladora
de acetatos aun pH=4.7

l

Agregar 2 mL de disolucion de ortofenantrolina
al 1%

l

Pesar con exactitud 25.5 mg del placebo con muestra analitica
o Transferir la cantidad pesada a un matraz aforado de 25 mL.
o Disolver homogéneamente la muestra y tomar una alicuota

de 0.025 mL, agregarlo al matraz volumétrico de 10 mL,
previamente preparado y rotulado.
o0 Aforar la disolucion con agua destilada

l

Preparar por triplicado la disolucién anterior.
Calentar las disoluciones por 50 minutos y esperar a que se enfrie,
medir las absorbancias de las disoluciones a una longitud de onda de
510 nm, utilizando celdas de 1 cm de paso éptico

o Realizarlo por dos analistas diferentes y en dos dias diferentes.

o Cada analista debe de realizar pesadas independientes por dia tanto
para la muestra como para el estandar.

o0 Hacer el mismo procedimiento pero ahora pesar solo el estandar.



Diagrama de flujo para la estabilidad analitica de la muestra.

En un matraz aforado de 10 mililitros agregar 4 mL de disolucién de
Fe(11D) a una concentracion de 100 ppm

l

Agregar 1 mL de la disolucion reguladora
de acetatosaun pH =4.7

l

Agregar 2 mL de disolucion de ortofenantrolina
al 1%

Pesar con exactitud 25.5 mg del placebo con muestra analitica
o Transferir la cantidad pesada a un matraz aforado de 25 mL.
o Disolver homogéneamente la muestra y tomar una alicuota de 0.025
mL de esta muestra, agregarlo al matraz volumétrico de 10 mL,
previamente preparada y rotulada.
o Aforar la disolucion con agua destilada

1

Preparar por triplicado la disolucion anterior para las diferentes condiciones
propuestas.
Preparar el estandar para determinar el % de recobro realizando el mismo
procedimiento, solo que se pesa muestra estandar.
Rotular las disoluciones preparadas para las diferentes condiciones de interés:
» Luz blanca y temperatura ambiente
» Oscuridad y temperatura ambiente
» Temperaturaa 4 °C
o Calentar las disoluciones por 50 minutos para el primer dia y esperar a que se
enfrie, posteriormente medir las absorbencias de las disoluciones a una longitud
de onda de 510 nm.
o Para los siguientes dias solo se miden las absorbancias obtenidas de las
disoluciones en las diferentes condiciones de interés.

o

o

o
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Diagrama de flujo para el andlisis de muestra comercial.

En un matraz aforado de 10 mililitros agregar 4 mL de disolucién de
Fe (I11) a una concentracion de 100 ppm

Agregar 1 mL de la disolucion reguladora de
acetatos aun pH=4.7

1

Agregar 2 mL de disolucion de ortofenantrolina
al 1%

l

Obtener el peso promedio de 20 tabletas de producto comercial del mismo lote.
Pesar con exactitud el peso de la muestra comercial a analizar.

o Transferir la cantidad pesada a un matraz aforado de 25 mL.

o Disolver homogéneamente la muestra y tomar una alicuota de 0.025

mL de esta muestra y agregarlo al matraz aforado de 10 mL.
Previamente preparado y rotulado

o Aforar la solucién con agua destilada

Preparar el estandar para determinar el % de recobro realizando el
mismo procedimiento, solo que se pesa muestra estandar.

Calentar las disoluciones por 50 minutos y esperar a que se enfrie,
medir las absorbancias de las disoluciones a una longitud de onda de
510 nm, utilizando celdas de 1 cm de paso Optico

43



Diagrama de flujo para manejo de residuos.

El compuesto formado entre el Fe (II) y la 1,10 fenantrolina
(ferroina), es de color rojo intenso, se coloca en un recipiente
adecuado preferentemente envases de vidrio limpio

Rotular los envases, poniendo nombre del residuo, nombre del
analista y fecha

Se evapora un 40 % del disolvente y se trata con disolucion de
yoduro de potasio 2.5 M, se extrae con cloroformo y de la fase
acuosa se cristaliza la ferroina.

La ferroina se recristaliza y se guarda en un frasco apropiadamente
rotulado como Indicador para equilibrios oxido-reduccién
Se coloca el nombre del alumno y la fecha de almacén
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Tabla de resultados.

% T, %T, %T, %T,
r(m) | s (L5 (3.0 145] |ABS1|ABS: | ABSs | ABS.4
400 100 89 a0 84 0.0000 | 0.0506 | 0.0458 | 0.0757
410 100 84 82 71 0.0000 | 0.0757 | 0.0862 | 0.1487
420 100 81 78 70 0.0000 | 0.0915 | 0.1079 | 0.1549
430 100 80 80 69 0.0000 | 0.0969 | 0.0969 | 0.1612
440 100 77 74 65 0.0000 | 0.1135 | 0.1308 | 0.1871
450 100 72 66 57 0.0000 | 0.1427 | 0.1805 | 0.2441
460 100 70 65 55 0.0000 | 0.1549 | 0.1871 | 0.2596
470 100 66 62 51 0.0000 | 0.1805 | 0.2076 | 0.2924
480 100 65 61 50 0.0000 | 0.1871 | 0.2147 | 0.3010
490 100 65 57 48 0.0000 | 0.1871 | 0.2441 | 0.3188
500 100 65 60 49 0.0000 | 0.1871 | 0.2218 | 0.3098
505 100 64 59 49 0.0000 | 0.1938 | 0.2291 | 0.3098
510 92 63 56 47 0.0362 | 0.2007 | 0.2518 | 0.3279
515 97 63 56 46 0.0132 | 0.2007 | 0.2518 | 0.3372
520 100 65 59 48 0.0000 | 0.1871 | 0.2291 | 0.3188
530 100 69 63 54 0.0000 | 0.1612 | 0.2007 | 0.2676
540 100 77 73 65 0.0000 | 0.1135 | 0.1367 | 0.1871
550 100 85 87 77 0.0000 | 0.0706 | 0.0605 | 0.1135
560 100 91 93 87 0.0000 | 0.0410 | 0.0315 | 0.0605
570 100 98 96 94 0.0000 | 0.0088 | 0.0177 | 0.0269
580 100 100 100 100 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000
590 100 100 100 100 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000
600 100 100 100 100 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000
610 100 100 100 100 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000
620 100 100 100 100 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000
630 100 100 100 100 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000
640 100 100 100 100 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000
650 100 100 100 100 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000
660 100 100 100 100 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000
670 100 100 100 100 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000
680 100 100 100 100 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000
690 100 100 100 100 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000
700 100 100 100 100 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000

Tabla No. 1 Lecturas de %T y absorbancias paralas diferentes disoluciones
acido ascorbico en concentraciones de 0.5, 1.5, 3.0y 4.5
ppm con la ferrina en su forma oxidada, leidas en un &mbito de longitudes de onda de (400
a 700 nm).

obtenidas al hacer reaccionar
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Gréafica No. 1 Curvas de absorcion de los productos de reaccion entre el
acido ascorbico en concentraciones de 0.5, 1.5, 3.0 y 4.5 ppm con el complejo
Fe(ortofenantrolina);>* la absorbancia méxima que presenta el producto de la reaccién
siendo esta el complejo ferroina en su forma reducida, a longitud de onda de 510 nm,

utilizando una celda de cuarzo de 1 cm de paso optico.

Absorbancias Concentracion en ppm
0 0
0.036 0.5
0.181 15
0.252 3.0
0.328 4.5

Tabla No. 2 Datos de las absorbancias de la ferroina en su forma reducida en funcion de

la concentracion del &cido ascorbico.
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Gréafica No. 2 Linealidad que presenta la relacion de la absorbancia en funcion de la
concentracion de la ferroina en su forma reducida con pH de 4.7 y leida en el
espectrofotometro a la longitud de onda de 510 nm, empleando celda de cuarzo de 1
cm de paso éptico.

Cinética de la reaccién.

Datos obtenidos:

Tiempo en minutos Por ciento de transmitancia Absorbancia
0 93 0.0315
10 70 0.1549
20 52 0.2840
30 35 0.4559
40 32 0.4949
50 25 0.6021
60 26 0.5850
70 26 0.5850
80 26 0.5850
90 26 0.5850

Tabla No. 3 Absorbancia de la ferroina en su forma reducida en intervalos de 10
minutos.
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Cinéticadelareaccion
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Gréafica No. 3 La reaccion 6xido — reduccion entre el complejo ferrina en su forma oxidada
y el &cido ascorbico presenta una de reaccion lenta, donde en un tiempo aproximado a los
50 minutos se obtiene la absorbancia méxima del producto de la reaccidon siendo la ferroina
en su forma reducida a una longitud de onda de 510nm, se tomara en cuenta para realizar
la validacion del método analitico.
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Especificidad.

longitud de | absorbancia | absorbancia del placebo | absorbancia
onda (nm) estandar mas muestra analitica del placebo
400 0.0915 0.0655 0
410 0.1192 0.0862 0
420 0.1427 0.1079 0
430 0.1612 0.1192 0
440 0.1805 0.1367 0
450 0.1938 0.1487 0
460 0.2147 0.1612 0
470 0.2291 0.1675 0
480 0.2291 0.1739 0
490 0.2366 0.1938 0
500 0.2636 0.1871 0
505 0.2676 0.2007 0
510 0.2840 0.2291 0
515 0.2480 0.1871 0
520 0.2518 0.1871 0
530 0.2007 0.1612 0
540 0.1549 0.1192 0
550 0.1249 0.0757 0
560 0.0862 0.0458 0
570 0.0655 0.0315 0
580 0.0555 0.0269 0
590 0.0410 0.0223 0
600 0.0044 0.0000 0
610 0.0044 0.0000 0
620 0.0000 0.0000 0
630 0.0000 0.0000 0
640 0.0000 0.0000 0
650 0.0000 0.0000 0
660 0.0000 0.0000 0
670 0.0000 0.0000 0
680 0.0000 0.0000 0
690 0.0000 0.0000 0
700 0.0000 0.0000 0

Tabla No. 4 Datos de las absorbancias obtenidas del producto de la reaccién que estuvo

constituido por la muestra estandar, el placebo con la muestra analitica y el placebo.
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Gréafica No. 4 A una longitud de onda de 510 nm se obtiene la absorbancia maxima de la
ferroina en su forma reducida, que estuvo constituido por la muestra estandar, el placebo
con el analito y el placebo en donde dicha muestra no reacciona con el complejo ferroina en
su forma oxidada teniendo como resultado absorbancias con valores de cero.

Precision del sistema.

Concentracion de analito que representa el 100% es equivalente a 2.5 pg/mL

Numero de disoluciones absorbancia a una A de 510 nm
1 0.2441

0.2441

0.2441

0.2441

0.2441

0.2518

oo~ lwWIN

Tabla No. 5 Absorbancias constantes obtenidos de la ferroina en su forma reducida,
teniendo un coeficiente de variacion del 1.28 % y una desviacién estandar del 3.143
*10%, se observa que en la Gltima disolucién su absorbancia no coincide con las
primero cinco diluciones
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Gréafica No. 5 En el desarrollo de la precision del sistema se muestra que la mayor parte
de los resultados se obtuvo una buena precisién a excepcién del dltimo pero no es
significativo debido a que su CV es menor al 2%, indicando que la desviacion estandar

es minima.

Linealidad del sistema

Peso de las .
muestras Alicuotas tomgdas para . Y absorbancia
Muestras . las concentraciones X concentracion bt
i estandar (mg) maxima a 510
analiticas propuestas (mL) (ug/ mL) nm
1 25.5 0.025 0.25 0.0132
2 25.5 0.025 0.25 0.0132
3 25.5 0.025 0.25 0.0132
4 25.5 0.005 0.5 0.0605
5 25.5 0.005 0.5 0.0605
6 25.5 0.005 0.5 0.0605
7 25.5 0.015 15 0.1487
8 25.5 0.015 15 0.1487
9 25.5 0.015 15 0.1487
10 25.5 0.030 3.0 0.3010
11 25.5 0.030 3.0 0.3010
12 25.5 0.030 3.0 0.3010
13 25.5 0.045 45 0.4089
14 25.5 0.045 45 0.4089
15 255 0.045 45 0.4089

Tabla No. 6 Resultados de las absorbancias obtenidas a las diferentes concentraciones
propuestas para la linealidad del sistema, cada concentracion se hizo por triplicado.
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Linealidad del sistema, absorbancia contra concentracion promedio

X (ng/mb) | v pROMEDIO VALORES DE LA GRAFICA
0.25 0.0132 Ordenada = 0.007
05 0.0621 Pendiente = 0.0919
15 0.1487 RZ= 09931
3.0 0.2981 (Sy) = 0.01885, Sb; = 0.02697
45 0.4089 (IC(B.)) = 0.1501552, 0.0336448
to.975,13= 2.160

Tabla No. 7 Promedio de las absorbancias obtenidas para las diferentes concentraciones
propuestas para la linealidad del sistema a partir de los datos de la tabla No. 8, se calcula la
desviacion estandar de la regresion, la desviacion estandar de la pendiente, el intervalo de
confianza para la pendiente poblacional y el valor de la t- Student.

Absorbancia promedio

0.45 1

0.4 A

0.35

0.3 1

0.25 1

0.2 1

0.15 A1

0.1 1

0.05 1

Linealidad del sistema

y=0.091x + 0.00Z

0.5 1

15 2 25 3 35 4 4.5
Concentracién pg/mL

5

Gréfica No. 6 La linealidad obtenida fue a partir de la relacién entre la concentracion contra
las absorbencias promedios, siendo esta linealidad aceptable ya que el coeficiente de
determinacion R? es de 0.9931.
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Exactitud y repetibilidad del método.

Placebo con muestra analitica

Muestras Absorbancia a Cantidad recuczrr]zt;c?:((jm )
del placebo | 510 nmde la adicionada (mg) al mariraz aforaglo % de
analitico cantidad al matraz aforado de 10 mL recobro Y
adicionado adicionada de 10 mL
1 0.1427 0.0255 0.02586 100.40
2 0.1457 0.0255 0.02641 98.65
3 0.1427 0.0255 0.02586 100.40
4 0.1427 0.0255 0.02586 100.40
5 0.1397 0.0255 0.02532 98.30
6 0.1427 0.0255 0.02586 100.40
n (Y) S(Y) Promedio Y % CV(Y)
6 1.00 99.76 1.00

Tabla No. 8 Absorbancia de la cantidad adicionada de la muestra problema, dicha
cantidad se recupera, obteniendo un por ciento de recobro aceptable. El valor de t-Student
(a 0.975,n-1) fue de 2.571, mientras su intervalo de confianza para la media poblacional
esta entre 100.81 a 98.71.

Y: Es el cociente porcentual de la cantidad recuperada respecto a la cantidad adicionada.

Resultados para muestra estandar

Pes,o Pes’o Pes’o Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Pureza de
estandar | estandar | estandar la muestra
1 2 3 ,
mg mg mg estandar %
25.5 255 255 0.1427 0.1427 0.1367 99

X Promedio: 25.5

X Promedio: 0.1407

Desviacion estandar:0.003464

% CV =2.46

Tabla No. 9 Peso promedio y absorbancia promedio de la muestra estandar con una pureza

del 99 %
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Ejemplo de célculo realizado.

mg Recuperado

% Recobro =

Abs. de la muestra 1(0.1427) * Peso del estandar (0.0255mg)

Abs. promedio del estandar (0.1407)

mg recuperado (0.02586 mg) * Por ciento de pureza (99%)

=100.40

Cantidad pesada de la muestra (0.0255 mg)

Linealidad del método.

= 0.02586

Placebo con . .,
. Nivel de concentracion en
muestra analitica . .
.~ pg/mL Absorbancia maxima 510 nm.
adicionado
1 1.53 0.1426
2 1.54 0.1366
3 1.53 0.1307
4 2.56 0.2596
5 2.56 0.2518
6 2.56 0.2412
7 4.608 0.4317
8 4.626 0.4317
9 4.626 0.4089

Tabla No. 10 Triplicado para cada nivel de concentracion, las absorbancias obtenidas son
de la cantidad adicionada de la muestra.
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Linealidad del método, cantidad adicionada - cantidad recuperada,

Placebo X Cantidad real Y Cantidad
o adicionada (mg) recuperada (mg) al % -
analitico Valores de la grafica
. al matraz aforado | matraz aforada de 10 | Recobro
adicionado
de 10 mL mL
1 0.01536 0.01320 85.08 Ordenada = 0.0032
2 0.01536 0.01263 81.40 Pendiente = 1.0337
3 0.01536 0.01209 78.00 R?=0.9951
(Syix) = 0.01885, Sh; =
4 0.0255 0.02401 93.22 0.02697
(IC(B1)) = 0.1501552,
5 0.0255 0.02330 90.46 0.0336448
6 0.0255 0.02231 90.50 to.075.7= 2.365
7 0.04096 0.03993 96.51 % CV=7.18
8 0.04112 0.03993 96.13
9 0.04112 0.03782 91.05

Tabla No. 11 Valores de la cantidad adicionada, cantidad recuperada y por ciento de
recobro siendo estds menores al 95 por ciento, el coeficiente de determinaciéon de la
linealidad es aceptable, ya que el valor obtenido es mayor al 0.98, se obtienen la
desviacion estandar de la regresion, intervalo de confianza para la pendiente poblacional,
el valor de la t de Student(n-1) y el coeficiente de variacion siendo esta mayor a lo
especificado en la guia de validacion.

Datos Estandar

Peso estandar 1 Peso estandar 2 Absorbancia 1 Absorbancia | Pureza de la
mg mg 2 muestra
estandar %
25.5 25.5 0.2839 0.2757 99

X Promedio: 25.5

X Promedio: 0.2757

Desviacion estandar: 0.00579

% CV =2.07

Tabla No. 12 Absorbancia y peso promedio de la muestra estandar, la pureza de la muestra
estandar es del 99.0%.
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Ejemplo del calculo realizado.

Absorbanci a de la muestra 1(0.1426) * Peso del estandar (0.0255mg) 0.01320
Absorbanci a promedio del estandar (0.2757) '

mg Recuperados =

mg recuperado s (0.01320 mg) * Por ciento de pureza (99%)
Cantidad pesada de la muestra (0.01536 mg)

=85.08

% Recobro =

Determinar el valor de t Student, n= nimero de recobros
To9750-1

t 0.975,8 = 2.365

Intervalo de confianza para la media poblacional

IC, = 100.57, 98.94

Linealidad del método
0045 -
& 0.04
.g 0.035
& 0.03
j=1
g 0.025 -
= 0.02
T
S 0015 -
5 o001
0.005 -
0
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05
Cantidad adicionada (mg)

Gréafica No. 7 Relacion entre la cantidad adicionada contra la cantidad recuperada es
directamente proporcional, misma que se detalla en esta grafica, donde el coeficiente de
determinacién obtenido fue de 0.9951, el cual es adecuado para la determinacion de la

linealidad del método.
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Precision del método, precision intermedia o tolerancia interdia / analista.

Primer dia, analista 1

. . Cantidad
Plac,e_b 0 Absorbancia a Cantidad adicionada recuperada mg al %
analitico 2510 mg al matraz aforado matraz aforado | Recobro
adicionado nm de 10 mL
de 10 mL
1 0.1308 0.0256 0.01783 69.00
2 0.1337 0.0256 0.01823 70.50
3 0.1308 0.0256 0.01783 68.95

Tabla No. 13 Absorbancias del analista uno en el primer dia, cantidad adicionada, cantidad
recuperada y el por ciento de recobro el cual se obtiene resultados menores al 90 %.

Primer dia, analista 2

Placebo | Absorbancia Cantidad adicionada Cantidad recuperada
i mg al matraz aforado

analitico aA 510 nm mg al matraz aforado | % Recobro

L de 10 mL
adicionado de 10 mL

1 0.1367 0.0255 0.01864 72.37
2 0.1367 0.0225 0.01864 72.37
3 0.1308 0.0255 0.01783 69.23

Tabla No. 14 Absorbancias del analista dos en el primer dia, cantidad adicionada, cantidad
recuperada y el por ciento de recobro que al igual que el analista uno es menor al 90%.

Ejemplo del calculo realizado para la precision del método.

Absorbancia de la muestra1(0.1308) * Peso del estandar (0.0255mg)
Absorbancia promedio del estdndar (0.18705)

=0.01783

mg Recuperados =

mg recuperados(0.01783 mg) * Por ciento de pureza (99%)
Cantidad pesada de la muestra (0.0256 mg)

% Recobro = =69.00
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Estandar para analista 1y 2, primer dia.

Peso estandar (1)
mg

Peso estandar (2)
mg

Absorbancia
1

Absorbancia
2

Pureza de la
muestra estandar
%

25.5

255

0.1837

0.1904

99

X Promedio: 25.5

X Promedio: 0.18705

Desviacion estandar:0.00473

% CV =2.53

Tabla No. 15 Datos de la muestra estandar para la obtencidon de la cantidad recuperada y el
por ciento de recobro de las muestras analizadas por el analista uno y dos, para el primer

dia.

Segundo dia, analista 1

Absorbancia _ @antidad Cantidad
Placebo . 2 510 adicionadamg al | recuperada mg al o
analitico maxima a matraz aforado de | matraz aforado de 0
adicionado | "M 10 mL 10 mL Recobro
1 0.1191 0.0255 0.01638 63.60
2 0.1249 0.0255 0.01717 66.66
3 0.1249 0.0256 0.01717 66.40

Tabla No. 16 Absorbancias del analista uno en el segundo dia, cantidad adicionada y
cantidad recuperada y el por ciento de recobro teniendo valores menores al 90%.

Segundo dia, analista 2

Plaqepo Absorbancia | Cantidad adicionada Cantidad recuperada %
analitico maxima a A (mg) al matraz (mg) al matraz Recobro
adicionado 510 nm aforado de 10 mL aforado de 10 mL
1 0.1163 0.0255 0.01600 62.12
2 0.1163 0.0255 0.01600 62.12
3 0.1191 0.0255 0.01638 63.60

Tabla No. 17. Datos de las absorbancias obtenidas del analista dos para el segundo dia,
cantidad adicionada, cantidad recuperada y el por ciento de recobro teniendo valores
menores al 90%.
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Estandar paralos analistas 1y 2. Segundo dia.

Absorbancia Furcza dela
Peso estandar (1) | Peso estandar (2) | Absorbancia 1 5 muestra
mg mg estandar %
25.5 25.5 0.1871 0.1838 99

X Promedio: 25.5 X Promedio: 0.18545

Desviacion estandar:0.00233

% CV =1.25

Tabla No. 18 Datos de la muestra estandar para la obtencion de la cantidad recuperada y el
por ciento de recobro de las muestras analizadas por el analista uno y dos, para el segundo
dia.

Ejemplo del calculo realizado para la precision del método.

Abs. de la muestra 1(0.1191) * peso del estandar (25.5mg)

mg Recuperado = - - =16.38
Abs. promedio del estdndar (0.18545)
% Recobro — mg recuperad.o (16.38 mg) * Por ciento de pureza (99%) — 63.60
Cantidad pesada de la muestra (25.5 mg)
Precision intermedia interdia / analista
ANALISTA 1 ANALISTA 2 n=12
Cantidad recuperada (mg) | Cantidad recuperada (mg)
Dial |0.01783 0.01864 S=0.000972
0.01823 0.01864 .
0.01783 0.01783 X =0.01734
Dia2 |0.01638 0.01600
0.01717 0.01600 % CV=5.6
0.01717 0.01638

Tabla No. 19 Datos finales del analista uno y dos con respecto a la cantidad recuperada, en
los dos dias que se emplearon para el analisis de la muestra, se obtuvo un coeficiente de
variacion mayor al 3.0 %.
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Estabilidad analitica de la muestra

Almacenamiento luz y temperatura ambiente

Tiempo cero
Muestras | Absorbancia A Cantidad adicionada (mg) Cantidad
510 nm al matraz aforado de 10 mL recuperada (mg)
1 0.2146 0.0256 0.02055
2 0.2218 0.0256 0.02124
3 0.2076 0.0255 0.01987
Tiempo 24 horas
1 0.2365 0.0256 0.02322
2 0.2441 0.0256 0.02397
3 0.1938 0.0255 0.01903
Tiempo 48 horas
1 0.1938 0.0256 0.01883
2 0.2041 0.0256 0.01983
3 0.1804 0.0255 0.01753
Almacenamiento en la oscuridad y temperatura ambiente
Tiempo cero
1 0.2076 0.0256 0.02028
2. 0.2146 0.0256 0.02097
3 0.2076 0.0255 0.02028
Tiempo 24 horas
1 0.2076 0.0256 0.02124
2 0.2218 0.0256 0.02270
3 0.2146 0.0255 0.02196
Tiempo 48 horas
1 0.1739 0.0256 0.02021
2 0.1870 0.0256 0.02173
3 0.2006 0.0255 0.02331
Almacenamiento a 4 °C
Tiempo cero
1 0.2218 0.0256 0.02200
2 0.2076 0.0256 0.02060
3 0.2146 0.0255 0.02130
Tiempo 24 horas
1 0.2218 0.0256 0.02468
2 0.2218 0.0256 0.02468
3 0.2365 0.0255 0.02631

Tabla No. 20 Absorbancias de la muestra analitica, cantidad adicionada y cantidad
recuperada, en las diferentes condiciones de almacenamiento propuestos para en analisis
de la estabilidad analitica de la muestra.
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almacenamiento a 4 °C

Tiempo 48 horas

Muestras Absorbancia A | Cantidad adicionada (mg) al matraz Cantidad
510 nm aforado de 10 mL recuperada (mg)

1 0.2006 0.0256 0.02460

2 0.1804 0.0256 0.02213

3 0.1870 0.0255 0.02294

Tabla No. 21. Absorbancias de la muestra analitica, cantidad adicionada y cantidad

recuperada obtenidas a 4°C para en analisis de la estabilidad analitica.

Estabilidad analitica del estandar.

almacenamiento luz y temperatura ambiente

Tiempo cero

Absorbancia A

Cantidad adicionada (mg) al

Muestras i}}? matraz aforado de 10 mL Absorbancia promedio
1 0.2596 0.0255 X (o) = 0.2663
2 0.2757 0.0255 S =0.00838
3 0.2636 0.0255 % CV=3.14

Tiempo 24 horas
1 0.2596 0.0255 X (24 = 0.2597
2 0.2518 0.0255 S =0.00790
3 0.2676 0.0255 % CV=3.04
Tiempo 48 horas
1 0.2596 0.0255 X g) = 0.2624
2 0.2518 0.0255 S =0.01219
3 0.2757 0.0255 % CV=4.6
Almacenamiento en la oscuridad y temperatura ambiente
Tiempo cero
1 0.2557 0.0255 X (0 = 0.2610
2. 0.2636 0.0255 S =0.00456
3 0.2636 0.0255 % CV=1.75
Tiempo 24 horas
1 0.2518 0.0255 X (24) = 0.2492
2 0.2441 0.0255 S =0.00445
3 0.2518 0.0255 % CV=1.8
Tiempo 48 horas
1 0.2218 25.5 X ag) = 0.2194
2 0.2218 25.5 S =0.00410
3 0.2147 25.5 % CV=1.9
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almacenamiento a 4 °C

Tiempo cero
Absorbancia A Cantidad adicionada (mg) al . .
Muestras ?1%7? matraz aforado de 1(0 r?l)L Absorbancia promedio

1 0.2596 0.0255 X (0 = 0.2570

2. 0.2518 0.0255 S =0.00450

3 0.2596 0.0255 %CV=1.75
Tiempo 24 horas

1 0.2366 0.0255 X (24) = 0.2292

2 0.2218 0.0255 S =0.00740

3 0.2291 0.0255 % CV=3.2
Tiempo 48 horas

1 0.2076 0.0255 X g) = 0.2079

2 0.1870 0.0255 S =0.02105

3 0.2291 0.0255 % CV=10.1

Tabla No. 22 Absorbancia para la muestra estandar, estos valores se emplearan para
obtener la cantidad (mg) recuperados y el por ciento de recobro del analito, para las
diferentes condiciones propuestas para la estabilidad analitica

Ejemplo del calculo para estabilidad analitica del estandar.

Abs. de lamuestral (0.2146) pesodelestandar(0.0255mg)
Abs. promedialelestandar(0.2663)

mg Recuperado= =0.0205%

mg recuperade (0.02055mg)*Porcientode pureza(99%)
Cantidadpesadade la muestra(0.0256mg)

% Recobro= =7947

Calcular la diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicion de almacenaje
respecto del andlisis inicial (/dy/).

/d1/:/y1_y0/
Ejemplo del célculo para el almacenamiento a la luz a temperatura ambiente en tiempo de

24 horas.
/d 24 ns/ =185.46 — 79.58/ = 5.88
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Por ciento de recobro de la estabilidad analitica de la muestra.

Almacenamiento en la luz y temperatura ambiente

Muestras % Recog rho tiempo % Recobro 24 horas | % Recobro 48 horas
1 79.47 89.80 72.82
2 82.14 92.70 76.70
3 77.14 73.88 68.05
X 79.58 85.46 72.52
[d/ 5.88 7.06
Almacenamiento en la oscuridad y a temperatura ambiente
Muestra % Recobro tiempo % Recobro 24 % Recobro 48 horas
0h. horas
1 78.43 82.14 78.16
2 81.10 87.79 84.03
3 78.73 85.26 90.50
X 79.42 85.06 84.23
[d/ 5.64 4.81
Almacenamiento a 4 °C
Muestra % Recobro tiempo % Recobro 24 9% Recobro 48 horas
0 h. horas
1 85.08 95.44 95.13
2 79.66 95.44 85.58
3 82.70 102.14 89.06
X 82.47 97.67 89.92
/d/ 15.2 7.45

Tabla No. 23 Datos del por ciento de recobro en las diferentes condiciones propuestas para
la estabilidad analitica de la muestra, las cuales son: almacenamiento a la luz a temperatura
ambiente, almacenamiento en la oscuridad a temperatura ambiente y almacenamiento a

4°C, con su respectiva diferencia absoluta de la media aritmética (/ds/).

Relacion entre el por ciento de recobro para las condiciones de almacenaje en los

diferentes tiempos.

Tiempo en . Temperatura a 4
horas Ll_Jz a temperatura Oscu_rldad a temperatura °C de recobro
ambiente % de recobro ambiente % de recobro
0 79.58 79.42 82.47
24 85.46 85.06 97.67
48 72.52 84.23 89.92

Tabla No. 24 Datos comparativos finales del por ciento de recobro en las diferentes
condiciones de almacenaje
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Gréafica No. 8 En la estabilidad analitica de la muestra se realizaron diferentes condiciones
de almacenaje para determinar el % de recobro, la primera condicion de almacenaje luz a
temperatura ambiente se muestra que el por ciento de recobro disminuye al tercer dia por
lo que la muestra no presenta una estabilidad continua.

% derecobro

Factor de la Temperatura a 42C

10 20 30 40

Tiempo en horas

50

60

—&—Temperatura a 4°C

Grafica No. 9 La segunda condicion de almacenaje, fue colocar la muestra a 4°C, donde el

por ciento de recobro al tercer dia también disminuye, por lo que la estabilidad de la

muestra no es tan continua en estas condiciones.
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Gréafica No. 10 Tercera condicion de almacenaje, colocar la muestra en la oscuridad a
temperatura ambiente, el por ciento de recobro obtenido al tercer dia muestra una
disminucion siendo esta menor que en las dos condiciones de almacenajes anteriores, por lo
que muestra una mejor estabilidad.

Estabilidad Analitica, Limite de deteccidn

Limite de deteccion.

Absorbancia a 510 nm Concentracion (ug/mL)
0.0044 0.04
0.0032 0.10
0.0032 0.25
0.0757 0.50
0.1549 1.50
0.3010 3.00
0.4089 4.50
0.4814 5.08
0.5686 5.58
0.5850 6.09
0.5850 6.58
0.5860 8.09

Tabla No. 25 Datos correspondientes a las concentraciones propuestas para el limite de
deteccion con sus respectivas absorbancias, siendo estas, las respuestas analiticas a
analizar.
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Estandar para la determinacién del limite de deteccidn

Concentracioén . Limite de
(Lg/mL) Absorbancia Resultados Detecci6n(LD)
0.25 0.0630 r? =0.98 LDy =0
0.50 0.1208 Ord=0.0809 LD sy = 1.6437
1.50 0.1818 Pend.=0.0524 L D(sho) = 1.1588
3.00 0.2452 (IC(B1)) = 0.0756, 0.0292
4.50 0.3050 to.975.0-2= 3.182

Tabla No. 26 Resultados obtenidos de la muestra estandar para el limite de deteccion, el
coeficiente de determinacion es de 0.98, el intervalo de confianza para la pendiente
poblacional, el dato de la t de Student y de los limites de deteccion.

Limite de deteccion

0.7 1

0.6 T

0.5 1

0.4 A

Absorbancia

0.3 A

0.2 A

0.1 A1

-0.1 -

Concentracion pg/mL

Gréafica No. 11. Se emplearon concentraciones bajas, mismas que se pudieron  detectar en
el espectrofotometro visible, asi la concentracion minima detectada en el equipo fue de 0.04
pug/mL, mientras que la concentracion maxima donde se obtienen respuestas analiticas
constantes fue de 6.09 pg/mL.

66



0.35 ~

0.3 A

0.25 A

Absorbancia
o
N
1

0.15 A

0.1 A
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Gréafica No.12 Relacién entre concentracion y la absorbancia, misma que muestra una
linealidad teniendo como coeficiente de determinacion r? de 0.95305, que es menor al 0.98.

Resultados de los blancos (placebos analiticos).

Peso del blanco mg Concentracion pg/mL Absorbagféanrrr;amma a
25.5 25.5 0
25.5 25.5 0
25.5 25.5 0
25.5 25.5 0
25.5 25.5 0

Tabla No. 27 Absorbancias de los blancos (placebos analiticos), para el limite de

deteccién.
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Muestra comercial.

Producto 1

Cevalin infantil.

Acido ascorbico, tabletas masticables.

Cada tableta contiene 100 mg de &cido ascorbico
Peso promedio de las 20 tabletas =0.506195 gramos
Desviacion estandar = 0.00461

% CV=09

Analisis del producto |

Absorbancia

o i .
Muestra Masa mg méaxima a 510 mg/tableta Y principio activo con

respecto al marbete

nm
1 129.2 0.1904 506.2 92.3
2 129.2 0.1772 510.6 86.6
3 129.2 0.2041 499.9 97.7
X =92.2
S=555
% CV = 6.02

Tabla No. 28 Datos del andlisis del producto comercial Cevalin infantil, se obtiene un
coeficiente de variacién mayor al 5.0 %

Producto II.

Acido ascorbico, Doctor Simi.

Cada tableta contiene 100 mg de &cido ascorbico
Peso promedio de las 20 tabletas = 1,42134 gramos.
Desviacion estandar: 0.004295

% CV =0.3022
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Anélisis del producto I1

Absorbancia % principio activo con
Muestra Masa mg méxima a 510 | mg/tableta
nm respecto al marbete

1 362.5 0.0915 1423.0 45.0

2 362.5 0.0888 1415.0 43.0

3 362.5 0.1051 1426.1 51.1
X =46.36

S=4.22

% CV=0.1

Tabla No. 29 Datos del analisis del producto comercial acido ascorbico Doctor Simi, se
obtiene un coeficiente de variacion mayor al 5.0 %.

Muestra estandar para el producto comercial 1y I1.

Muestra Peso mg Absorbancia
1 25.5 0.2006
2 25.5 0.2076
X = 25.5 0.2041
S= 0 0.0049
% CV = 0 2.43

Tabla No. 30 Datos de la muestra estandar para el analisis de las muestras comerciales, se
obtiene un coeficiente de variacion menor mayor al 2.0 %.

Ejemplo del calculo, de cantidad de principio activo en mg/ tableta de acido
ascorbico.

Abs. de la muestra ..mg del estandar N alicuota(mL) . pureza aforo(mL) y aforo(mL) y PPtableta(mg)

mg/ tableta = - ~
Abs. estandar aforo(mL) aforo(mL) 100 mgmuestra alicuota(mL) 1tableta

0.1904 255 0.025 99 25 10 506.2
X X X

mg/ tableta = X X X =
02041 25 10 100 129.2 0.025 1tableta

92.3
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Anadlisis de resultados

La grafica No. 1 nos sefiala la absorbancia maxima obtenida de la reaccion del
acido ascoérbico a diferentes concentraciones (ppm) con el complejo ferrina en su estado
oxidado, la cual se presenta a una longitud de onda a 510 nm. Por tanto se empleara esta
longitud de onda para medir la absorbancia méxima del complejo ferroina en su estado

reducido, en el desarrollo de la validacion para la cuantificacion del acido ascorbico.

Cinética de la reaccion.

La reaccién oxido - reduccién que se presenta con el acido ascérbico a reaccionar
con la ferrina en su forma oxidada es lenta, ya que el producto de la reaccion ferroina en su
forma reducida presenta en un principio una coloracion débil el cual no puede ser
detectado por el espectrofotdmetro en la region visible, por lo que es necesario calentar en
bafio maria la muestra, esto con la finalidad de acelerar la reaccion.

Como resultado se obtuvo que en un tiempo maximo de 50 minutos, la reaccion presenta
una coloracion intensa y la absorbancia es constante, por tanto el tiempo a emplear para
el calentamiento de la reaccion y medir la absorbancia maxima de la reaccion es de 50

minutos.
Especificidad.

Se analizé el placebo con muestra analitica y el estandar del analito, la absorbancia
maxima del complejo de la ferroina en su estado reducido esta a una longitud de onda de
510 nm, no hay interferencia del placebo por lo que la muestra analitica es especifica a esa
longitud de onda y por tanto se puede emplear en el desarrollo de la validacion.

Precision del sistema.

Se realiz6 el sextduplicado de disoluciones a la concentracion del analito que

represente la concentracién de la disolucion de referencia, el coeficiente de variacion
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obtenido es menor al 1.5 % en la respuesta analitica y una desviacién estandar menor

3.143 *10™, por tanto es aceptable y preciso el sistema.

Linealidad del sistema.

Se prepararon 5 niveles de concentracion por triplicado para realizar la linealidad
del sistema y se obtienen sus respectivos promedios, su coeficiente de determinacion fue de
r> = 0.9931 mostrando una aceptable linealidad, por lo que la relacion de absorbancia y
concentracion es directamente proporcional, no presenta ninguna interferencia en su

respuesta analitica y la desviacion estandar es menor.

Exactitud y repetibilidad del método.

Se preparé el sextduplicado del placebo analitico con su respectiva cantidad
analitica, el cual representa el 100 % de la muestra procesada para su medicion.
En la tabla No. 10, los resultados indican que el coeficiente de variacion es menor al 3%,
mientras que su porcentaje de recobro es aceptable, ya que esta dentro del intervalo
especificado por lo  que el error que pueda presentarse es minimo y no afecta a la

validacion del método.

Linealidad del método.

En la linealidad del método la cual presenta un nivel superior e inferior en las
concentraciones, se obtuvo un coeficiente de determinacién de r® = 0.9951, por lo que la
relacion entre la absorbancia y la concentracion es lineal.

El porcentaje de recobro en el intervalo de confianza de la media poblacional, se obtuvo un
porcentaje menor a lo establecido en la guia de validacion, mientras que el por ciento de
coeficiente de variacion es mayor al 3 %, la desviacion estandar de la linealidad del
método fue mayor por lo que se infiere que hubo un error al desarrollar el procedimiento

experimental, el cual podria ser por varias causas ( el manejo del equipo, buenas précticas
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de laboratorio, reactivos, proceso del calentamiento en bafio maria, etc.), mismas que se

pueden corregir, teniendo la precaucion pertinente.

Precision del método, precision intermedia o tolerancia interdia.

Se requirio de dos analistas los cuales realizaron por triplicado la muestra
homogénea del producto, previamente se determiné cual nivel de concentracion representa
el 100% de la muestra.

La metodologia se realizé en dos dias diferentes, los resultados sefialan que tanto el
analista 1 como el analista 2, no fueron precisos ya que el por ciento del coeficiente de
variacion total fue del 3,0% teniendo una desviacién estandar grande, ademas los resultados
indican que el analista 2 obtuvo una mayor recuperacion de la cantidad adicionada, a
diferencia del analista 1, que sin embargo al llevar mas tiempo aplicando esta técnica
experimental, no obtiene un buen porcentaje de recobro, mientras que el analista 2 lo
realizé por primera vez.

Para el segundo dia al analista 1 obtuvo una mayor recuperacion que el analista 2, por lo
que se debe de realizar un mejor manejo con respecto al equipo del laboratorio y en hacer
buenas practicas de laboratorio para el desarrollo de la validacién, debido a que sus

porcentaje de recobros son bajos.

Estabilidad analitica de la muestra.

Se evalud la estabilidad de la muestra, realizando por triplicado la muestra
homogénea para cada almacenamiento propuesto.
Se analizaron las diferencias absolutas de la media aritmética, respecto del analisis inicial
denominado (| d; |), obteniéndose valores mayores al 3%, el cual nos sefiala que la muestra
analitica presenta problemas al llevarlo al almacenamiento, probablemente sea por factores
externos como son temperatura, luz, oscuridad, recipiente, los cuales pudieron haber
provocado la inestabilidad de la muestra, esta situacion se evidencia al observar los
porcentajes de recobro de las muestras en las graficas No. 8, 9, y 10, las cuales muestran

la relacion entre el por ciento de recobro contra el tiempo de incubacion a la que fueron
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sometidos las disoluciones en las diferentes condiciones de almacenaje propuestos, en la
gréafica 10 se muestra que en la oscuridad a temperatura ambiente presenta una mayor
estabilidad, que a diferencia de la gréafica 8 y 9 siendo esta luz a temperatura ambiente e

incubacion a 4 °C respectivamente, son inestables.

Limite de deteccion

En la tabla No. 26 de resultados, se indica que la concentracién minima detectable
para una respuesta analitica en el equipo de Espectrofotometro UV/Visible marca Hitachi
Perkin- Elmer 139 es de 0.04 ug/mL, mientras la concentraciéon de 8.09 ug/mL se obtiene
la respuesta analitica méaxima, ya que las concentraciones mayores a 8 pug/mL, la respuesta
analitica se mantiene constante.

Se realiza la curva de calibracién presentando un coeficiente de determinacion (r%) de 0.98
presentando una relacion lineal.

Se midieron la respuesta analitica del blanco (solo el placebo analitico), los cuales no
tuvieron ninguna respuesta , lo que indica que ningun excipiente interviene en el proceso de
reaccion mostrado la especificidad de la muestra analitica, debido a que no presenta
ninguna sefial de ruido que pueda detectar el equipo espectrofotométrico en la region

visible
Analisis de las respuestas comerciales.

Se realizo el andlisis para las muestras comerciales Cevalin (Bayer) y de la
Vitamina C (Doctor Simi), el resultado indica que en una de las muestras se obtiene un

porcentaje mayor al 90 % de principio activo, mientras que en la otra muestra el principio

activo fue menor al 50%.
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Conclusiones.

Se concluye que el método analitico para cuantificar &cido ascorbico de tabletas
comerciales por medio de un espectrofotometro UV/Visible marca Hitachi Perkin- Elmer
139, es preciso, exacto y lineal, ya que en la determinacion del sistema como del método
estan dentro del criterio de aceptacién, teniendo coeficientes de determinacion () y
coeficientes de variacion resultados aceptables. Al realizar buenas practicas de laboratorio

los errores presentados en el desarrollo de la validacion fueron minimos.

Es especifica debido a que la absorbancia maxima que presenta el producto de
la reaccion es de 510 nm, el placebo no presenta ninguna reaccion con la ferrina por lo que

no interviene en el desarrollo de la validacion.

La muestra no es estable a las condiciones propuestas para la estabilidad analitica
de la muestra, presenta inestabilidad al colocarlos a los diferentes tipos de almacenaje, esto
es evidente debido a las propiedades fisicas como quimicas que tiene el &cido ascorbico,

por lo que es importante que este tipo de muestras no tengan contacto con la luz.

El espectrofotometro UV/Visible marca Hitachi Perkin- EImer 139, presenta una
rapidez y sensibilidad adecuadas por lo que es un equipo de deteccion importante para el
implemento de esta validacion, debido a que puede detectar cantidades minimas del analito
asi como cantidades grandes, los cuales deben de cumplir con la Ley de Lambert - Beer.

El desarrollo de la validacion del método analitico para la cuantificacion de acido
ascorbico en tabletas comerciales por espectrofotometria visible, representa un método
apropiado y confiable que nos permite llevar a cabo el analisis de nuestro componente
especifico de la muestra, esto a partir de las propiedades quimicas del acido ascérbico que

nos permitan desarrollar nuevos métodos para su estudio.
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Anexo

Formulacion.

Vitamina C, &cido Ascérbico, para tabletas masticables de 100 mg, 500 mg, y

1000 mg

Formulacion.

Sustancia Por ciento Cantidades equivalentes para
20 gramos del placebo
analitico

Acido ascorbico polvo 42.2 8.3896

Microcristalina  celulosa  e.g. 28.3 5.6262

Avicel P.H. 101

Sucrosa polvo 13.0 2.5845

Sucrosa cristalina 8.0 1.5904

Kollidon VA 64 2.4 0.4771

Ciclamato sddico 2.4 0.4771

Polietilenglicol 6000 2.0 0.3976

Sabor naranja + sabor fresa 1.2 0.2385

Aerosil 0.2 0.0398

Sacarina sodica 0.1 0.0198

Tabla No. 3 Formulacién a partir de sustancias obtenidos de la BASF, para
tabletas masticables del acido ascorbico.

Celulosa microcristalina Avicel PH 101.

Sindénimos: Avivel PH, gel celulosa, cristal celulosa, vivapur, tabulosa.

Formula empirica: (C¢H100s), donde n = 220

Peso molecular: 36000

Funciones: Adsorbente se emplea en tabletas y capsulas como diluyente, en

tabletas como desintegrante y a veces como lubricante.

Densidad: 1.512 — 1.668 g/cm?
Punto de fusion: 260 — 270 °C.
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Solubilidad: Es soluble en un 5% de hidroxido de sodio, en &cidos, solventes
organicos insoluble en agua.
Incompatibilidad: La celulosa microcristalina es incompatible con agentes

oxidantes.

Sucrosa.

Sinénimos: Sacarosa, azucar refinada, aztcar

Férmula empirica: C1,H2,01; Peso molecular: 342,30

Funciones: Base de los medicamentos confeccionados, agente granulante, agente
endulzante, se emplea en tabletas y capsulas como diluyente, incrementa la
viscosidad.

Densidad: 1.6 g/cm®

Punto de fusion: 160 — 186 °C.

Constante de disociacion, pKa =12.62

Solubilidad: Es soluble en agua, menos soluble en etanol y propanol, insoluble en
cloroformo

Incompatibilidad: La sucrosa en polvo puede ser contaminada con trazas de metales
pesados, que puede provocar incompatibilidad con el &cido ascérbico.

También la sucrosa puede ser contaminado con sulfito, ya que cambia el color a las

tabletas granuladas de su forma original

Kollidon.

Sinénimos: Plasdona, povidona, PVP.

Formula empirica: (C¢HgNO),, Peso molecular: 2500 - 3000000

Funciones: Desintegrante ayuda a disolver tabletas granuladas, también se emplea
como agente sodificante, empleado para la suspension, estabilizacién e incremento
de la viscosidad en suspensiones orales.

Densidad: 1.180 g/cm®

Punto de fusion: 150 °C.

Acidez /alcalinidad: pH = 3.0 - 7.0 (5% w/v solucion acuosa).
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Solubilidad: Soluble en disoluciones &cidas, cloroformo, etanol, cetonas, metanol y
agua. Practicamente insoluble en éter y aceite mineral.
Incompatibilidad: Es compatible en disoluciones de sales inorganicos, resinas

sintéticas y naturales.

Ciclamato soédico

Sinonimos: Acido ciclohexilsulfamico monosodico

Formula empirica: CsH12NNaO3sS Peso molecular: 201.22

Funciones: Agente endulzante

Dosis letal LDsg: LDsgenratsn= 17 g/ Kg oral, LDsgenrata= 15.25 g/ Kg oral.

Acidez /alcalinidad: pH =5.5-7.5 (10% w/v solucién acuosa).

Solubilidad: Soluble en agua, propilenglicol, poco soluble en etanol, insoluble en
benceno, cloroformo y éter.

Incompatibilidad: No hay incompatibilidad.

Polietilenglicol. (PEG).

Sindénimos: Lipo, Lipoxol, Lutrol E; PEG, Pluriol E, Carbowax.

Férmula empirica: HOCH, (CH,OCHA;), CH,OH, donde m representa el
promedio de grupos oxietileno. Peso Molecular PEG 600: 570 - 613

Funciones: Se emplea en una variedad de formulaciones farmacéuticas que incluyen
los oftalmicos, parentales, topicos, orales, y preparaciones rectales.

Se emplea como solvente en la miscibilidad del agua para cédpsulas de gelatina
suave, en la formulacién para la dosificacion sélida, su alto peso molecular permite
a las tabletas recubiertas prolongar la desintegracion.

Densidad: 1.15 — 1.21 g/cm® a 25 °C de forma sélida.

Punto de fusion: 250 °C. en un PEG 600
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Solubilidad: Todos los grados de PEG son solubles en agua y es miscible en todas
las proporciones de PEG, soluble en acetona, diclorometano, etanol y metanol, es
insoluble en aceite minerales.

Incompatibilidad: Puede ser incompatible en agentes colorantes, la actividad
antibacteriana como son las penicilinas y bacitricinas reducen las bases del PEG.

Aerosil.

Sindnimos: Silica coloide, &cido silicico, didxido silicon

Foérmula empirica: SiO, Peso molecular: 60.08

Funciones: Adsorbente, estabiliza la emulsion, se emplea en las tabletas como
desintegrante.

Densidad: En un grado de 380 0.05 g/cm®

Gravedad especifica: 2.2

Dosis letal LDsp: LDsgenrata= 3.16 g/ Kg oral

Acidez /alcalinidad: pH =3.5-4.4 (4% wl/v solucidn acuosa).

Solubilidad: Practicamente insoluble en solventes organicos, agua y acidos, excepto
acido hidrofludrico, forma coloides dispersos en el agua

Incompatibilidad: Es incompatible con preparaciones con dietilestilbestrol.

Sacarina Sodica.

Sinonimos: Cristalosa, sacarina soluble.

Férmula empirica: C;H4sNNaO3S, Peso molecular: 205.16

Funciones: Se emplea como agente endulzante, y en algunos casos se emplea en la
preparacion de vitaminas.

Densidad: 1.70 g/cm® (84% de la sacarina de sodio).

Punto de fusion: Se descompone en caliente.

Dosis letal LDsg: LDsg en rata= 14.2 g/ Kg oral, LDsg en raisn= 17.5 g/ Kg oral
Solubilidad: Soluble en agua, disolucién reguladora (ftalato a pH 2.2, borato pH a
9.0, citrato fosfato a pH 7 y 4), propilenglicol, poco soluble en etanol, insoluble en
propanol.

Incompatibilidad: No hay incompatibilidad.
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Ortofenantrolina.

Sin6énimos: Orto- fenantrolina, 1, 10 - fenantrolina

Férmula empirica: C12HgN, Peso molecular: 180.20

Funciones: Se emplea para formar compuestos complejos con el ion fierro, bajo el
nombre de ferroina siendo un sistema indicador en oxido — reduccion.

Punto de fusion: De 93 — 94 °C, anhidrido a 117°C.

Solubilidad: Poco soluble en agua (300 partes en agua), y en benceno (70 partes en

agua). Soluble en acetona y en alcohol.
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Simbolos y abreviaturas.

AS Authentic substance

b;  Pendiente

b;1  Pendiente del método

b;,  Pendiente del método 2.

bo  Ordenada al origen.

bo1 Ordenada al origen del método 1.

bo. Ordenada al origen del método 2.

BP British Pharmacopeia

BPF Buenas practicas de fabricacion.

CLAR Cromatografia de liquidos de alta resolucion.

CONSUFAR Comité de Sustancias Farmaceutica de Referencia.

CV Coeficiente de variacion o desviacion estandar relativa.

CVyx Coeficiente de variacion de regresion.

|di|  Diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicion de almacenaje
respecto de la media aritmética del analisis inicial.

Foorsg  Valor de la distribucion F de Fisher asociado a una confianza del 97.5 % y a
grados de libertad (gl) establecidos.

Foos,g  Valor de la distribucion F de Fisher asociado a una confianza del 97.5 % y a grados
de libertad ( gl) establecidos.

Foo2s,g Valor de la distribucion F de Fisher asociado a una confianza a una confianza del
5% y a grados de libertad ( gl) establecidos.

FDA Food and Drug Administration
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FEUM Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos.

g Gramos

gl Grados de libertad.

IC (B1) Intervalo de confianza para la pendiente poblacional

IC (B11-PB12) Intervalo de confianza para la diferencia de 2 pendientes poblacionales.
IC (Bo) Intervalo de confianza para la ordenada al origen poblacional.

IC (Box - Bo2) Intervalo de confianza para la diferencia de 2 ordenadas al origen
poblacionales.

IC (u1) Intervalo de confianza para la media poblacional.

IC (u1 - n2) Intervalo de confianza para la diferencia de 2 medias poblacionales.
K’ Factor capacidad.

LC Limite de cuantificacion

LD Limite de deteccion

LGS Ley General de Salud.

LNSP Laboratorio Nacional de Salud Publica.

mg miligramos.

n Numero de mediciones o recobros o blancos o muestras o determinaciones.

no NUmero de muestras del analisis inicial.

n: NUmero de mediciones del método 1.

n, NUmero de mediciones del método 2.

NF National Formulary

NOM Norma Oficial Mexicana

OMS Organizacion Mundial de la Salud
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PNO Procedimiento Normalizado de Operacion

ppm Partes por millén.

r?  Coeficiente de determinacion.

S Desviacion estandar

Sp Desviacion estandar de los blancos.

Spo Desviacion Estandar de la ordenada al origen.

Sho1-bo2 Desviacion estandar para la diferencia de 2 ordenadas al origen.
Sp1 = Desviacion estandar de la pendiente

Shi1-b12 Desviacion estandar para la diferencia de 2 pendientes.

$? Varianza.

S% Varianza del método 1

S?% Varianza del método 2

o Varianza poblacional.

o/’ Razén de varianzas poblacionales.

Sref Sustancia de Referencia

SSA Secretaria de Salud.

Syix Desviacion estandar de regresion

tog7s g Valor de la distribucion t de Student asociado a una confianza del 95% y a grados
de libertad (gl) establecidos.

USP United States Pharmacopoeia

VMA Validacién de métodos analiticos.

X Media aritmética de x.

y Media aritmética dey.
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Y1

Y2

Yo

Y1

%

Media aritmética del método 1

Media aritmética del método 2

Media aritmética del analisis inicial

Media aritmética de cada condicién de almacenaje

Porcentaje o por ciento
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Glosario

Adecuabilidad del sistema: Verificacion de que el sistema (instrumento,
analista, equipo, sustancia de referencia, entre otros) opera con base a
criterios preestablecidos, que permitan asegurar la confiabilidad de los

resultados de un método analitico.

Almacén: Area donde se guardan materias primas, materiales, intermedios y

farmacos, en condiciones controladas de orden y limpieza.

Analito: Componente especifico de una muestra, a medir en un analisis.

Calibraciéon: Conjunto de operaciones que determinan, bajo condiciones
especificadas, la relacion entre los valores indicados por un instrumento o
sistema de medicion, o los valores representados por una medicion material

y los valores conocidos correspondientes a un patron de referencia.

Contaminacion: Es la presencia de entidades fisicas, quimicas o biologicas

indeseables

Documentacion: Conjunto de informacion que sustenta una actividad

realizada.

Especificaciones: Descripcion de material, sustancia o producto, que incluye
la definicion de sus propiedades y caracteristicas, con las tolerancias de

variacion de los pardmetros de calidad.
Especificidad: Capacidad de un método analitico para obtener una respuesta

debida Unicamente al analito de interés y no a otros componentes de la

muestra.

83



Estudio colaborativo: Reproducibilidad realizada en distintos laboratorios,

por diferentes quimicos.

Exactitud: Concordancia entre un valor obtenido empleando el método y el

valor de referencia.

Estabilidad analitica de la muestra: Propiedad de una muestra, preparada
para su cuantificacion. De conservar su integridad fisicoquimica y la
concentracion del analito, después de almacenarse durante un tiempo

determinado bajo condiciones especificas.

Fecha de caducidad: Fecha que se indica en el material de envase primario
y/o secundario y que determina el periodo de vida util del farmaco, se
establece a partir de la fecha de fabricacion, con base en estudios de
estabilidad.

Forma Farmacéutica: Es la mezcla de uno o mas farmacos con o sin
aditivos, que presentan caracteristicas para su adecuada dosificacion,

conservacion y administracion.

Intervalo: Concentraciones incluidas entre la concentracién superior e
inferior del analito (incluyendo éstas), para las cuales se ha demostrado que

el método analitico es preciso, exacto y lineal.

Limite de cuantificacion: Concentracion minima del analito, que puede ser
determinada con precision y exactitud aceptables, bajo las condiciones de

operacion establecidas.
Limite de deteccion: Concentracion minima del analito en una muestra, que

puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las

condiciones de operacion establecidas.
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o

Linealidad: Habilidad para asegurar que los resultados obtenidos
directamente o por medio de una transformacion matematica definida, son
proporcionales a la concentracion del analito, dentro de un intervalo

determinado.

Lote: Cantidad especifica de cualquier materia prima o insumo, que haya
sido elaborada en un ciclo de produccion, bajo condiciones equivalentes de
operacion y durante un periodo determinado.

Metodologia de prueba: Procedimiento o grupo de procedimientos, para
determinar si un producto o materia prima cumple con las especificaciones

establecidas.

Método analitico: Descripcion de la secuencia de actividades, recursos
materiales y parametros que se deben cumplir, para llevar a cabo el analisis

de un componente especifico de la muestra.

Método analitico desarrollado internamente: Método desarrollado por el

propio laboratorio.
Método analitico indicativo de estabilidad: Método cuantitativo capaz de
detectar variaciones en las propiedades del material evaluado, debidas a las

condiciones de almacenaje.

Método analitico oficial: Método que aparece en la literatura oficial

reconocida,

Método analitico no oficial: Método que no aparece en la literatura oficial

reconocida.
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o

Muestra: Porcion del material a evaluar.

Muestra analitica: Porcién del material a evaluar de acuerdo al método

analitico.

Muestra adicionada: Porcidn representativa del material a evaluar, a la que

se le adicionan cantidades conocidas del analito.

Pardmetros de desempefio: Pardmetros especificos a estudiar en un

protocolo de validacion.

Placebo analitico: Muestra que contiene todos los componentes de un
producto a excepcion del analito.

Placebo adicionado: Muestra de un placebo analitico al cual se le adiciona

una cantidad conocida del analito.

Precision: Grado de concordancia entre los resultados  analiticos
individuales, cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes

porciones de una nuestra homogénea del producto o de una referencia.

Precision intermedia: Precisién de un método analitico, expresada como la
concordancia relativa obtenida entre determinaciones independientes
realizadas en un mismo laboratorio, por diferentes analistas, en distintos

dias.

Proporcionalidad: Relacion establecida por una ecuacion matematica entre

los resultados obtenidos por dos métodos analiticos.
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o

Protocolo de validacion: Descripcion de pruebas especificas para demostrar
que un proceso da resultados que cumplen con los criterios preestablecidos

de manera consistente.

Recobro: Cantidad del analito determinada en el placebo adicionado o

muestra adicionada, empleando el método analitico.

Repetibilidad: Precision de un método analitico, expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizadas por

un solo analista, usando los mismos instrumentos y metodo.

Reproducibilidad: Precision de un meétodo analitico, expresada como la
concordancia entre determinaciones independientes realizadas por diferentes

laboratorios.

Revalidacion: Comprobacién de que el método analitico mantiene su
desempefio cuando existen cambios en la composicion del producto, en el

método analitico, 0 cambios criticos en los procesos de fabricacion.

Robustez: Capacidad del método analitico de mantener su desempefio al
presentarse variaciones pequefias pero deliberadas, en los parametros

normales de operacion del método.

Sustancia de referencia: Sustancia de uniformidad reconocida destinada a
utilizarse en comprobaciones analiticas fisicas, quimicas o microbioldgicas
en el transcurso delas cuales sus propiedades se comparan con la sustancia

en evaluacion.
Sustancia de referencia primaria: Sustancia que es designada o reconocida

por tener la mas alta calidad metroldgica, cuyas propiedades se aceptan sin

referencia a otras sustancias.
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o Sustancia de referencia secundaria: Sustancia cuyas propiedades se asignan
por comparacién con una sustancia de referencia primaria, o bien, cuando es

certificada mediante un procedimiento cientificamente reconocido.

o Validacion, a la evidencia documentada que demuestra que a través de un
proceso especifico se obtiene un producto que cumple consistentemente con

las especificaciones y los atributos de calidad establecidos.

o Validacion del método analitico: Proceso por el cual se demuestra, por
estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos
para la aplicacion analitica deseada.
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