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Capitulo I

Introduccion

4
Objetivos



I) INTRODUCCION

En la industria farmacéutica es necesario utilizar métodos analiticos
confiables que permitan la cuantificacion de los principios activos de una
formulaciéon. Para ello, los métodos analiticos se someten a un proceso

de validacion.

La quimica analitica instrumental es una herramienta muy utilizada para
el analisis. La espectrofotometria es una técnica de andlisis muy
importante en la cuantificacion e identificacion de sustancias quimicas
que se encuentran contenidas en una forma farmacéutica. Esta permite
analizar de manera sencilla y rapida las muestras que contengan un

principio activo.

Este trabajo, presenta la validacion de un procedimiento para
determinar NaDF (diclofenaco sodico), a partir de la formacién de un
complejo colorido de cobre (II), con la utilizacion de la

espectrofotometria en la region del visible.

El DFNa, es un farmaco que se utiliza para tratamientos de artritis

reumatoide, osteoartritis y otros padecimientos inflamatorios.



II) OBJETIVOS
OBJETIVOS GENERALES

Demostrar que el método analitico para valorar NaDF, a partir de la
formacién de un complejo con cobre, se comporta de manera lineal,
reproducible, exacto, preciso y especifico, permitiendo la cuantificacion

del mismo en muestras farmaceéuticas.
OBJETIVOS PARTICULARES

> Establecer un procedimiento, que permita la cuantificacion del
DFNa en muestras farmacéuticas, de una forma sencilla, rapida y
econémica.

> Validar el método utilizando los parametros establecidos en la
Guia de Validacién de Métodos Analiticos.

> Después de validar el método analitico, cuantificar el NaDF en

diferentes muestras farmacéuticas comerciales.
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Capitulo I ANTECEDENTES

I) GENERALIDADES DEL DICLOFENACO SODICO

El DFNa es la sal monosddica del acido {2-[2,6-diclorofenilamino]-
bencenacético}. Este compuesto posee actividad antiinflamatoria,
analgésica y antipirética. Actla inhibiendo la sintesis de

prostaglandinas.®

Las propiedades fisicas que presenta el DFNa son las siguientes:

Cl

NH Na

Cl

Figura No.1. Molécula del NaDF.

La formula condensada es Ci4HgCl.NNaO; y su peso molecular es de

318.14 gramos mol™.

El NaDF es un sdlido cristalino de color blanco amarillento, inodoro,
ligeramente higroscdpico, su punto de fusion es de 283-285°C, pKa =
4+0.2 a 25°C. Este compuesto es soluble en agua, etanol y metanol, e

insoluble en cloroformo.’
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Espectrofotometria Visible

La espectrofotometria se refiere al uso de la luz para medir las
concentraciones de las sustancias quimicas. Las ondas de luz estan
constituidas por campos eléctricos y magnéticos oscilantes,

perpendiculares entre si.

La longitud de onda A, se define como la distancia entre cresta y cresta
de una onda. La frecuencia v, es el nUmero de oscilaciones completas de
la onda cada segundo. Existe una relacion entre la frecuencia y la

longitud de onda que es la siguiente:
Av=C

Desde el punto de vista energético es conveniente considerar a la luz
constituida por particulas llamadas fotones. Cada fotén tiene una

energia E, dada por
E =hv
Donde la h es la constante de Plank ( = 6.626075 x 10 3% J.s)

Esta expresiéon matematica establece que la energia es proporcional a la

frecuencia.

Las regiones mas importantes del espectro electromagnético se dividen
en tres partes como es la radiacion ionizante comprendida de rayos
cosmicos, rayos gama Yy rayos X, otra region que se denomina ondas
opticas comprendidas por la regién del ultravioleta, visible e infrarrojo, y
finalmente se encuentran las ondas hertzianas comprendida por las
microondas y las ondas de radio. Las distintas regiones del espectro

electromagnético se representan en la figura No. 2.
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Espectro electromagnético.

Longitud de onda (A) en metros.

L
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Figura No. 2. Diagrama del espectro electromagnético.

Cuando una molécula absorbe un fotén, la energia de la molécula se
incrementa, ésta pasa a un estado excitado, y la misma disminuye
cuando emite un fotdon. El estado de menor energia de una molécula se

[lama basal o fundamental.

Cuando una muestra absorbe luz, la potencia radiante del haz P
disminuye, ésta se evalla como energia por segundo de unidad de area
del haz. La luz pasa a través de un monocromador para seleccionar un
intervalo de longitudes de onda, de potencia radiante Po, que incide
sobre una muestra de espesor b; la potencia radiante que emergen se
denota como P; entonces, si P < Po la muestra absorbid una fraccién de

la luz.

La transmitancia, T, se define como la fraccion de la luz incidente que

pasa a través de la muestra.



Capitulo I ANTECEDENTES

Por lo tanto, T varia de cero a uno. Una magnitud fisica mas util es la

absorbancia que se define como

P
A =logqg <FO) = —logT

La importancia de la absorbancia estriba en que es directamente

proporcional a la concentracion de especie absorbente en la muestra:
A = Ebc

Esta expresidén es el fundamento de la espectrofotometria tal como se
aplica en quimica analitica y se denomina ley de Lamber-Beer. La
absorbancia, A, es adimensional. La concentracién de la muestra, c,
suele expresarse en molL? (M). La longitud del trayecto o6ptico, b, se
expresa en centimetros (cm). La cantidad &€ se llama absortividad molar,
y sus unidades son M'cm™. La absortividad molar es una propiedad
caracteristica de las sustancias que indica la cantidad de luz que absorbe

a una longitud de onda dada.

El principio de la espectroscopia visible es la absorcion de la radiacion
por una molécula, causando la promocion de un electron de un estado
basal a uno excitado, que lleva la liberacion del exceso de energia en
forma de calor. Las longitudes de onda (A) de la region visible

comprende entre los 400 y 800 nm.

Cuando la radiacion electromagnética es absorbida por las moléculas,
solamente una frecuencia especifica promueve los electrones de
valencia de un estado basal a otro excitado. Esto implica que ocurre una

transicion del electron a un orbital vacio. Algunas transiciones en la
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regién del UV-visible como en los dobles enlaces producen coloracién en

las moléculas.

Existen otros métodos de identificacion del NaDF como es la
cromatografia liquida de alta resoluciéon (CLAR) y la cromatografia de

capa fina.
II) VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

La validacion de un método, es un proceso por el que se demuestra por
estudios de laboratorio, que éste satisface los requisitos para la

aplicacion analitica deseada.

Con el objeto de hacer la valoracién y determinacion del contenido de
DFNa en muestras farmacéuticas, se requiere la validacion del método

que debe cumplir con los siguientes parametros de desempenio.

> Precisién del sistema: parametro en el cual se establece que el
sistema, en este caso el NaDF estandar y espectrofotémetro,
permiten obtener un mismo resultado en distintas mediciones
realizadas.

> Linealidad del sistema: habilidad para asegurar que los resultados
obtenidos directamente o por medio de una transformacién
matematica definida, son proporcionales a la concentracién del
analito dentro de un intervalo determinado.

> Exactitud y repetibilidad del método: habilidad que permite medir
un valor cercano al valor de la magnitud real y que este dato sea
repetido en distintas ocasiones.

> Precisiéon del método: parametro en el cual se establece que el

método, en este caso el NaDF en muestras farmacéuticas y el
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espectrofotdmetro, permiten obtener un mismo resultado en

distintas mediciones realizadas.

Al tener los datos anteriores dentro del intervalo establecido en la Guia
de Validacién de Métodos Analiticos (tabla No. 1) se dara por validada la

metodologia implementada.

Tabla No. 1: intervalos de aceptacion de los pardmetros de evaluacién

para la validacion de un método

Dato para validacién Intervalo de aceptacion
Precision del sistema CV<3%
Linealidad del sistema r’>98%
Exactitud y repetibilidad del método % de recobro: 97-103%
Precision del método CV<3%

CV: coeficiente de variacion

r’: coeficiente de correlacion

10
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I) MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO

Pipetas graduadas de 10 mL.
Matraces Erlenmeyer de 50 mL
Matraces aforados de 50 mL
Matraces aforados de 10 mL.
Vasos de precipitados de 100 mL
Embudo de separacion de 125 mL.
Espatulas de nicromel.

Micropipeta transferpette® 100-1000 pL. Brand® con puntas.

¥ 0O NO U A W=

Agitadores magnéticos.

=
©

Balanza analitica, Sartorius BP 210 S, 210 gramos d=0.1 mg.

=
=

Diclofenaco sddico estandar certificado y donado por Productos
Quimicos y Farmacéuticos ASTROQUIM, S.A. de C.V.

12. Acetato de cobre II

13. Disolucién reguladora de acetato de pH= 5.8.

14. Cloruro de potasio 1M

15. Agua destilada.

16. Cloroformo.

17. Espectrofotometro, Cole Parmer uv/vis modelo 2800

18. Celdas de cuarzo de 1 cm de longitud de paso 6ptico.

19. Celdas de vidrio de 1 cm. de longitud de paso 6ptico.

20. pHmetro, conductronic pH 120. Con electrodo combinado de vidrio

calomel.

12
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II) CARACTERIZACION DE DICLOFENACO SODICO

La caracterizacidon del NaDF se llevd a cabo a partir de la preparacién de
una disolucion de concentraciéon 75 upg/mL. Esto se realiza de la
siguiente forma: se prepard una disolucién inicial de concentracién 7.5
mg/mL, misma que se le realizé una dilucion 1:100. De ésta se tomaron

2 mL y se depositaron en una celda de cuarzo de 1 cm de paso optico.

A la disolucidn resultante, se le realizd un barrido espectrofotométrico
en el intervalo de longitud de onda de 200 a 400 nm, con ello se

determind la longitud de onda de maxima absorcidn.

III) FORMACION DEL COMPLEJO DICLOFENACO-COBRE (II) (CuDF>)

Para la formacion del complejo se requiere de una disolucién de NaDF, a
la que se le adicionaron los reactivos como se describe en la siguiente
tabla.

Tabla No.2. Reactivos para la formacidon del complejo CuDF;

. Cantidad a adicionar
Reactivo
en mlL.
Disolucion reguladora de acetatos de pH 5.8 4.0
Disolucion de cloruro de potasio 2 M 1.0
Disolucion de acetato de cobre 49.9 mg/mL 3.0
Cloroformo 5.0

IV) TRATAMIENTO DE EXTRACCION DEL CuDF,
El matraz con los reactivos, se mantuvo en agitaciéon constante durante

15 minutos. Se transvaso el contenido en un embudo de separacion 125

13
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mL, se dejo a que se separen ambas fases. Se extrajo de la fase
organica y se deposito en un matraz volumétrico de 10 mL., a la fase
acuosa se le hicieron 2 extracciones mas con 1 mL. cloroformo cada
una, se juntaron las fases organicas y se llevd a la marca del aforo con

el mismo disolvente.

V) CARACTERIZACION DEL COMPLEJO CuDF;

Se prepararon 10 mL de una disolucion de 10 mg/mL de NaDF estandar,
del que se tomdé una alicuota de 2 mL, se depositd en un matraz
Erlenmeyer de 50 mL, se le afiaden los reactivos especificados en la
tabla No.2. y se lleva a cabo el procedimiento descrito en el inciso

anterior.

Posteriormente, la solucidon cloroférmica se deposita en una celda de
vidrio de 1 cm de paso optico, al que se le realizé un barrido en un
intervalo de longitud de onda de 500 a 800 nm en un
espectrofotdmetro, Cole Parmer uv/vis modelo 2800, y con ello se

determind la longitud de onda de maxima absorciéon del complejo CuDF;

VI) GRAFICO DE CALIBRACION

Para la evaluacién de este parametro se prepararon 50 mL de una
disolucion de NaDF, del cual se pesaron 0.3750 g, se depositaron en un
matraz aforado de 50 mL y se disolvid con agua destilada. La

concentracion de esta disolucion fue de 7.5 mg/mL.

14



Capitulo lll PARTE EXPERIMENTAL

Se tomaron con una micropipeta 5 alicuotas de 1.5, 3.0, 4.5, 6.0y 7.5
mL que se depositaron en matraces Erlenmeyer, se adicionaron los

reactivos como se describe en la tabla No.3

Tabla No.3: Reactivos utilizados para la preparacion de la grafica de

calibracidon del complejo CuDF..

mL de .mL d.e, mL de . mL.C,Ie
disolucidn disolucion disolucién de disolucion de mL de
Matraz estandar de reguladora cloruro de Acetato de | Cloroformo
NaDF de acetatos potasio 2 M Cobre (II).
de pH 5.8 49.9 mg/mL

1 1.5 4.0 1.0 3.0 5.0
2 3.0 4.0 1.0 3.0 5.0
3 4.5 4.0 1.0 3.0 5.0
4 6.0 4.0 1.0 3.0 5.0
5 7.5 4.0 1.0 3.0 5.0

El tratamiento de extraccion del complejo CuDF; se llevé a cabo como se

describe con anterioridad en el inciso (IV).

Posteriormente a las soluciones cloroférmicas resultantes se les
determind la absorbancia que  presentaron utilizando  un
espectrofotometro y celdas de vidrio de 1 cm de paso Optico a la

longitud de onda de 680 nm.

VII) LINEALIDAD DEL SISTEMA
Para el estudio de la linealidad del sistema, se requirié de la preparacién
de cinco concentraciones de NaDF. Es importante resaltar que se realizé

por triplicado.

15
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Las condiciones para que se llevara a cabo el estudio de este parametro,
fueron similares a las descritas en el grafico de -calibracién. El
tratamiento del NaDF para la formacion del complejo CuDF, se llevd

realizd conforme se muestra en el inciso VI de este capitulo.

VIII) PRECISION DEL SISTEMA

El siguiente paso de la validacién es la precision del sistema. Esta se
realizé preparando una disolucién acuosa de NaDF estandar a una

concentracidon de 75 mg/mL, se pesaron 0.3751 g del analito.

Se tomaron tres alicuotas de 4.5 mL con una micropipeta transpette®,
se depositaron en matraces Erlenmeyer. A los tres matraces se les
realizaron los procedimientos de formacion y tratamiento del complejo

CuDF,, como se describen con anterioridad en este capitulo.

Se determinaron las absorbancias en el espectrofotometro y celdas de

vidrio de 1 cm de paso 6ptico a una longitud de onda de 680 nm.

A los resultados obtenidos se les hizo un estudio estadistico para
calcular la media poblacional, la desviacidon estandar y el coeficiente de
variacion. Con estos valores se establecid la aceptacién o el rechazo del

sistema.

IX) ESPECIFICIDAD

La especificidad es un parametro de la validacion, que determina si los
componentes de una formulacién de tipo farmacéutico, interfiere en los

resultados.

16
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Para la evaluacion de este parametro, se prepard una formulacion, a la
cual se le llamdé placebo cargado, con las cantidades de los siguientes

reactivos descritos en la tabla No.4.

Tabla No.4: Formulacidn para preparar placebo cargado de NaDF.°

Reactivos para preparar la formulacion. Gramos
Diclofenaco sddico 1.00
Ludipress 3.00
Estearato de Magnesio 0.03
Polietilenglicol 0.30
Kolidon CL 0.20

De la misma manera se prepard la formulacién pero sin el principio
activo, en este caso es el NaDF, se llamdé placebo sin carga.
Posteriormente se preparé una disolucion de NaDF de concentracidn
3.375 mg/mL, la que corresponde a la disolucién No. 3 del grafico de

calibracion y éste fue el 100% del estudio en proceso.

Se determind la cantidad de placebo cargado que se debia pesar para

que cantidad de NaDF fuera aproximada a la que se pesé de estandar.

Por lo tanto la cantidad a pesar se observa en la tabla No.5.

17
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Tabla No.5: Cantidades a pesar para preparar las muestras para
determinar la especificidad.

Reactivo mg a pesar
Placebo sin cargar 85.4
Placebo cargado 119.1
NaDF estandar 33.7

A las cantidades mencionadas en la tabla No. 5, se depositaron en
matraces volumétricos de 10 mL previamente etiquetados. Se disolvio el
contenido de cada matraz con agua destilada. Posteriormente se
transvasaron a matraces Erlenmeyer de 50 mL, a los cuales se les
realizaron los tratamientos de formacidn y extraccion del complejo
CUDFz.

A las disoluciones cloroféormicas se les realizé un barrido de longitud de
onda en un intervalo entre 400 a 800 nm, y con ello se observé si existe

interferencia entre el excipiente y el complejo CuDF..

X) LINEALIDAD DEL METODO

La linealidad del método es un parametro, en el cual se requiere conocer
los componentes de una muestra farmacéutica para preparar un placebo
analitico. Se calcularon las cantidades de muestra a pesar de NaDF que
representa al 100 % de la muestra.

18
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La formulacion se prepard con los componentes descritos en la tabla
No.4. Se prepararon 5 concentraciones de NaDF, que representan las

cantidades descritas en la linealidad del sistema.

A cada muestra se les realizaron los tratamientos para la formacion y
extraccion del complejo CuDF,. De esta forma, se obtuvieron
disoluciones cloroféormicas, a las que se les determind la absorcién a una

longitud de onda de 680 nm.

XI) EXACTITUD Y REPETIBILIDAD DEL METODO

La exactitud y repetibilidad del método determina la concordancia entre

el valor obtenido y el valor reportado o de referencia.

Para la realizacion del estudio se requirid de la preparacion de una
formulacién con las cantidades descritas en la tabla No.4. Se tomaron
seis cantidades equivalentes al 100 % de NaDF, se depositaron en
matraces volumétricos de 10 mL, se disolvieron y aforaron con agua

destilada.

A estas disoluciones se les realizd el tratamiento de formaciéon y
extraccion del complejo CuDF,, mismas a las cuales se les determiné la

absorcién en el espectrofotémetro, a una A = 680 nm.
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XII) CUANTIFICACION DE DFNa EN MUESTRAS COMERCIALES

Para que se lleve a cabo la cuantificacion del NaDF en muestras
comerciales se requiere adquirir fdrmacos que contengan a éste como

principio activo. Mismos que deben tener impresa en el marbete.

PROCEDIMIENTO GENERAL PARA DETERMINAR DFNa EN MUESTRAS
COMERCIALES

Se pesaron las tabletas o grageas, se calculé el peso promedio, se
pulverizaron en un mortero con pistilo. Se determind la cantidad a pesar
de la muestra pulverizada y con ello se tiene el 100 % analitico de
NaDF.

Se tomaron 6 muestras pulverizadas, se depositaron en matraces
Erlenmeyer, para la formar el complejo CuDF, se le adicionaron los

reactivos como se describe en |la tabla No.2

Posteriormente, al contenido de cada matraz Erlenmeyer se le realizo el
tratamiento de extraccion del complejo, teniendo finalmente 6
disoluciones cloroféormicas, a las que se les determinaron las

absorbancias a A= 680 nm.
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MEDICAMENTQOS

a) Atalak 50°

Principio activo NaDF. 50 mg

Presentacion 30 grageas con capa entérica.
Peso promedio de gragea = 0.1143 gramos
Peso de muestra a pesar 0.0771 gramos

Los calculos se realizan como se describe en el anexo

b) Diclofenaco soédico, Vitamina B;, Bs y B1> fortel gragea
Principio activo NaDF. 50 mg

Presentacion 30 grageas.

Peso promedio de gragea = 0.5276 gramos

Peso de muestra a pesar 0.3561 gramos

c) MEDICAMENTO G.I.

Principio activo: NaDF 100 mg

Presentacién 20 tabletas

Peso promedio de tableta= 0.3040

Peso de muestra pulverizada = 0.1027 gramos
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d) ALSIDEXTEN®

SECTOR SALUD DIF

Principio activo: NaDF 100mg

Presentacion 20 tabletas

Peso promedio de tableta = 0.2629 gramos

Peso de muestra a pesar 0.0887 gramos

e) QUIFA
Principio activo NaDF. 100 mg
Presentacion 10 grageas de liberacién prolongada
El promedio es de 0.3089 gramos

Peso de muestra a pesar 0.1043 gramos.
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Capitulo IV RESULTADOS

I) CARACTERIZACION DE DICLOFENACO SODICO

Se realizd la caracterizacion del NaDF en una disolucion acuosa cuya
concentraciéon de 75 pg/mL en un espectrofotdmetro Cole Parmer uv/vis
modelo 2800, y celdas de cuarzo de 1 cm. de paso o6ptico, teniendo

como resultado la grafica No.1.

Absorcion en ultravioleta del NaDF

1.4 ¢

Absorbancia

250 270 290 310 330 350
Longitud de onda (nm)

Figura No.3. Grafico de absorcidn en ultravioleta de NaDF en soluciéon acuosa

concentracién 75 pg/mL. Muestra una maxima absorcién de 1.226 a 276 nm

II) CARACTERIZACION DEL COMPLEJO DICLOFENACO-COBRE (II)

En la etapa de caracterizacién del complejo CuDF,. Se hizo un barrido en
un intervalo de longitud de onda en correspondiente al visible para

determinar la A maxima de absorcion.

En la figura No. 4, se muestra que la longitud de onda en donde se

observa la maxima absorcién es de 680 nm, esta longitud de onda es
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confirmada en la literatura®. Este valor nos permitid realizar la validacion

del método asi como la cuantificacion del NaDF en farmacos.

Absorcion del CuDF, en la region del visible

0.4 +
0.3 +

0.2 +

Absorbancia

0.1 +

0 f f f f f !
500 550 600 650 700 750 800

Longitud de onda (nm)

Figura No.4. Caracterizaciéon del complejo CuDF, en solucion cloroférmica de

concentracién 2 mg/mL. Se observa que la maxima absorcion es de 0.374 a A=680.

IIT) GRAFICO DE CALIBRACION

Una vez que se determind la A de maxima absorcién del complejo
DF,Cu, se realizé una curva de calibracién para observar el intervalo de
comportamiento lineal entre la concentracién del complejo y la

absorbancia.

Los resultados obtenidos en el estudio de este pardmetro se describen

en la tabla No. 7
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Grafico de calibracion del complejo CuDF,

1.2 +
1L y= 115.2x - 0.009
© rz = 0.999
g 0.8 7
©
2 0.6 +
o
3 04+
<
0.2 +
0 f f f f !
0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01

Concentracion (M)

Figura No.5. Calibracion del complejo CuDF, en solucién cloroférmica a cinco

concentraciones que van de 1.8 a 8.8 mM.

Tabla No. 6: Resultados del grafico de calibracidn.

Concentracion de DFNa (M) | Concentracion de CuDF2(M) Absorbancia
0.00354 0.0018 0.205
0.00707 0.0035 0.386
0.01061 0.0053 0.598
0.01414 0.0071 0.803
0.01768 0.0088 1.015

IV) LINEALIDAD DEL SISTEMA

Para evaluar el parametro de la linealidad del sistema se realizaron 3
ensayos con 5 concentraciones diferentes de NaDF, cada uno; mismos

que se trataron para formar y extraer el complejo CuDF,. A las
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disoluciones resultantes de cada ensayo se les midié la absorbancia a
una A=680 nm.

Linealidad del sistema

y = 113.2x + 0.002
1+ r2 = 0.998

0.8 +
0.6 +
0.4 +
0.2 +

0 I f f f |
0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01

Concentracion de DF,Cu (M)

Absorbancia

Figura No.6. Linealidad del sistema del complejo CuDF>, muestran los resultados de

los 3 ensayos realizados.

Tabla No.7: Linealidad del sistema del complejo CuDF,.

Muestra Concentracion d(eI\I/I)compIejo CuDF; Absorbancia
1 0.205
2 0.0018 0.198
3 0.217
4 0.415
5 0.0035 0.395
6 0.405
7 0.597
8 0.0053 0.612
9 0.598
10 0.785
11 0.0071 0.785
12 0.797
13 1.013
14 0.0088 1.005
15 1.018
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Tabla No.8. Criterios de aceptaciéon del la linealidad del sistema.

, Valor obtenido Criterio de
Parametro ) iy

experimentalmente aceptacion

Ecuacion de la Y=113.2x+0.002 Y=b;x + bg

recta
r? 0.998 > 0.98
IC (B1 )" 106.211, 119.989 No debe incluir el
cero

IC (B; )-Intervalo de confianza para la pendiente. r?- coeficiente de correlacién

V) PRECISION DEL SISTEMA

Para determinar la precision del sistema, se prepararon de disoluciones
de DF,Cu cuya concentraciones fueron de 0.036 M, a éstas se les midid

la absorbancia a una A=680 nm; los experimentos se hicieron por

triplicado.
Precision del sistema
0.500 -
.E 0.475 —+ g ensayo 1
o
c \*./
g === ecnsayo 2
5 0.450 +
2 — =
< ensayo 3
0.425 +
0.400 : , , ,
0 1 2 3 4

Muestra

Figura No.7. Precision del sistema del complejo CuDF,. Se muestran las absorbancias

de los 3 ensayos a una A=680 nm.
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Tabla No. 9 .Resultados de precisién del sistema. Se utilizd la misma

concentracion de NaDF en todos los ensayo y es 0.0106 M, lo que
equivale a 0.0053 M de CuDF-.

Ensayo | Absorbancia 1 | Absorbancia 2 | Absorbancia 3
1 0.463 0.460. 0.466
2 0.443 0.445 0.441
3 0.449 0.450 0.448

Tabla No.10. Resultados de los parametros para la precisién del sistema.

, Valor obtenido Criterio de
Parametro _ N
experimentalmente aceptacion
X Media
s 0.447 | @ emmmmmmmo-
aritmetica
S desviacién
0.0036 |  mmmmmmmee—-

estandar

CV <£1.5% para
0.8060 meétodos

CV coeficiente de

variacion

fisicoquimicos

VI) ESPECIFICIDAD

Se evalud la especificidad con las disoluciones de CuDF, preparadas a
partir de NaDF estandar, placebo sin carga y placebo cargado. Este
experimento, se hizo con el objeto de observar si existe o no

interferencia entre los componentes del placebo y el NaDF, para la
cuantificacion del complejo CuDF,.
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Grafico de especificidad del complejo CuDF,

0.6 T e placebo
© e plac+dicl
'O estandar
c 04 —+
(1]

Kal

[

2

a2 0.2 +

<
O T T T 1
600 650 700 750 800

Longitud de onda (nm)

Figura No.8. Especificidad del complejo CuDF; y los componentes del placebo.

Tabla No. 11. Longitudes de onda de maxima absorcion en la

especificidad.

Muestras A=680 nm
Placebo cargado con NaDF 0.533
Placebo sin carga 0.008
Diclofenaco sddico estandar 0.450

VII) LINEALIDAD DEL METODO

Para evaluar la linealidad del método, se hicieron 5 concentraciones de
DF,Cu a partir de NaDF y placebo, a éstos, se les midieron la

absorbancia una A= 680 nm. Los resultados obtenidos se muestran en la

siguiente tabla.
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Linealidad del método
1 y =111.8x - 0.071
2 =
08 | r2 = 0.993
]
F
£ 06 +
Ke]
S
04 +
<
0.2 +
0 | | | : |
0 0.002 0.004 0.006 0.008

Concentracion CuDF, (M)

Figura No.9.Grafico de linealidad del método

Tabla No.12: Linealidad del método del complejo CuDF-.

Muestra

Concentracion del complejo DF,Cu

(M)

Absorbancia

1

0.142

0.0018

0.130

0.128

0.345

0.0035

0.289

0.315

0.482

0.0053

0.512

0.525

0.762

0.0071

0.755

0.748

3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15

0.889

0.0088

0.903

0.902
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Tabla No.13. Criterios de aceptacion del la linealidad del método

Parametro Valor obtenido Criterio de
experimentalmente aceptacion
Ecuacion de la
recta Y=111.8x-0.071 Y=b;x + by
r? 0.992 > 0.98
IC (B1) 107.2082 119.7918 | \° debcee'rgc'”'r el

“I1C (B1 )-Intervalo de confianza para la pendiente. r’- coeficiente de correlacién

VIII) EXACTITUD Y REPETIBILIDAD DEL METODO

Para evaluar la exactitud y repetibilidad del método se realizaron 2
ensayos con 6 muestras cada uno. Las muestras se prepararon con
0.1530 g de la formulacidon, que contienen 0.0337 g de NaDF. Se formd
el complejo CuDF; y finalmente se les midid la absorbancia a A= 680

nm. Se obtuvieron los siguientes resultados.

Grafico de Exactitud y repetibilidad del método

0.6 T
8 0.5 +
o
c
© %‘1—4—"}'
2 04 +
o —e—ensayo 1
o
< 0.3 + =fl—-ecnsayo 2
0.2 f f f f f f !
0 1 2 3 4 5 6 7

Muestras

Figura No.10. Grafico de exactitud y repetibilidad del método
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Tabla No. 14: Resultados de la exactitud y repetibilidad del método.

Ensayo 1
Concentracion
Muestra | Absorbancia| experimental rrZ?:u SSadoliaDF % recobro
CuDF, (M) P
1 0.415 0.00435 27.659 81.9052
2 0.424 0.00443 28.172 83.4714
3 0.415 0.00435 27.659 81.9052
4 0.417 0.00436 27.773 82.2910
5 0.419 0.00438 27.887 82.6283
6 0.418 0.00437 27.830 82.4108
Ensayo 2
Muestra | Absorbancia Cogfgg’;rail)on ggupgfado':aDF % recobro
1 0.438 0.00455 28.968 85.7814
2 0.431 0.00449 28.570 84.6518
3 0.436 0.00453 28.855 85.4443
4 0.429 0.00447 28.456 84.3146
5 0.437 0.00454 28.911 85.6636
6 0.430 0.00448 28.513 84.4332
Tabla No. 14. Resultados para los parametros de la exactitud y

repetibilidad del método

Valor obtenido Criterio de
Parametro Experimentalmente aceptacion
Ensayo 1 Ensayo 2
M d'37 del
edia de
porcentaje 82.4353 85.0482 |  -----
de recobro
S
Desviacion 0.5821 0.6552 |  -----
estandar
CcVv
Coeficiente 0.7061 0.7705 CV< 3%.
de variacion
IC(W) Debe de incluir el
Intervalo de 81.8244, 83.0463 84.3604, 85.7359 |100% o el promedio
confianza aritmético del %.
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IX) CUANTIFICACION DEL DFNa EN MUESTRAS COMERCIALES

Se analizaron cinco muestras comerciales de NaDF utilizando el método
analitico propuesto, el cual cumple con los criterios de aceptaciéon de la
Guia de Validacion de Métodos Analiticos, los resultados obtenidos se

muestran en las tablas siguientes

Tabla No.16. Nombre de las muestras farmacéuticas que se analizaron.

Numero de Nombre de la muestra
muestra

1 Atalak 50® (50mg)

5 Diclofenaco, Vitaminas B, Be Y B1> fortel
gragea (50 mqg)

3 G.I. (100 mg)

4 ALSIDEXTEN® (100 mg) SECTOR SALUD

DIF
5 Quifa (100 mq)

Se pesaron 10 tabletas de cada muestra farmacéutica, con éstos se

calcularon los pesos promedio de las tabletas o grageas.

Tabla No.17. Promedios de las 5 muestras comerciales utilizadas y

contenido de NaDF en cada una de ellas.

Peso (mg)
Muestra 1| Muestra 2 | Muestra 3 | Muestra 4 | Muestra 5
Contenido
de NaDF 50 50 100 100 100
(mg)
Promedio de | 4, 3 527.6 304.38 262.95 308.9
tableta
Cantidad a
pesar de 77.15 35.61 102.6 88.73 104.2
muestra
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Tabla No. 18. Resultados de las muestras comerciales que contienen

DFNa.
mg de i
Peso de % de Desviacion| Coeficiente Intervalo de
Muestra NaDF i i
muestra recobro estandar | de variacion confianza
recuperado
1 0.0772 29.74 |88.1389 0.4017 0.4557 87.7173, 88.5605
2 0.0356 29.42 |87.1835 0.5269 0.6044 86.6304, 87.7366
3 0.1030 22.36 |66.2517 0.3579 0.5430 65.8760, 66.6273
4 0.0890 27.08 |(80.2437 0.3590 0.4474 79.8669, 80.6205
5 0.1043 27.14 80.4123 0.4439 0.5520 79.9464, 80.8782
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La caracterizacion del NaDF se realizdé a partir de una disolucidon de
concentracion 75 pg/mL, se utilizd un espectrofotometro Cole Parmer
uv/vis modelo 2800 y celdas de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico, en un
intervalo de longitud de onda de 230 a 350 nm. Se determind que la

maxima absorcion del NaDF es a 276 nm.

La caracterizacion del complejo diclofenaco-cobre (II), se efectud
mediante el barrido espectrofotométrico y se determind que la de A de

maxima absorcién fue de 680 nm, esto es en la regidn del visible.

Se realizd la curva de calibracién, en ésta se verificd que el intervalo de
la longitud de onda de trabajo presenta un comportamiento lineal,
ademas, la ecuacién que relaciona la concentracién del complejo y la

absorbancia.

Los resultados del grafico de calibracion presentan un comportamiento
que cumple con la ley de Lambert-Beert, en base a lo anterior se
establece que, es factible realizar el estudio por el método

espectroscopico en la region del visible.
Linealidad del sistema

En la evaluacion de la linealidad del sistema se consideraron 5
concentraciones diferentes de CuDF,. Este parametro fue realizado por
triplicado. Los resultados obtenidos tienen un comportamiento lineal

dentro del intervalo de longitudes de onda, tal y como se esperaba.

En el estudio estadistico se tomaron todos los puntos que se efectuaron
para la realizacién del parametro, 15 en total. Los resultados obtenidos

presentaron valores aceptables conforme la Guia de validacién de
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métodos. Por lo tanto se puede decir que el sistema cumple con los

criterios de linealidad.

En la precision del sistema, los resultados indican que en cada
medicion se muestra una buena precision. En base a los célculos
estadisticos de los valores obtenidos, se tuvo que la desviacion
obtenida fue de 0.003, y el coeficiente de variacion fue de 0.8066,
ademas, se obtuvo el valor promedio 0.447. Con estos resultados se

puede concluir que la precision del sistema es la requerida.

En la especificidad se determind la interferencia que puede llegar a
existir de los componentes de la formulacion y el NaDF, en el momento

de la lectura de la absorbancia del complejo CuDF,.

Los resultado se observa que la muestra placebo sin carga no absorbe,
esto indica que no interfirid en el estudio del NaDF, sin embargo se
observa que se tiene una diferencia de las maximas absorbancias entre
NaDF estandar y la muestra del placebo cagado. Esto es debido a un
fendmeno llamado hipercromismo, en el que se observa un aumento en

la absorbancia, sin el desplazamiento de longitud de onda.

En la linealidad del método los resultados confirmaron el
cumplimiento de Ley de Lambert-Beert, y la no interferencia del placebo

en el mismo.

Con la evaluaciéon de este parametro se obtuvo la ecuacion de la recta,
con un coeficiente de correlaciéon superior a 0.998. Los criterios de

aceptacion fueron validos y por lo tanto se utilizd la ecuacién de recta y

37



Capitulo V ANALISIS DE RESULTADOS

para calcular las concentraciones de complejo CuDF; y finalmente la

cantidad de NaDF recuperado.

Con la exactitud y repetibilidad del método, se calculd la cantidad
de NaDF a partir de las absorbancias registradas en cada ensayo. Por
otra parte se obtuvieron los porcentajes de recobro de cada muestra, y

a partir de estos valores se realizé el estudio estadistico.

Los resultados obtenidos de desviaciéon estandar, coeficiente de
variacion e intervalo de confianza determinaron que, el criterio de

aceptacion es valido, y por lo tanto el paradmetro es aceptado.

MEDICAMENTOS

Las muestras farmacéuticas que se utilizaron se encuentran en diversas
presentaciones como son: tableta, gragea, gragea con capa entérica,
gragea de liberacion prolongada. Para la cuantificacion del NaDF en
muestras farmacéuticas, se utilizaron farmacos que contenian 50 y 100

mg de NaDF como principio activo.

En los farmacos se determind la cantidad de NaDF a partir de la
formacién del complejo CuDF,, considerando la estequiometria de la

reaccion en el proceso de formacion del mismo.

El tratamiento que se siguié en la experimentacion, va desde el pesaje
de muestras, hasta la determinacion de las absorciones del complejo, a
una A= 680 nm.

Los porcentajes de recobro de NaDF mostraron si el farmaco contiene la

cantidad del principio activo como se indica en el empaque.
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Las muestras que contienen 50 mg de NaDF presentaron los resultados:

Medicamento ATALAK 50%®, se afiadié la cantidad de 33.7 mg de NaDF
contenido en muestras de 77.2 mg del farmaco pulverizado, posterior a
la formacién del complejo, se determind que la cantidad recuperada es
de 29.74 mg, misma que representa el 80.1389 % de recobro del

mismo.

En los resultados del estudio estadistico, se obtuvieron porcentajes de
recobro inferiores al 100 %. La desviacion estandar (s) y coeficiente de
variacion (CV), presentaron valores confiables conforme a los criterios

de aceptacion reportados en la guia de validacion de métodos.

Para la cuantificacién del farmaco Diclofenaco, Vitaminas Bi, Be Y Bi>
fortel gragea, se pesaron muestras de 0.3561 g, que representaron 33.7

mg DFNa dentro de la formulacién farmacéutica.

El tratamiento se llevd a cabo de manera similar a la del farmaco
anterior presentando. Los resultados que se obtuvieron en el estudio
indican que la cantidad recuperada del complejo es de 29.42 mg, el cual
representa un porcentaje de recobro del 88.1835 %, valor que fue
confiable, porque los valores de S y CV estan dentro de los criterios de

aceptacion.

El farmaco G.I. contiene 100 mg de NaDF, para la cuantificacion de éste
utilizan muestras de 0.1030 g, cada muestra contiene 33.75 mg de
NaDF. Los resultados finales determinaron que la cantidad recuperada
del principio activo fue de 22.36 mg, misma que representa el 66.2517
% de recobro, valor que comparado con los farmacos anteriores el valor
es muy bajo, pero los valores calculados en los criterios de aceptacion

estadistico fueron aceptables.
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En el farmaco ALSIDEXTEN® se pesaron 0.1043 g de muestra
pulverizada, cada una de ellas contiene 33.75 mg de NaDF. Los
resultados obtenidos determinaron que la cantidad recuperada en
promedio es de 27.08 mg, misma que representa el 80.2437 % de
recobro. Los valores calculados de los criterios de aceptacién indican

que son aceptables.

Para cuantificacion del NaDF en el medicamento Quifa se utilizaron
muestras pulverizadas de 0.1043 g, cada muestra contiene 33.7 mg del
principio activo. Después del procedimiento de formacion del complejo
DF,Cu y posterior determinacion de la absorcién del mismo se determiné
que la cantidad recuperada en promedio es de 27.14 mg, misma que
representa el 80.4123 % de recobro. A un a pesar de que el valor es
inferior al 100 %, se considera valida la cuantificacién, debido a que los

criterios de aceptacion se encuentran dentro de los valores permitidos.

40



Capitulo VI

CONCLUSIONES



Capitulo VI CONCLUSIONES

Para realizar la cuantificacion del NaDF en preparaciones farmacéuticas,
se llevd a cabo un procedimiento en el que se formd un compuesto
colorido al que se denomind CuDF,. Las propiedades fisicas varian entre
estos compuestos; un ejemplo de ello es, la absorcién en el espectro
electromagnético, el NaDF absorbe en la region ultravioleta, a diferencia

del compuesto CuDF; que absorbe en la regién del visible.

De esta manera se pudo establecer un método diferente al reportado en
la farmacopea de los estados unidos. En el que se establece que la
cuantificacion de NaDF se realiza en la regién ultravioleta, y por lo tanto

no requiere de la formaciéon del compuesto colorido.

Los parametros establecidos en la metodologia propuesta, cumplieron
satisfactoriamente los criterios de aceptacién propuestos en la guia de

validacion de métodos analiticos.

En la linealidad del sistema se determind que las absorbancias obtenidas
son directamente proporcionales a las concentraciones que se

adicionaron.

En la precisién del sistema, se cumplieron con criterios de aceptacion.
Posteriormente se realizd la especificidad en el que se demostré que no
existe interferencia entre los componentes del excipiente y el complejo
CUDFz.

En la linealidad del método, se demostrd, nuevamente, que con la
adicion del placebo, no existe interferencia alguna en la formacion y

lectura de la absorbancia en el complejo NaDF.

La exactitud y repetibilidad es un parametro similar al de precision,

considerando que se utiliza un solo nivel de concentracidn, pero en este
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caso se realizd0 un estudio estadistico el cual nos determin6 la

aceptabilidad del parametro.

En la cuantificacién de medicamentos se observd, que los porcentajes de
recobro obtenidos fueron menores a los reportados en el marbete. Esto
es debido a que se presentaron dificultades en la extraccién del CuDF..
Las interfaces que se forman entre las fases disminuyen las
concentraciones del complejo CuDF,, y esto se ve reflejado en la

cantidad recuperada de NaDF.

La metodologia propuesta, es valida para la cuantificacion de NaDF en

preparaciones farmacéuticas.

Los métodos espectrofotométricos son métodos confiables, econdmicos,
que nos permiten la validacion y cuantificacion de métodos para la

determinacion NaDF en medicamentos.
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Formula para calcular la concentracion a partir de la absorbancia
A =¢g(Cl

Donde:
A: absorbancia del compuesto
&: coeficiente de absortividad molar

b: longitud de paso optico

Formula para la cantidad en miligramos obtenidos a partir de la

absorbancia

mg = CxVixPMxEx1000

Donde:

mg: mg de compuesto recuperado

C: Concentracién calculada a partir de la absorbancia
V¢: volumen de final la disolucién

PM: peso molecular del compuesto

E: estequiometria de la reaccion



FORMULAS PARA PRECISION DEL SISTEMA

Media aritmética

2
y_n
Donde

y= Media aritmética
Yy= es la suma de las respuestas analiticas

n= numero de mediciones

Desviacion estandar

. jn(ZyZ) - @y

n(n—1)

s = Desviacion estandar
n= NUmero de mediciones

y= Respuesta analitica o absorbancia.

Coeficiente de variacion
S

CV ==%100
y

Donde:

CV = coeficiente de variacion
S= desviacion estandar

y = Media aritmética



Formulas para linealidad del sistema y linealidad del método

Pendiente

b _nXxy—XxXy
T nYx2 - (Xx)?

b= pendiente
X= concentracién del analito
y= Respuesta analitica o absorbancia.

n= numero de mediciones

Ordenada al origen

_ Xy —b Xx

b, -

bo= ordenada al origen
X= concentracion del analito

y= Respuesta analitica o absorbancia.

n= numero de mediciones



Coeficiente de determinacion

) _ (Exy) - E0EY)
(@) - ExD0Ey?) - Cy)?)

r

r’* = coeficiente de determinacion o correlacidon
X= concentracion del analito

y= Respuesta analitica o absorbancia.

n= numero de mediciones

Intervalo de confianza para la pendiente

1C(B1) = by £ to975n-25m1

’ 1
Sbl = SY/x sz_@x)z

_ijZ—blzxy—boZy
Sy, =

n—2

X= concentracion del analito

y= Respuesta analitica o absorbancia.

n= numero de mediciones
b= pendiente

bo= ordenada al origen

too7sn-2= Referirse al final del anexo para determinar el valor de la t de
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FORMULAS PARA EXACTITUD Y REPETIBILIDAD DEL METODO

Media aritmética
2
y - n

Desviacion estandar

_ nQ@y?) - Qy)?
5= n(n—1)

Coeficiente de variacion
S

CV =—%x100
y

Intervalo de confianza para la media poblacional

) S
IC(w) = ¥+ toorsn-1 \/_ﬁ

n=numero de recobros

= Media aritmética

<

s= desviacion estandar

PORCENTAJE DE RECOBRO

_ mg recuperados de compuesto
porcentaje de recobro = — x 100
mg adicionados de compuesto




TABLA ESTADISTICA DE LA DISTRIBUCION t DE STUDENT

GRADOS GRADOS GRADOS
DE to.97s DE to.97s DE to.97s
LIBERTAD LIBERTAD LIBERTAD
1 12.706 26 2.056 51 2.008
2 4.303 27 2.052 52 2.007
3 3.182 28 2.048 53 2.006
4 2.776 29 2.045 54 2.005
5 2.571 30 2.042 55 2.004
6 2.447 31 2.040 56 2.003
7 2.365 32 2.037 57 2.002
8 2.306 33 2.035 58 2.002
9 2.262 34 2.032 59 2.001
10 2.228 35 2.030 60 2.000
11 2.201 36 2.028 61 2.000
12 2.179 37 2.026 62 1.999
13 2.160 38 2.024 63 1.998
14 2.145 39 2.023 64 1.998
15 2.131 40 2.021 65 1.997
16 2.120 41 2.020 66 1.997
17 2.110 42 2.018 67 1.996
18 2.101 43 2.017 68 1.995
19 2.093 44 2.015 69 1.995
20 2.086 45 2.014 70 1.994
21 2.080 46 2.013 71 1.994
22 2.074 47 2.012 72 1.993
23 2.069 48 2.011 73 1.993
24 2.064 49 2.010 74 1.993
25 2.060 50 2.009 75 1.992




Glosario



Analito: Componente especifico de una muestra, a medir en un analisis.
Especificidad: Capacidad de un método analitico para obtener una
respuesta debida Unicamente al analito de interés y no a otros
componentes de la muestra.

Exactitud: Concordancia entre un valor obtenido empleando el método
y el valor de referencia.

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

Método analitico: Descripcion de la secuencia de actividades, recursos
materiales y pardmetros que se deben cumplir, para llevar a cabo el
analisis de un componente especifico de la muestra.

Muestra: Porcion del material a evaluar.

Muestra analitica: Porcion del material a avaluar de acuerdo al método
analitico.

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

Precision: Grado de concordancia entre resultados analiticos
individuales, cuando el procedimiento se aplica repetidamente a
diferentes porciones de una muestra homogénea del producto o de una
referencia.

Repetibilidad: Precision de un método analitico, expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizadas
por un solo analista, usando los mismos instrumentos y métodos.
Sustancia de referencia: Sustancia de uniformidad reconocida

destinada a utilizarse en comprobaciones analiticas fisicas, quimicas o



microbiolégicas en el transcurso de las cuales sus propiedades se
comparan con la sustancias con las sustancias en evaluacion.

Validacion del método analitico: proceso por el cual se demuestra,
por estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los

requerimientos para las aplicaciones
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