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Capitulo 1. Introduccidén e

1.1 Introduccioén

El equilibrio acido-base se ve afectado por la descompensacion de electrolitos en
el cuerpo, a causa de gastroenteritis agudas, diuresis excesiva, actividad fisica
intensa o por exposicion a ambientes extremadamente calidos (a través del
sudor). Restablecer este equilibrio mediante la rehidratacion oral es muy habitual,
sobretodo en el tratamiento de la gastroenteritis aguda en nifios, ya que presenta

menos efectos adversos y gastos que la rehidratacién intravenosa .

Dada su importancia y que los electrolitos orales en polvo para solucion oral en
sus presentaciones de sobres de 27.9g y 28.3g son uno de los productos estrella
de los Laboratorios Apotex (Protein S.A), se realizé la validacién del método
analitico interno para cuantificar: glucosa, cloruros totales, citratos, sodio total y
potasio para demostrar la reproducibilidad y la confiabilidad de la metodologia
analitica. Debido a que los resultados obtenidos son utilizados para tomar
decisiones importantes, la confiablidad debe ser tal, que ayude a asegurar que el
producto cuenta con los estandares de calidad necesaria para estar en el
mercado; asi mismo, tener reproducibilidad permite que en la aplicacion de la
metodologia analitica siempre se presenten resultados confiables y esto no retrase
el dictamen o la liberacion del mismo. De la misma manera, la validacion de las
metodologias analiticas es un cumplimiento a la normatividad vigente NOM-059-
2006, asi como la FEUM, la cual establece que los métodos analiticos que no

sean farmacopeicos deben ser validados.

Ya que en los Laboratorios Apotex el equipo de Absorcién atdmica esta en
proceso de adquisicion y es requerido para el analisis farmacopeico de los
electrolitos en polvo para solucion oral, se realizd6 la validacion de las
metodologias alternativas e internas para dicho analisis, mediante la evaluacion de
los siguientes parametros de desempeno: adecuabilidad del sistema, precisiéon del
sistema, linealidad del sistema, exactitud del método, linealidad del método,

estabilidad analitica de la muestra, especificidad y precision Intermedia.



Capitulo 2. Objetivos e

2.1 Objetivo General

Demostrar mediante el estudio de validacion que la metodologia analitica es
reproducible y confiable para cuantificar glucosa, cloruros totales, citrato trisédico

dihidratado, sodio total y potasio, en electrolitos en polvo para solucion oral.
2.2 Alcance

Esta validacion aplica para la categoria | (cuantificacion de un analito de interés en
muestras de producto terminado) en el intervalo de concentraciones estudiadas
para sobres de 27.9g (sabor natural) y 28.3g (sabor manzana, pifa, limén, lima-

limén y naranja)
2.3 Objetivos Especificos

Demostrar mediante el estudio de validacion que las siguientes metodologias

analiticas:
*Cuantificacion de glucosa por polarimetria (rotacién éptica),

*Cuantificacion de cloruros totales por volumetria, utilizando como titulante

nitrato de plata 0.1N,

*Cuantificacion de Citrato trisddico dihidratado por volumetria, utilizando como

titulante acido perclérico en acido acético 0.1N,
* Cuantificacion de sodio total y potasio mediante flamometria.

utilizadas en el analisis de electrolitos en polvo para solucion oral, son
reproducibles y confiables mediante la evaluacién de los siguientes parametros
de desempeno: Adecuabilidad del sistema, Linealidad del sistema, Precision
del sistema, Linealidad del método, Exactitud del método, Estabilidad analitica

de la muestra, Especificidad y Precision intermedia.



Capitulo 3. Generalidades °

3.1 Solucion Oral

Las sales de rehidratacién oral (SRO) segun la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) o conocidas en México bajo los nombres de vida suero oral, suero de
rehidratacion oral, electrolitos orales, suero oral o simplemente suero, son una
mezcla de electrolitos con glucosa para prevenir o tratar la deshidratacion en
casos como el colera, vomitos, cirugia gastrointestinal, quemados graves,
diarreas, diuresis excesiva, actividad fisica intensa o exposicibn a ambientes

extremadamente calidos, entre otros ("2,

La deshidratacion es el desequilibrio hidroelectrolitico por déficit de agua vy
electrolitos, los electrolitos orales son recomendados en grados de deshidratacion
leve a moderada, siendo leve cuando la pérdida de peso corporal es del 5% o
menor y moderada cuando la disminucion es entre el 5 y 10%. La rehidratacion
oral es muy segura, eficaz y constituye el método de eleccion ante la rehidratacion
intravenosa. Fundamentada en que aun en la diarrea aguda, los mecanismos de
absorcién de agua y electrolitos permanecen lo suficientemente activos para
permitir compensar las pérdidas fecales y asegurar un reequilibrio rapido del

medio interno ©4,

Las soluciones para rehidratacién oral estan compuestas basicamente por agua,
glucosa, sodio, cloro, potasio, bicarbonato o citrato, y sus composiciones tienen
importancia critica en conseguir una absorcion optima. La captacibn maxima de
agua ocurre con una concentracion de sodio entre 40 y 90mmol/L, una
concentracion de glucosa entre 110 y 140mmol/L y una osmolaridad de alrededor
de 290mOsm/L. Las sales de rehidratacion oral recomendadas por la

Organizacion Mundial de la Salud y la solucién estandar se encuentran en la tabla
1 (1,2,3)



Tabla 1. Sales de rehidratacion y solucion de hidratacion estandar por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) (4.

Combonente Concentracion Combonente Concentracion
P (9) P (mmol/L)
Sodio 90
Cloruro de sodio 3.5
Cloruro 80
Cloruro de
otasio 1.5
P Potasio 20
Citrato trisodico Citrato
dihidratado = tris6dico 2
Glucosa 20 Glucosa 111
Total 331mOsm/L

La base fisiologica de la hidratacién oral es el transporte acoplado de sodio y
nutrientes (glucosa, galactosa, aminoacidos, dipéptidos y tripéptidos) a través de
la membrana del borde en cepillo del enterocito, gracias a una proteina

cotransportadora®"

Este transportador especifico para cada nutriente, tiene la capacidad de ligar un ién
sodio en otro sitio de acople, formando asi el complejo transportador-nutriente-
sodio, en relacion 1-1. Eso facilita y aumenta la absorcién de sodio, pero beneficia
también la absorcibn de nutrientes gracias a los gradientes eléctrico y de
concentracion que, entre los espacios extra e intracelular, se genera como
consecuencia del trabajo de la enzima sodio- potasio- ATPasa a nivel de la
membrana basolateral del enterocito, estos agilizan el movimiento del complejo
desde el lado luminal de la membrana al citoplasma. Aqui tanto el sodio como los
nutrientes se separan del transportador; el nutriente pasa a través de la membrana
basal al espacio intersticial y a la micro circulacion, para llegar luego al higado o a
las células de la economia (células endoteliales, fibroblastos, células epiteliales,
neutrdfilos, etc.); el sodio es transportado al espacio intercelular amplio por la
sodio-potasio-ATPasa. Asi se produce, por ©0smosis, movimiento de agua



®
desde la luz intestinal, a través de los orificios en las uniones firmes intercelulares

(via paracelular) o las fenestraciones de la membrana apical (via transcelular), al
intersticio capilar. EI movimiento de agua, por “arrastre”, lleva consigo otros micro y

macro nutrientes hacia la circulacion (Figura 1)@,

Figura 1. Representacion esquematica del transporte acoplado de sodio y nutrientes ).
3.2 Importancia de los electrolitos

Los electrolitos son importantes para mantener el equilibrio hidroelectrolitico, pero
ademas se ocupan de otras funciones como: mantener el equilibrio osmético,
concentracion muscular, polaridad de la membrana, como cofactores, segundos
mensajeros, cotransporte, coagulacion, transporte de oxigeno, presion arterial.

Constituyente de hueso y en regular el equilibrio acido-base. ©

El principal 6rgano regulador de las concentraciones de electrolitos es el rifidn,

que se convierte en fiel centinela del equilibrio hidroelectrolitico. ©



3.2.1 Funciones de la glucosa

Figura 2. Estructura de la glucosa ?

La glucosa es el principal monosacarido resultante de la digestién de los glucidos,
aunque también se obtiene fructosa y galactosa, una vez que han pasado a la
circulacién portal, son captados mayormente por el higado. Mas del 99% de los
glucidos ingeridos en la dieta son digeridos y absorbidos, por lo tanto su presencia
en las heces es practicamente nula; la presencia de cantidades significativas en

éstas obedece a defectos de absorcion.

Los monosacaridos glucosa, fructosa y galactosa presentes en el liquido
extracelular deben ingresar en el compartimiento celular para seguir un proceso de

degradacién oxidativa o almacenamiento. ©

La glucosa metabolizada mediante la via glucolitica, tiene dos destinos
fundamentales: el suministro de energia y la produccion de esqueletos carbonados
para la sintesis de componentes celulares. La via alterna es la oxidacion por la via
de las hexosas-monofosfato o via de las pentosas-fosfato para generar D-ribosa,
que es utilizada en la sintesis de nucledtidos y NADPH*(Nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato), un agente reductor en muchas reacciones anabdlicas, como

biosintesis de acidos grasos y de esteroides. )

En condiciones fisioldégicas la concentracion de glucosa en plasma no debe
sobrepasar de 1,0 mmol/L, concentracion por arriba de este valor se denomina

sindrome de hiperglucemia y por debajo sindrome de hipoglucemia. ®)



En la férmula de sales de rehidratacion oral segun la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), empacada en sobre, utiliza como sustrato la glucosa en proporcién
con sodio de 1:1, necesaria para el transporte de agua y sodio del lumen intestinal

a la sangre.'2?
3.2.2 Funciones del agua (H;0)

La cantidad de agua en el organismo humano se determina por el peso o volumen
y se denomina “agua total del organismo”. No es igual para todos los organismos,
debido a factores como el género, edad y cantidad de grasa (Figura 2). En el
varén adulto medio, el agua total del organismo comprende el 60% de su peso
(50-70%) segun se trate de un individuo bajo y obeso de un atleta alto y
musculoso. Un 45% del peso de la mujer es agua (40-50%), lo cual depende de la
cantidad de grasa que cubre los tejidos magros. En los nifios, la relacion entre el
peso corporal y el agua es mayor que en los adultos. Aproximadamente del 70 al
83% del peso de un recién nacido es agua. La mayor cantidad de liquido se halla

en el espacio intersticial. ©

‘—E o S . 3\‘; Sistema digestivo
8 3 Z 0 ?’U Eliminacion
S o T > £
Y E- | 8 > Sistema Urinario,
a Digestivo, respiratorio,
N A Y ) tegumentario.
Intracelular Extracelular

Figura 3. Proporcién de agua en el organismo.®

La mayor cantidad de agua en el organismo se encuentra en las células. Por eso
el principio fundamental de restitucion de agua se debe basar en las células y no
en el espacio intersticial o el vascular. La caracteristica fundamental de un
electrolito es que, en solucion, se disocia en particulas portadoras de carga
eléctrica denominadas cationes (carga positiva) o aniones (carga negativa). Los no

electrolitos como la glucosa, urea y creatinina son sustancias que en solucién no



se disocian. La funcion del agua es cubrirlos de moléculas de agua (inhibicién) que
impiden la union de las particulas de carga positiva y negativa. Asi, las moléculas
se detienen en solucidbn y conservan su carga activa. Los electrolitos se

distribuyen en los espacios corporales mencionados, en cada uno de estos
Espacios existen tanto aniones como cationes, tabla 3.0

Normalmente el exceso de agua presente en el organismo es facilmente excretada

por el rifidn, si éste funciona correctamente. ©

Tabla 2. Composicion idnica de los compartimientos liquidos en el organismo ©),

Espacio extracelular Espacio intraceluar
Cationes mEq/L Aniones mEg/L Cationes mEq/L Aniones mEq/L

Na® 140 Ccr 105 Na* 10 CrI 5

K* 4 H CO3 25 K* 150 HCO3 12
ca™ 5 Proteinas 16 Ca™ 0.001 Pinorg 100
Mg*™* 2

H* 0.000040 H* 0.000079

pH 7.4 pH 7.1

3.2.3 Funciones del catién sodio (Na*)

Es un cation principalmente extracelular, junto con el cloro y el bicarbonato,
regulan el equilibrio acido-base; interviene en el mantenimiento osmético de los

liquidos del cuerpo, protegiéndolo de pérdidas excesivas.®
3.2.4 Funcion del catién potasio (K")

Catién principalmente intracelular que influye sobre la actividad muscular; dentro
de las células regula el equilibrio acido-base y la presion osmatica, retiene agua;
interviene en la biosintesis de proteinas en los ribosomas; y es necesario para la

actividad de algunas enzimas.®



En la formula de sales de rehidratacion oral de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), empacada en sobre contiene potasio para reemplazar las

pérdidas.®
3.2.5 Funcién del anién cloruro (CI)

Anion principalmente extracelular, interviene en el equilibrio acuoso y en la
regulacion de la presion osmotica, en la regulacion del equilibrio acido-base. En el
jugo gastrico los cloruros tienen importancia en la produccion de acido

clorhidrico®
3.2.6 Funciones del citrato trisédico

O OH O

% o°
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Figura 4. Estructura del citrato trisodico.

3 Na®

El citrato es uno de los inhibidores de la cristalizacion mas estudiados. El efecto
del citrato sobre la calculogénesis hay que atribuirlo a la combinacion de tres
aspectos diferentes. Primero, forma parte del metabolismo celular del citrato,
conduce a la formacion del ién bicarbonato que, como consecuencia de sus
caracteristicas basicas, consume protones (H+) a nivel plasmatico, lo que conduce
a una disminucion en la excrecion de los mismos y por tanto a una elevacion del
pH urinario. Es sabido que el acido urico se insolubiliza en valores de pH urinario
inferior a 5.5. De esta manera, la elevacién del pH urinario provocada por el acido
citrico puede evitar la formacion o redisolver los calculos de acido urico y también
evitar la formacion de cristales de acido urico que podria actuar como nucleantes
heterogéneos muy efectivos del oxalato calcico, indicado en la formacién de este
tipo de calculos. Un segundo efecto protector del citrato sobre la calculogénesis
hay que atribuirlo a su capacidad para formar complejos solubles con el ion Ca®",

El tercer efecto del citrato sobre la calculogénesis hay que atribuirlo a su efecto



inhibidor de la cristalizacion de los oxalatos y fosfatos calcicos. Las dosis

terapéuticas recomendadas varian entre 20 y 100 mEq/dia ).

El citrato forma parte de las principales rutas metabdlicas que se llevan a cabo en
todas las células corporales; incrementa la actividad de varios antioxidantes y
adicionalmente exhibe por si mismo cierta actividad antioxidante. Es utilizado
principalmente como agente regulador de acidez. En la férmula de sales de

rehidratacion oral la funcién del citrato trisédico es para corregir la acidosis “*®),
3.3 Validacién de métodos analiticos

Existen guias emitidas por la Administracién de Alimentos y Medicamentos y la
Conferencia Internacional sobre Armonizacién (FDA e ICH por sus siglas en
inglés respectivamente) en las que se indican y describen los parametros de
validacidn necesarios dependiendo la aplicacion del método analitico y como se

determinan. ©

En nuestro pais existen guias como la del Colegio Nacional de Quimicos
Farmacéuticos Biologos, normas como la NOM-059-SSA1-2006, PROY-NOM-164-
SSA1-2005, NOM-073-SSA1-2005 y el Reglamento de Insumos para la Salud, que
indican que los establecimientos destinados a la fabricacion de insumos para
farmacos y medicamentos, asi como los que fabriquen farmacos y medicamentos,
deben llevar el control analitico de éstos incluyendo especificaciones y técnicas
analiticas para analizar los componentes de sus productos, asi como la validacion

de cualquier técnica empleada.®

De esta manera, los métodos analiticos utilizados para evaluar la calidad de los
productos farmacéuticos, estan sujetos a varios requisitos, de acuerdo con la
normatividad vigente y con otros documentos normativos nacionales e
internacionales. La FEUM es el documento legal instituido por la Ley General de
Salud (LGS) donde se establecen los métodos de analisis y los requisitos sobre la

identidad, pureza, potencia y otras caracteristicas de calidad que garantizan que
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los farmacos (principios activos), aditivos, medicamentos (preparados

farmacéuticos), radiofarmacos y productos bioldgicos sean eficaces y seguros.'”

Un método analitico es 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. Como todo proceso de medicion debe ser
confiable para ser utilizado con un propésito definido. La validacion de métodos

analiticos es el proceso que establece, mediante estudios de laboratorio; que las

caracteristicas de desemperio del método, satisfacen los requisitos para su

aplicacion analitica."®""

Se recomienda validar al menos los métodos analiticos usados para: evaluacion
de insumos relacionados con el producto, evaluacion de producto en sus

diferentes etapas, pruebas de estabilidad, evaluacion de limpieza y sanitizacion.
3.3.1 Clasificacion de métodos analiticos

En cuanto a validacion se refiere la FEUM coincide con la USP en clasificar los
métodos analiticos en cuatro categorias, (aunque pudiera haber casos de métodos
no clasificables en alguna de estas, por lo que se debe establecer con claridad el

propésito analitico):

Categoria |. Para cuantificar a un componente especifico en muestras de producto
terminado o pruebas de estabilidad, ya sea en farmacos, aditivos o preparados

farmacéuticos, u otros analitos de interés (conservadores, solventes, etc).

Categoria Il. Para determinacién de impurezas (productos de degradacion,
sustancias relacionadas, isémeros Opticos, etc.) en muestras de farmacos,
preparados farmacéuticos y aditivos; puede incluir determinaciones cuantitativas o

pruebas limite.
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Categoria lll. Para la determinacién de un analito en una muestra con el objeto de
evaluar una caracteristica de desempefio del preparado farmacéutico (disolucion

en capsulas, liberacion controlada en tabletas, entre otras).

Categoria V. Para identificacion de un analito en muestra de farmacos, aditivos o

preparados farmacéuticos, cuyo propdsito es establecer la presencia del analito
(10)

3.3.2 Parametros de desempeiio

El sistema: analista, equipo e instrumentos de medicion, soluciones de referencia,
etc., originan una variabilidad inherente asociada a la respuesta analitica
(absorbancia, transmitancia, mililitros consumidos, area del pico, altura del pico,
area relativa, peso, entre otros), que en general es aditiva a la del método, por lo
que, es importante verificar, que su valor no sea una fuente importante de la
variabilidad.""”En la validacién de métodos analiticos se evalta tanto el sistema

como el método, bajo los siguientes parametros de la figura 3.

Adecuabilidad del sistema

Sistema Precision del sistema
Linealidad del sistema

' Especificidad/Selectividad del método
Estabilidad analitica de la muestra
Exactitud del método

Método < Linealidad de método

Precision del método

Limite de deteccion

Limite de cuantificacion
Tolerancia
Robustez

Figura 5. Parametros de desempefio para la validacion de un método analitico. ("9
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FEUM recomienda aunque no limita, las caracteristicas de desempefio de acuerdo
a la categoria del método analitico (tabla 3.)

Los criterios expuestos a continuacion son con base en la Guia de validacion de
métodos analiticos del colegio de QFB y FEUM 102. ed., para métodos quimicos

fisicoquimicos y volumétricos.

Tabla 3. Caracteristicas de desempefio analitico recomendadas por la FEUM para la
validacién de un método analitico de acuerdo a su categoria. '

Caracteristica de Categoria | Categoria ll Categoria Categoria IV
desempeiio Cuantitativas Cualitativas ]l
Verificacion del sistema * * * * No
Precision del sistema Si Si * * No
Linealidad del sistema Si Si * No
Especificidad/ Selectividad Si Si Si * Si
Exactitud del método Si Si * * No
Linealidad del método Si Si * * No
Precisiéon del método Si Si No Si No
Limite de deteccion No No Si * No
Limite de cuantificacion No No No * No
Tolerancia * * * * *
Robustez * * * * *

3.3.2.1 Verificacion del sistema

También conocido como buen o correcto funcionamiento del sistema, son pruebas
utilizadas para verificar que el sistema funciona correctamente, con base en
criterios establecidos. Permite establecer la confiabilidad del sistema. Antes del

procesamiento de las muestras durante el uso rutinario del método. (19)

Dichas pruebas pueden ser definidas en funcién de una respuesta analitica, como
pueden ser sus propiedades, variabilidad, forma, tiempo de respuesta,

indicadores de separacion, eficiencia, respuesta de blancos entre otros (9.

Criterio de aceptacion.

CV= 2% para la respuesta analitica.
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La evaluacién de la adecuabilidad del sistema se recomienda para todos los

métodos analiticos ",

3.3.2.2 Precision del sistema

Es el grado de concordancia relativa de la respuesta analitica de soluciones de
referencia de concentracion o magnitud conocida. Determinar separando seis
soluciones que representen el 100% de la cantidad o concentracion del analito en
la muestra. Ya sea, por dilucion o por pesadas independientes y medir la
respuesta dentro de una misma corrida analitica. Calcular el coeficiente de

variacion y debe cumplir el criterio previamente establecido.

Calcular, Sy CV de la respuesta analitica.
Criterio de aceptacion.
CV= 1.5% para métodos fisicoquimicos.

Valores superiores deben ser justificados. ("
3.3.2.3 Linealidad del sistema

Es la verificacion de que la respuesta analitica y la concentracion del analito
(puede ser una sustancia de referencia) se ajustan al modelo matematico, en un

intervalo de concentraciones pertinentes a la aplicacién analitica. %

Un analista debe preparar por lo menos por triplicado 5 niveles de concentracion
(intervalo) de la solucién de referencia ya sea por dilucibn o por pesadas
independientes. La concentracion al 100% debe ser igual a la que se prepara la
solucion de referencia en el método o en ciertos casos, la concentracion que
represente el 100% en la muestra procesada para su medicion. Calcular el valor
de la pendiente (b4), la ordenada en el origen (bo), el coeficiente de determinacion

(r2) y el intervalo de confianza para la pendiente (IC(B+)).
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®
El intervalo esta en funcién del propdsito del método, y por lo general se expresa
como % de la concentracion de la solucion de referencia o en funcion del

contenido del analito en la muestra procesada para su medicion.
Para contenido/ potencia/ valoracion se sugiere un minimo de +20%.

Es conveniente trazar la grafica la concentracion (x) vs la respuesta analitica (y), e

incluir en ella la ecuacion, la linea de ajuste y el coeficiente de determinacion. (')

Criterio de aceptacion.
r’= 0.98%

IC(B1) no debe incluir el cero "
3.3.2.4 Especificidad/selectividad del método

Es la capacidad de un método analitico para obtener una respuesta debida
unicamente al analito de interés y no a otros componentes de la muestra, que
pueden estar presentes (especificidad) o que se pudieran presentar por efectos
ambientales y/o de interaccion con los mismos componentes (selectividad) tales
como: impurezas, productos de degradacion o componentes de la misma

muestra.('?)

Permite investigar la influencia de otros componentes de la muestra en las
determinaciones cualitativas o cuantitativas de un método analitico. En la mayoria
de los métodos analiticos cuantitativos que son especificos/selectivos, también

son exactos.

En métodos de contenido/ potencia/ valoracién: Se deben analizar placebos del
producto, como lo indica el método, muestras de producto, y cuando proceda:
sustancias relacionadas, precursores, homologos, y una mezcla del producto con
ellos o cualquiera de ellos. Para el caso de selectividad se debe determinar la
respuesta a componentes como: sustancias de degradacién del farmaco

originadas por la influencia de las condiciones de almacenamiento (temperatura,
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humedad, luz, etc.) o por condiciones extremas (hidrélisis, oxidacién, etc.) %17,

Criterio de aceptacion.

La respuesta del método tUnicamente debe ser debida al analito. '")

3.3.2.5 Exactitud del método

Determinada en todos los meétodos de caracter cuantitativos; también se le

relaciona con el concepto de sesgo de la medicion.

Es la concordancia absoluta entre el resultado obtenido con el método y la

cantidad verdadera del analito presente en la muestra, a una cantidad fija.

Puede determinarse por la aplicacion del método analitico, a placebos o muestras
adicionadas preparadas de manera independiente, al menos por sextuplicado,
obtenidas de acuerdo a un procedimiento especifico, dichas muestras deben
contener todos los componentes del producto y ademas se le debe adicionar a la
concentracion del analito que represente el 100%. Si no es posible obtener
muestras que contengan todos los componentes del producto, la exactitud puede
determinarse por comparacion de los resultados obtenidos, aplicando el método
en estudio, con los resultados obtenidos al aplicar un segundo método cuya
exactitud ha sido establecida o definida, con muestras que sean representativas
del 100% del analito ‘7.

Calcular el porcentaje de recobro de cada placebo analitico o muestra adicionada,
al obtener el cociente de la cantidad recuperada respecto de la cantidad

adicionada expresada en porcentaje.

Calcular el promedio aritmético (y), la desviacion estandar (S), el coeficiente de
variacion (CV) y el intervalo de confianza para la media poblacional IC(y) del

porcentaje de recobro.
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Criterio de aceptacion.

El IC (p) debe incluir el 100% o que el promedio aritmético del % de recobro se

incluya en el intervalo:

98 — 102 si el método es volumétrico.

97 — 103% si el método es quimico o espectrofotométrico.
El CV del porcentaje de recobro:

CV= 2% si el método es volumétrico.

CV< 3% si es quimico o espectrofotométrico. '

3.3.2.6 Linealidad del método

Evaluar al menos tres niveles de concentracion (intervalo), para demostrar que en
el método no presenta sesgo (error sistematico) dentro del intervalo de

cuantificacion.

Es la capacidad del método analitico para dar resultados que son directamente
proporcionales a la concentracién del analito (sin sesgo) dentro de un intervalo
dado. El intervalo es el comprendido entre las concentraciones superior e inferior
del analito (incluyendo dichas concentraciones) y para el que se ha demostrado
que el analito es cuantificado con un nivel satisfactorio de precision, exactitud y

linealidad, cuando se aplica el método analitico. (1%

En el laboratorio la linealidad puede determinarse por la aplicacion del método
analitico, a una muestra (placebo adicionado o muestra adicionada de analito),
obtenida de acuerdo a procedimientos especificos para su preparacion. Dicha
muestra debe ser preparada al menos a tres niveles de concentracion del analito
por triplicado, para ser analizadas aplicando el método analitico; se deben

considerar los siguientes intervalos:

Cuantificacién de un farmaco (materia prima o producto terminado):

de 80% a 120% del contenido del marbete.
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Cuantificacidon de una impureza: de 50 a 120% de la especificacion.
Uniformidad de contenido: de 70 a 130% de la concentracion declarada en el
marbete, a menos que se justifique un intervalo mas amplio.

Prueba de disolucion: minimo + 20% de la especificacion. '

Reportar la relacion cantidad adicionada vs cantidad recuperada. Utilizando el
meétodo de estimacidn por minimos cuadrados, calcular el valor de la pendiente
(b1), la ordenada en el origen (by), el coeficiente de determinacion (r?), el intervalo
de confianza para la pendiente (IC(3+)), el intervalo de confianza para la ordenada

al origen (IC(Bo)) y el coeficiente de variacion de regresion (CVyy).

Calcular el porcentaje de recobro de cada placebo adicionado o muestra
adicionada, al obtener el cociente de la cantidad recuperada respecto de la
cantidad adicionada expresada en porcentaje. Calcular el promedio aritmético (y),
la desviacion estandar (S), el coeficiente de variacion (CV) y el intervalo de

confianza para la media poblacional IC(u) del porcentaje de recobro. %

Criterio de aceptacion cantidad adicionada vs cantidad recuperada:
r’= 0.98
IC(B1) debe incluir la unidad

IC(Bo) debe incluir el cero.

El CVyx del porcentaje de recobro, no mayor de 2% si el método es volumétrico y

no mayor a 3% si es quimico o espectrofotométrico.

Criterio de aceptacion porcentaje de recobro:

El IC(u) debe incluir el 100% o que el promedio aritmético del % de recobro se
incluya en el intervalo:

98 — 102% si el método es volumétrico

97 — 103% si el método es quimico o espectrofotométrico.

ElI CV del porcentaje de recobro:

No mayor de 5% si es método volumétrico,
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No mayor de 3% si es quimico o espectrofotométrico.”

3.3.2.7 Precision del método (precision intermedia o0 tolerancia

intermedia/analista)

Cuando un meétodo analitico es exacto y lineal, la variabilidad de un resultado
analitico se debe a factores aleatorios; estos factores pueden clasificarse en
factores aleatorios intramétodo, intralaboratorio e interlaboratorio. La precision
intramétodo se mide en términos de repetibilidad, la reproducibilidad
intralaboratorio se mide en términos de la precisién intermedia, la reproducibilidad

interlaboratorios se mide en términos de estudios colaborativos.

La precision de un método analitico es el grado de concordancia relativa entre los
resultados obtenidos al aplicar el método analitico, bajo las mismas condiciones
analiticas (repetibilidad) o bajo diferentes condiciones analiticas (reproducibilidad),
utilizando una muestra homogénea; generalmente se expresa como la desviacion

estandar o como el coeficiente de variacion (desviacion estandar relativa).

La repetibilidad se refiere a la variacién de los resultados de las muestras, es una
propiedad critica porque mide la variacion del método analitico en la rutina de

trabajo. (1%

3.3.2.7.1 Precisién intermedia

Expresa la variacion dentro de un mismo laboratorio, cuando el método analitico

se aplica en diferentes dias y con diferentes analistas.

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 del método. Utilizar de preferencia la misma sustancia de referencia y
los mismos instrumentos y /o equipos. Reportar el contenido/potencia/valoracion

del analito de todas las muestras. Calcular la media aritmética (y ), desviacion
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estandar (S) y coeficiente de variacion (CV) del contenido/potencia/valoracion,

empleando todos los resultados obtenidos.

Criterio de Aceptacion
CV= 2% para métodos cromatograficos y volumétricos

CV< 3% para métodos quimicos y espectrofotométricos '

3.3.2.8 Estabilidad analitica de la muestra

El analista debe establecer |la etapa de analisis en la 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. Para determinar la estabilidad analitica para muestras dependientes,
el analista debe procesar hasta la etapa preestablecida por lo menos por triplicado
en una muestra homogénea. Para determinar la estabilidad analitica para
muestras independientes, a partir de una muestra homogénea, el analista debe

analizar por triplicado (contenido /potencia / valoracion inicial).
Calcular la media aritmética del analisis inicial (yo) y de cada condiciéon de
almacenamiento (y;). Calcular la diferencia absoluta de la media aritmética de cada

condicion de almacenaje respecto del analisis inicial (Idil).

Criterio de Aceptacion
|dil <2% para métodos cromatograficos y volumétricos

ldil < 3% para métodos quimicos y espectrofotométrico. ("

3.3.2.9 Limite de deteccion (LD)

Debe determinarse cuando el método analitico se aplica como prueba limite. Es la
cantidad minima de analito en una muestra que puede ser detectada, pero no

necesariamente cuantificada, bajo las condiciones de aplicacién del método.
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Las pruebas limite solamente indican que la cantidad del analito es superior o

inferior a la concentracion establecida. (1%

3.3.2.9.1 Con base en sefial ruido

Un analista debe determinar la respuesta de muestra blanco (reactivos, placebos
analiticos, etc., segun proceda) y la respuesta de muestras analiticas (analito,
placebos adicionados, segun proceda) en el intervalo de concentraciones del
analito que incluya la 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 3 a 1, correspondiente al limite de
deteccion. Este procedimiento se utiliza para verificar el limite de deteccion

estimado por otros procedimientos. ("

Criterio de Aceptacion

El LD deber ser menor a la especificacion de la prueba de impurezas limite. ("

3.3.2.9.2 Con base en curva de calibracién y desviacion estandar de los

blancos

Aplica a métodos instrumentales como no instrumentales. Un analista debe
preparar por lo menos 3 concentraciones de la sustancia de interés (analito,
placebos adicionados, etc., segun proceda) a valores menores que incluya la
especificacion de la prueba de impurezas limite; ya sea por diluciéon o por pesadas
independientes del analito. Preparar 5 blancos y medir la respuesta analitica.

Calcular el limite de deteccidn con la siguiente ecuacion:

LD=3.3 X Sy,
b1
Criterio de Aceptacion
r*> 0.98
IC(B+1) no debe incluir el cero

El LD debe ser menor a la especificacion de la prueba de impurezas limite. ")
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3.3.2.9.3 Con base en curva de calibracién y desviacion estandar de

regresion

Aplica tanto a métodos instrumentales como no instrumentales. Un analista debe
preparar por lo menos 3 concentraciones de la sustancia de interés (analito,
placebos cargados, etc.; segun proceda) a valores menores 0 que incluya la
especificacion de la prueba de impurezas limite, ya sea por dilucién o por pesadas

independientes. Medir las respuestas analiticas.

Calcular el valor de la pendiente (bs), el coeficiente de determinacién (r%), la
desviacion estandar de regresion (Syx) y el intervalo de confianza para la
pendiente (IC(1).

Calcular el limite de deteccion con la siguiente férmula:

LD=3.3 X Sy
b1
Criterio de Aceptacion
r’ 0.98
IC(B+1) no debe incluir el cero

El LD debe ser menor a la especificacion de la prueba de impurezas limite. (1)

3.3.2.9.4 Con base en curva de calibracion y desviacion estandar de la

ordenada al origen

Aplica tanto a métodos instrumentales como a no instrumentales. Un analista debe
preparar por lo menos 3 concentraciones de la sustancia de interés (analito,
placebos cargados, etc; segun proceda) a valores menores o que incluya la
especificacion de la prueba de impurezas limite; ya sea por dilucién o por pesadas

independientes. Medir las respuestas analiticas.

Calcular el valor de la pendiente (b+), el coeficiente de determinacién (r%), la

desviacion estandar de la ordenada al origen (Spo) y el intervalo de confianza para
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la pendiente (IC(34). Calcular el limite de deteccion con la siguiente formula:

LD=3.3 X Spo

b1

El valor estimado LD debe ser verificado utilizando el procedimiento de senal

ruido.

Criterio de Aceptacion
r’>0.98

IC(B+1) no debe incluir el cero
El LD debe ser menor a la especificacion de la prueba de impurezas limite. ()
3.3.2.10 Limite de cuantificacién (LC)

Determina la capacidad cuantitativa del método a concentraciones bajas del
analito en la muestra y se debe determinar en los métodos cuantitativos

categoria

Es la cantidad minima de analito en una muestra que pueda ser determinada con

exactitud y precision aceptable, bajo las condiciones de aplicacion del método. '
3.3.2.10.1 Seiial de ruido

Aplica a métodos que utilizan un instrumento para medir la respuesta analitica y

que presentan una linea de ruido basal.

Un analista debe determinar la sefial de muestras blanco (reactivos, placebos,
etc.; segun proceda) y la senal analitica de muestras (analito, placebos cargados,
segun proceda) a concentraciones conocidas del analito, inferiores o que incluya

la especificacion del contenido /valoracién de la prueba de impurezas.

Determinar la cantidad del analito cuya sefal sea similar o mayor a la de la
muestra blanco en una proporcion de 10 a 1, lo que corresponde a la cantidad

asociada al limite de cuantificacién. Es necesario verificar que la cantidad obtenida
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corresponde al limite de cuantificacion, verificar la exactitud y repetibilidad del

valor estimado.
Criterio de Aceptacion

El LC debe ser menor a la especificacién del contenido /valoracién de la prueba de

impurezas. '

3.3.2.10.2 LC con base en la curva de calibracion y la desviacion estandar de
los blancos

Aplica tanto a métodos instrumentales como a no instrumentales.Un analista debe
preparar por lo menos 3 concentraciones de la sustancia de interés (analito,
placebos cargados, etc., segun proceda) a valores menores 0 que incluya la
especificacion del contenido /valoracion de la prueba de impurezas, ya sea por
dilucién o por pesadas independientes del analito. Simultaneamente preparar 5
blancos (reactivos, placebos, etc., segun proceda). Medir las respuestas
analiticas. Calcular el valor de la pendiente (b4) el coeficiente de determinacion
(") y el intervalo de confianza para la pendiente (IC(B1). Para los blancos,

calcular la desviacion estandar de los blancos.
Calcular el LC con la siguiente férmula:

LC=10 X S,

b1

Calcular la exactitud y repetibilidad del valor estimado del limite de cuantificacion.

Criterio de Aceptacion
r’> 0.98

IC(B+1) no debe incluir el cero

El LC debe ser menor a la especificacion de la prueba de impurezas limite. (""
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3.3.2.10.3 LC con base en la curva de calibracién y la desviacién estandar de

regresion

Aplica tanto a métodos instrumentales como a no instrumentales. Un analista debe
preparar por lo menos 3 concentraciones de la sustancia de interés (analito,
placebos cargados, etc., segun proceda) a valores menores 0 que incluya la
especificacion del contenido /valoracion de la prueba de impurezas, ya sea por

dilucién o por pesadas independientes del analito. Medir las respuestas analiticas.

Calcular el valor de la pendiente (b;) el coeficiente de determinacion (), la
desviacion estandar de regresion (Syx) y el intervalo de confianza para la
pendiente (IC(B1).

Calcular el LC con la siguiente formula:

LC=10 X Sy
b1

Calcular la exactitud y repetibilidad del valor estimado del limite de cuantificacion.

Criterio de Aceptacion
r’>0.98

IC(B+1) no debe incluir el cero
El LC debe ser menor a la especificacion de la prueba de impurezas limite. ")

3.3.2.10.4 LC con base en la curva de calibracién y la desviacion estandar de

la ordenada.

Aplica tanto a métodos instrumentales como a no instrumentales. Un analista debe
preparar por lo menos 3 concentraciones de la sustancia de interés (analito,
placebos cargados, etc., segun proceda) a valores menores o que incluya la
especificacion del contenido /valoracion de la prueba de impurezas, ya sea por
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dilucién o por pesadas independientes del analito. Medir las respuestas analiticas.

Calcular el valor de la pendiente (b) el coeficiente de determinacién (r?), la
desviaciéon estandar de la ordenada al origen (Sy,) Y en intervalo de confianza para

la pendiente (IC(34). Calcular el LC con la siguiente formula:
LC=10 X Spo
b1

Calcular la exactitud y repetibilidad del valor estimado del limite de cuantificacion.

Criterio de Aceptacion
r’= 0.98
IC(B+1) no debe incluir el cero

El LC debe ser menor a la especificacion de la prueba de impurezas limite. ")
3.3.2.11 Tolerancia

La variacion de los resultados de los métodos analiticos pueden variar por factores
relacionados con diferentes condiciones externas o no inherentes al método (por
ejemplo instrumentos, marcas de reactivos, proveedores de columnas, corridas
analiticas, laboratorios, analistas, lotes de reactivos, etc.), por lo que es necesario

investigar su reproducibilidad.

Es el grado de reproducibilidad de los resultados de prueba obtenidos por el
anadlisis de la misma muestra, bajo una variedad de condiciones tales como:

diferentes laboratorios, analistas, instrumentos, lotes de reactivos, dias, etc.(1?

Se deben establecer los factores ajenos al método y que puedan presentarse al
reproducir el método en otras condiciones de uso. Fijar por lo menos 2
condiciones de uso y analizar una misma muestra por lo menos por triplicado a
cada condicion. Reportar el contenido (potencia / valoracién del analito de todas
las muestras; Calcular la media aritmética (y), desviacién estandar (S) y

coeficiente de variacion del contenido / potencia /valoracion.
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Criterio de Aceptacion

CV= 2% para métodos cromatograficos y volumétricos

CV< 3% para métodos quimicos y espectrofotométricos '

No mayor a una magnitud preestablecida, acorde a la especificacién del analito en

la muestra.
3.3.2.12 Robustez

Se deben establecer aquellos factores instrumentales (temperatura de columna,
presion en la columna, velocidad de flujo, etc.) y/o factores no instrumentales (pH
de fases, volumenes de solventes organicos para una extraccion, etc.),
relacionados al propios meétodo, que se considera critico, debido a que los
resultados de los métodos analiticos pueden ser afectados, por lo que es
necesario investigar su efecto bajo pequefios cambios deliberados, fijados por el

analista, para asegurar la confiabilidad de los resultados. %"

Es la capacidad del método analitico de mantener su desempefio al presentarse
variaciones pequefas pero deliberadas, en las caracteristicas normales de

operacion del método 9.

En condiciones de operaciéon distinta; asi como la condicidn normal, analizar la
misma muestra al menos por triplicado. Reportar el contenido/potencia/valoracion
del analito para las muestras de condicion normal de operacion y para la(s)
muestra(s) de las otras(s) condicion(es) de operacion, expresada(s) como %.

Obtener la media aritmética de la condicién normal (yo) y de cada condicion de

operacion diferente a la normal (V;), asi como la diferencia absoluta (Idl)

Criterio de Aceptacion

ldil <2% para métodos cromatograficos y volumétricos.

ldil < 3% para métodos quimicos y espectrofotométrico.

Los métodos pueden ser analizados utilizando otros métodos estadisticos
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apropiados. "V
3.3.3 Revalidacion

Es la comprobacion de que el método analitico mantiene su desempefio cuando
existen cambios en la composicion del producto, en el método analitico, o cambios

criticos en los procesos de fabricacion. ('"

Cualquier cambio critico en un método analitico, da lugar a uno nuevo, por lo tanto
requiere de una validacibn como tal. Se debe establecer y justificar criterios

apropiados para su revalidacion. 1"

Tabla 4. Ejemplo de cambios en el método, impacto y parametro de desempeno a

revalidar.
: Parametro
Cambio _
Que Impacta A revalidar
Dispositivo de medicion del Variacion en sistema de Precision del sistema
instrumento de medicion medicion Adecuabilidad del sistema
Concentracion de la Linealidad del sistema y
Exactitud del método
solucién de referencia Exactitud del método
Exactitud y repetibilidad del
meétodo
Formulacién del producto Exactitud del método
Linealidad del método
Especificidad
Equipos Variacion del Método Tolerancia
Proveedor de columnas Variacién del Método Tolerancia

3.3.4 Comparacion de métodos analiticos

Cuando se requiera comparar 2 métodos analiticos para aplicaciones de
contenido /potencia/ valoracion, que han sido validados y se tiene interés en
comparar sus parametros de desempefio, como puede ser el comparar un

método volumétrico contra un método por cromatografia de liquidos de alta
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 J
resolucién, se puede emplear el procedimiento de Estudio de Comparacion de

Parametros de

Desemperio. Evaluando los parametros: especificidad, exactitud y repetibilidad,

linealidad del método, precisién del método o precision intermedia. (%'

En la comparacién de 2 métodos analiticos cuyos resultados se expresen en
unidades diferentes, tales como actividad biolégica vs concentracién, se emplea

un Estudio de correlacion .
3.4 Metodologias analiticas
3.4.1 Polarimetria

Es un método 6ptico para la determinacion de la rotacion optica que sufre
un haz de luz polarizada en un plano al atravesar una sustancia opticamente
activa, y tiene su origen en la asimetria estructural de las moléculas (molécula que

no es idéntica a su imagen especular). 192122

El campo eléctrico de la luz ordinaria oscila en todas las direcciones de
manera perpendicular a su direccion de desplazamiento. En la luz polarizada
plana, el campo eléctrico de la radiacién electromagnética oscila en un solo plano.
Al hacer pasar luz ordinaria a través de un polarizador se tiene luz polarizada, la
cual consiste en un material que permite que la luz pase solo si el campo eléctrico

esta alineado en determinada direccion. %9

Una sustancia 6pticamente activa, rota el plano de polarizacion de un haz

de luz:

*Levorrotatorias, por convencién (-): (rotan en sentido contrario a las

manecillas del reloj).

*Dextrorrotatorias, por convencion (+): (rotan a favor de las manecillas del

reloj).
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La cantidad de rotacién oOptica observada depende de la identidad de la
molécula, de su concentracion y de la longitud de onda de la luz utilizada, asi

como de la celda de la muestra. @V

La rotacion especifica [a]p de un compuesto esta definida como la rotacién
observada cuando se utiliza un longitud de luz de 589.6nm con una longitud de
trayectoria de la muestra (/=longitud de 1dm (1dm=10cm)) y una concentracion de
la muestra de 1g/mL. (la luz de 589.6 llamada linea D de sodio, es la luz amarilla

emitida por las lamparas comunes de sodio). ?"

[a]lo=a /(I x C)
Donde:

a = Rotacion observada (°)
| =Longitud de trayectoria (1dm)

C =Concentracion (g/mL)

Representada de esta forma, la rotacion especifica es una constante fisica

de un compuesto dado, dpticamente activo. ?"

Un polarimetro consta basicamente de una fuente de radiacion
monocromatica, polarizador, una celda con la muestra, un analizador y un detector
que puede ser el ojo humano o un fototubo. Determina la actividad 6ptica de una
sustancia mediante la medicion del angulo con el cual la luz polarizada plana rota

por efecto de una muestra.(®
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Figura 6. Representacion esquematica de la composicién de un polarimetro. "

La luz es forzada a pasar a través de una celda de muestra de
aproximadamente 10cm de longitud. Cuando la luz emerge por el extremo distante
de ella, el angulo de su plano de polarizacién puede haber rotado respecto del
angulo original, para determinar el angulo, se pasa la luz a través de un analizador
que contiene otro filtro polarizante. El filtro se rota hasta que la intensidad de la luz
que paso a través del polarizador, de la muestra y del filtro alcanza su maximo. El
angulo del plano de polarizacién se determina a partir de este punto maximo. Si la
muestra no es épticamente activa, la luz no es rotada por su accion y la intensidad
maxima se observa en un angulo de 0°. La muestra es opticamente activa si el

angulo es distinto de 0°. "9

Fundamento de la reaccidon en la cuantificacion de Glucosa Anhidra:

Una concentracion conocida de la muestra de electrolitos (a-Glucosa en
solucién) se hace reaccionar con hidroxido de amonio (NH4OH) durante 30
minutos para favorecer el equilibrio entre a-Glucosa:3-Glucosa en la solucion y
que la rotacidn o6ptica permanezca constante, en condiciones establecidas del

método. (¥
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3.4.2 Valoraciones *

El anadlisis volumétrico esta basado en la medida del volumen de reactivo
necesario para que reaccione con el analito. En una valoracion se le afade al
analito un incremento de la solucién valorante, hasta que la reaccion se completa,
de acuerdo a la cantidad de valorante gastado se calcula la cantidad de analito
que debia haber en la muestra. Una reaccion con constante de equilibrio grande y
que transcurre rapidamente sirve de base a una valoracién. El punto de
equivalencia es el punto en que la cantidad de valorante afadida es exactamente
la necesaria para que reaccione estequiométricamente con el analito. El punto de
equivalencia es el resultado ideal (tedrico) que se busca en la valoracion, lo que
en realidad se mide es el punto final, que lo indica un brusco cambio de una

propiedad fisica de la disolucién:
*cambio brusco de voltaje o de corriente entre un par de electrodos,
*cambio de color del indicador,
*cambio de la absorcién de la luz.

Un indicador es un compuesto con una propiedad fisica (normalmente
color), que cambia bruscamente en las proximidades del punto de equivalencia, el

cambio lo causa la desaparicion del analito o la aparicion del exceso de valorante.

La diferencia entre el punto final y el punto de equivalencia es el error de
valoracion, que es practicamente inevitable. Normalmente es posible estimar el
error de la valoracién con una valoraciéon de blanco, que consiste en realizar el

mismo procedimiento pero sin el analito.

La validez de un resultado analitico depende de que se sepa la cantidad de
uno de los reactivos usados, La concentracion del valorante se conoce si fue
preparada disolviendo una cantidad conocida de reactivo puro en un volumen

conocido de disolucién. En este caso el reactivo se llama patrén primario, porque
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es suficientemente puro para ser pesado y usado directamente. Para que una
solucion sea patron primario debe cumplir con las siguientes caracteristicas:
pureza del 99.9% o mas, no debe descomponerse en las condiciones normales de
almacenamiento, y debe ser estable al calor y al vacio, porque es preciso secarlo,
para eliminar trazas de agua adsorbidas de la atmésfera. En algunos casos no se
cuenta con un patron primario para muchos valorantes. En su lugar se usa una
disolucién que tiene aproximadamente la concentracién deseada y se valora con
un patron primario. En la estandarizacion se determina la concentracion del
valorante destinado a un analisis, entonces se dice que el valorante es una

solucién volumétrica (9.

En una valoracion directa, el valorante se afiade al analito hasta completar
la reaccidn. Ocasionalmente es deseable hacer una valoracion por retroceso, en la
que se afnade al analito un exceso de una solucion volumétrica, y se usa un
segundo solucion volumétrica para valorar el exceso del primero. Generalmente se
usa este tipo de valoraciones cuando el punto final es mas claro que el de la
valoracién directa o cuando se necesita un exceso del primer reactivo para llevar a

cabo por completo la reaccion del analito.

Las valoraciones mas comunes estan basadas en reacciones acido-base,

oxidacion- reduccion, formacion de complejos y precipitacion.

Para este trabajo se desarrolla unicamente el tema de valoracion en medio
no acuoso y de precipitacion por el método de Fajans ya que son la base
fundamental de la valoracidon de citrato trisédico dihidratado y cloruros totales,

respectivamente.
3.4.2.1 Valoraciones en disolventes no acuosos

La potencia aparente de un acido o de una base, se determina por la
magnitud de sus reacciones con el disolvente. En soluciones acuosas, todos los

acidos fuertes reaccionan con el disolvente, convirtiéndose casi completamente en

33



i6n hidronio (H30™) y en el anién acido. En un disolvente protofilico débil como el
acido acético, el grado de protonacién del disolvente, muestra que la potencia de
los acidos en orden decreciente es: perclérico, bromhidrico, sulfurico, clorhidrico y

nitrico."?

El acido acético reacciona incompletamente con el agua para formar ion
hidronio y es por tanto, un acido deébil. En cambio, disuelto en una base como la
etilendiamina, reacciona completamente con ese disolvente, comportandose como
un acido fuerte. El mismo efecto se observa para el acido perclorico. Este efecto

nivelador se observa también en las bases. "9

En la titulacion de un compuesto de caracter acido, se prefiere una solucion
volumétrica de metoxido de sodio, en una mezcla de metanol y benceno. Para
titular un compuesto basico se emplea de preferencia, una solucion volumétrica de
acido percldrico en acido acético glacial, aunque en casos especiales, se emplea

la solucion de acido perclorico en dioxano.™?
3.4.2.1.1 Determinacion de bases.

Todos los disolventes, soluciones volumétricas e indicadores que se utilizan
en la valoracién de bases débiles son de caracter acido o neutro. El acido acético
glacial es el disolvente mas usado en la valoracion de bases. El anhidrido acético
sirve para el analisis de bases muy débiles, tales como las amidas, que no son
faciles de acetilar; el dioxano se usa a menudo como disolvente, a veces
mezclado con acético. El benceno, cloroformo y disolventes similares son
asequibles en grado lo suficientemente puros para utilizarlos como tal. El acido
perclérico disuelto en acido acético glacial es a solucién volumétrica mas usual

para determinar bases débiles. ('9?%)

El inconveniente del analisis volumétrico en solucién no acuosa es que la
mayoria de los liquidos organicos presentan un alto valor de coeficiente de

expansion cubico. Esto significa que, con los cambios de temperatura la

34



normalidad de una solucidon volumétrica no acuosa variara mas que la

concentracion de una solucién acuosa 9,

El indicador mas utilizado para la valoracion de bases es el cristal violeta
(violeta de genciana). El cambio de color es complejo, pasando del violeta (color
basico), al azul, verde-azulado, verde, verde-amarillento y amarillo (color acido).
La variacion de color correspondiente al punto final dependera de la base en
particular y del disolvente, y podria determinarse por valoracion simultanea
potenciométricamente y con un indicador visual. Para muchas bases, el cambio de
color violeta a azul marca el punto final. Otros indicadores son p-naftolbenceina
(de amarillo hasta verde), rojo de quinaldina (de rosa hacia incoloro), verde

malaquita (de verde al amarillo) .

3.4.2.2 Valoracion de precipitacion.

Se basan en la medicién de la cantidad de un reactivo de concentracion

conocida que se consume por la sustancia a analizar, formando un precipitado. %

El punto final normalmente se detecta usando electrodos, con indicadores o

por dispersion de la luz.

Las valoraciones con Ag® se llaman valoraciones argentométricas. Son

posibles los siguientes métodos:

*Valoracion por el método de Volhard: Formacion de un complejo soluble

coloreado en el punto final.

*Valoracion por el método de Fajans: Adsorcion en el precipitado de un
indicador coloreado en el punto final.

*Valoracion por el método Mohr: Basado en la precipitacion de cloruros
en disoluciones acidas en presencia de nitrato de plata formando un sélido palido

de cloruro de plata. ®®
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EL método Fajan: utiliza un indicador de adsorcion. Se debe tener
presente la carga eléctrica que poseen los precipitados para entender el
funcionamiento de estos indicadores. Cuando se afiade Ag" a CI, existe un
exceso de CI" en la disolucion antes del punto de equivalencia. Algo de CI" se
adsorbe selectivamente sobre la superficie del AgCI, cargandose negativamente.
Después del punto de equivalencia, hay un exceso de Ag® en la disolucién. Al
adsorberse Ag+ sobre la superficie de AgCI se crea una carga positiva sobre el
precipitado. El cambio brusco de carga negativa a carga positiva tiene lugar en el

punto de equivalencia.

Los indicadores de adsorcion ordinarios son colorantes anionicos, que son
atraidos por las particulas, que adquieren carga positiva inmediatamente después
del punto de equivalencia. Al adsorberse el colorante cargado negativamente
sobre la superficie cargada positivamente, cambia el color del colorante, y el
cambio de color senala asi el punto final de la valoracion. El indicador reacciona
con la superficie del precipitado, por tanto deseamos tanta area superficial como
sea posible. Para conseguir maxima area superficial, se usan condiciones tales
que mantengan las particulas tan pequefas como sea posible, ya que las
particulas pequefias tienen mayor area superficial que un volumen igual de
particulas grandes. Una concentracién baja de electrolitos ayuda a impedir la

coagulacion del precipitado, y mantiene pequefio el tamafo de las particulas.

El indicador mas comun en este tipo de valoraciones de AgCl es la
diclorofluoresceina. Este colorante tiene un color amarillo verdoso en disolucién,
pero cuando se adsorbe sobre AgCl se vuelve rosa. Como el indicador es débil, y
debe estar en su forma anionica, el pH de la reaccion debe estar controlado. El
colorante eosina da un punto final mas brusco que la diclorofluoresceina y es mas
sensible (es decir, se requiere menos haluros en la valoracion); el anion de eosina
se une mas fuertemente al AgCIl que al i6n CI". La eosina se une a los cristales de
AgCl incluso antes de que las particulas se carguen positivamente. En todas las

valoraciones argentométricas, pero sobre todo cuando se utilizan indicadores de
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adsorcion, se debe evitar una fuente de iluminacion (como la de la luz directa en
pleno dia). La luz descompone las sales de plata, y los indicadores de adsorcion

son especialmente sensibles a la luz.
3.4.3 Fotometria de llama (flamometria) y absorcion atomica

La espectroscopia de emisiéon con llama es un método analitico basado en
la medida de la energia radiante emitida por atomos (o iones 0 moléculas) de un
elemento que se encuentra en estado de vapor. Es una técnica espectroscopica
de emisién que utiliza una llama como fuente de excitacion y un fotodetector
electrénico como dispositivo de medida. Es un método de caracter cuantitativo,
uno de los mas sensibles y precisos para el analisis de metales alcalinos, la mayor
parte de los metales alcalinotérreos y una media docena mas de otros elementos
metalicos. El caracter cualitativo es posible, aunque su aplicacién es limitada con
respecto a la espectroscopia de emision ordinaria, ya que se examinan todas las
longitudes de onda del espectro de emision y con la energia de la llama permite
excitar unicamente de unos 30 a 50 elementos, siendo este numero funcion del

tipo de llama utilizada.®": 28%°)

A temperatura ambiente todos lo atomos de una muestra se encuentran
esencialmente en el estado fundamental, son elevados a un estado electrénico
excitado térmicamente, a través de colisiones con los gases quemados en la
llama; el tiempo de vida de un atomo en estado excitado es corto y su regreso al
estado fundamental va acompanado de la emision electromagnética y la longitud
de onda de esa radiacion estd en correspondencia con la diferencia de energia
entre ambos estados. Mediante un sistema monocromador o de filtro se aisla la
zona del espectro de interés y la intensidad de la sefal emitida se mide con un
sistema fotométrico adecuado. La correccidon entre la intensidad de la sefial y la
concentracion del elemento emisor en la solucion permite la utilizacion de este
fendmeno con fines cuantitativos. Si la emisién se produce por la transicion desde

el primer estado excitado al fundamental se obtienen las llamadas lineas de
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resonancia que son las mas intensas y las que se utilizan generalmente en este

método. ?®

En comparacion con la absorcion atomica que es una técnica muy
relacionada con la fotometria de llama, en esta se utiliza una llama para atomizar
la disolucién de la muestra de modo que los elementos a analizar se encuentran
en forma de vapor de atomos; en la espectroscopia de absorcién atémica existe
una fuente independiente de luz monocromatica, especifica para cada elemento a
analizar y que atraviesa el vapor de atomos, midiéndose posteriormente la
radiacion absorbida. En la fotometria de llama la sensibilidad depende del numero
de atomos que se han excitado, mientras que en absorcidn atdmica la sensibilidad
depende del numero de atomos que se encuentran en estado fundamental. Tan
solo un pequefio porcentaje de atomos se encuentran en estado excitado en la
llama, por tanto, la absorcion atomica da lugar, en general a mayor sensibilidad
que la fotometria de llama para un cierto numero de elementos, por ejemplo Mg,
Zn, Cd, Pb y unos 12 mas; ademas la absorcion atomica presenta
menosinterferencias que la fotometria de lama, lo que explica la popularidad de
esta técnica. Sin embargo, a pesar de su gran éxito, no ha eliminado el uso de la
fotometria, ambos métodos deben considerarse complementarios, siendo la

sensibilidad de uno superior a la del otro para determinados elementos.®”
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Figura 7. Esquema de Instrumentos a) espectroscopia de emision de llama y b)

espectrémetro de absorcion atémica. "

La excitacion por llama presenta dos ventajas y desventajas significativas

sobre la excitacién que se utiliza en la espectroscopia de emision de arco y de

chispa, asi como sus inconvenientes:

*Las dos ventajas son: los espectros obtenidos son muy sencillos y los

resultados obtenidos suelen ser mas reproducibles. Esto es debido a la baja

energia de excitacion que da lugar a pocas lineas de emision, reduciendo el

problema de interferencias espectrales a partir de lineas y bandas de otros

elementos, ademas implica la no necesidad de un monocromador de elevada

resolucion
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*Las dos desventajas son: la energia de excitacion es demasiado baja para
la mayoria de los elementos y que la muestra debe estar disuelta. Esta baja
energia no es desventaja tan importante en espectroscopia de absorcién atémica,
ya que la unica mision de la llama es atomizar la muestra y formar un vapor de
atomos y no es necesario que la excite, por tanto la espectroscopia de absorcion
atébmica es aplicable a muchos mas elementos que la fotometria de llama. Se han

determinado unos 70 elementos por esta técnica. ?”

3.4.3 .1 Caracteristicas de la llama

La llama debe cumplir ciertos requisitos: poseer la temperatura adecuada
para llevar a cabo los procesos ocurridos en su seno; que su temperatura se
mantenga constante, y que su propio espectro no interfiera en la observacion

especifica de la emisién que se desea medir.

La llama se obtiene mediante la reaccion de un combustible y un oxidante
(o comburente) en el quemador. Dependiendo del tipo y composicion de la mezcla

utilizada se alcanzan diferentes temperaturas, figura 6.

Figura 8.Temperatura de llama alcanzada con la mezcla entre combustible-

comburente.®®

La temperatura provista por la combustion del gas natural en aire es la mas
baja, pero es suficiente para excitar a los metales alcalinos y alcalinotérreos. En la

mayor parte de los casos, las llamas calientes presentan ventajas principalmente
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debido a que las interferencias quimicas disminuyen al aumentar la temperatura
de las llamas. También presentan ventajas las llamas calientes en fotometria de
llama ya que suministran mas energia para la excitacion de los atomos metalicos.
Por otro lado si la temperatura es muy elevada puede ionizar una elevada
proporcion de atomos neutros, lo cual reduce su poblacion y por tanto disminuye la
sensibilidad en los dos métodos (fotometria de llama y fotometria de absorcion
atomica). De estas consideraciones se deduce que existe una temperatura 6ptima

de llama para cada metal. ¢"?®

3.4.3 .2 Fenémenos que tienen lugar en la llama "

Los fendbmenos que tienen lugar en rapida sucesion en la llama pueden

resumirse en:

1. Evaporacién de agua o los otros disolventes dejando como residuo

diminutas particulas de sal seca.
2. La sal seca se vaporiza, o se pasa al estado gaseoso.

3. Las moléculas gaseosas, o una parte de ellas, se disocian
progresivamente dando lugar a atomos neutros o a radicales. Estos
atomos neutros son las especies absorbentes en espectroscopia de
absorcion atédmica y son las especies potencialmente emisoras en

espectroscopia de llama y fluorescencia.

4. Parte de los atomos neutros se excitan térmicamente o se ionizan, La
fraccion excitada térmicamente es importante en analisis por fotometria
de llama ya que el retorno al estado fundamental de los electrones

excitados es el responsable de la emision de la luz que mide.

5. Parte de los atomos neutros o de los radicales que se encuentran en la
llama pueden combinarse para formar nuevos compuestos gaseosos. La

formacion de estos compuestos reduce la poblacion de los atomos
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neutros en las llamas y constituye las llamadas interferencias quimicas que se

presentan en los tres métodos de analisis que utilizan llamas.
3.4.3.3 Tipo de quemadores ?”

Se utilizan dos tipos de quemadores cuya diferencias se basan en si el
combustible y los gases oxidantes se mezclan en el momento de entrar en la llama

0 bien antes.

*El primer tipo recibe el nombre de quemador de consumo total o de flujo
turbulento (y también, aunque se utiliza con menos frecuencia, quemador de
difusion). Aspiran la muestra y la introducen directamente en la llama por efecto
venturi producido por el combustible y el oxidante al pasar por el extremo de un
tubo capilar de paladio cuyo otro extremo se halla introducido en la disolucion de
la muestra. Toda la muestra que atraviesa el capilar llega a la llama y por esto el

quemador recibe el nombre de consumo total.

*El segundo, es el de quemador de premezcla o quemador de flujo laminar.
La muestra aspirada, el combustible y el oxidante se mezclan totalmente antes de
alcanzar la abertura del quemador y, por tanto, la llama. El orificio consiste en una
rendija larga estrecha y los gases emergen de un modo suave y no turbulento,

esto es en flujo laminar, la llama resultante es estable.
3.4.3 .4 Interferencias
3.4.3 .4.1 Interferencias espectrales

Toda radiacion que alcanza el detector procedente de una fuente distinta
que la del elemento en estudio, en otras palabras, este tipo de interferencias se
produce por la superposicion de una linea o banda de un elemento impureza con
la longitud de onda del elemento en estudio. Por ejemplo en la cuantificacion de
sodio por fotometria de llama a 590nm puede producirse una interferencia

espectral por la presencia de calcio en la muestra debido a que el calcio puede
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formar CaOH, térmicamente estable en la llama que emite una banda de radiacion
en el naranja que se superpone a 590nm. Otro ejemplo, dependiendo de la
resolucion del instrumento utilizado, es la presencia de manganeso en una
muestra en la que se quiere determinar potasio por fotometria de llama a 404.4nm,
ya que el manganeso da una linea de emision muy intensa a 403.3nm. En general
estas interferencias pueden disminuirse, incluso eliminarse utilizando un
monocromador de resolucion suficiente para permitir medir unicamente la linea de
emision de interés .En espectroscopia de absorcion atomica las interferencias son
mucho menos frecuentes que en fotometria de llama ya que en absorcidén atémica
la linea de la fuente es extremadamente estrecha y especifica (la anchura media
de una linea tipica obtenida en un tubo de catodo hueco son del orden de los 0.01
a 0.05A\). Sin embargo no es cierto, que no existan interferencias espectrales en

absorcion atémica. 7

3.4.3.4.2 Interferencias quimicas

Son las que producen una disminucion de la poblacion de atomos metalicos
libres en la llama debido a la presencia o formacion de ciertos compuestos
quimicos. Muchos elementos forman oéxidos o hidroxidos en la llama. Estas
especies reactivas y en particular los atomos de oxigeno y radicales hidroxilo
pueden inducir la formacion de 6xidos o hidréxidos. De entre los metales alcalinos,
el litio, el rubidio y el cesio forman hidréxidos en la llama. También muchos otros
metales tienen tendencia a formar éxidos e hidroxidos. El método para minimizar
estas interferencias es utilizar llamas lo mas caliente posible ya que el grado de
disociacion de estos compuestos aumenta al aumentar la temperatura de la

llama.®”)

3.4.3.3.3 Interferencias fisicas

Las alteraciones de las propiedades fisicas de la solucién (viscosidad,
tension superficial, densidad, presion de vapor) producidas por la presencia de

sales, acidos o sustancias organicas pueden dar lugar a interferencias debidas al
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transporte, asi como a los cambios de temperatura de la llama y a la velocidad de

evaporacion del disolvente). "
3.4.3.5 Aplicaciones especificas

La fotometria de llama se ha aplicado a la mayor parte de los campos
analiticos incluyendo la biologia, la agricultura y todo tipo de industrias; es de gran
interés en el analisis de tejidos y fluidos biolégicos. Los elementos que se analizan
de rutina son el sodio, potasio, calcio y el hierro aunque ocasionalmente se
analizan otros elementos. En analisis de suelos se determinan frecuentemente
elementos tales como el sodio, potasio, aluminio, calcio, cobalto y el hierro. Otros
materiales analizados por fotometria de llama son las aguas naturales e
industriales, el vidrio, el cemento, los productos del petroleo asi como los

productos metaltrgicos.?%2"

La absorcion atomica es un método excelente para el analisis cuantitativo
de trazas de metales. El método se basa en la absorcidn de la radiacion
electromagnética, por lo que se aplica la ley de Beer y se preparan las curvas de
calibracion de absorbancia vs concentracion. EI campo de aplicacion de la

absorcion atémica es tan amplio como el de fotometria de llama. ?%7:2®
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Capitulo 4.Desarrollo experimental e

4.1 Planteamiento del problema

Actualmente la metodologia indicada en la Farmacopea vigente (FEUM 102. Ed pp
1711-1713) para la cuantificacion de electrolitos en polvo, en especial cloruros,
potasio y sodio total esta descrita para realizarse por absorcion atomica, pero este

equipo esta en proceso de adquisicidon en los laboratorios Apotex.

Por tal razon, se realizé la validacion de un método analitico alterno e interno para
la cuantificacion de glucosa, cloruros totales, sodio total, potasio y citratos

presentes en electrolitos en polvo para solucion oral.
4.2 Desarrollo

De acuerdo al programa del area de validacion de métodos analiticos, se incluy6

la validacion de los electrolitos.

Se elaborod el protocolo para la validacién del método correspondiente para la
cuantificacion de los componentes principales en cada sabor, y presentacion de
los electrolitos, detallando el objetivo de la validacion del método analitico, las
responsabilidades, generalidades, materiales, instrumentos, equipos vy
desglosando detalladamente las actividades a realizar, asi como los parametros
de desempeno y criterios de aceptacién correspondientes, calculos, técnica
analitica, periodo de revalidacion o vigencia del método validado, la bibliografia

empleada y las firmas correspondientes para la autorizacion.

Autorizado el protocolo se realizd la validacion del método analitico
correspondiente a cada sabor de electrolitos, finalmente se documenté de acuerdo

al procedimiento interno del area.
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4.2.1 Materiales, instrumentos y equipos
Para la cuantificacion de glucosa:

Tabla 5. Materiales para la cuantificacién de Glucosa

Nombre Capacidad/Dimensiones
Matraces volumétricos marca pyrex 50 y 1000mL
Vasos de precipitados 50,100 y 250mL
Pipeta Volumétrica Automatica 1.0mL
Trasferpette® Marca: Brand |
Glucosa Anhidra Espatula de acero inoxidable 23.5cm
Celda para polarimetro 1 dm

Rango: de -20 a 50°C,

Termometro division minima 0.2
Embudo de plastico 5cm de diametro
Papel Whatman No. 42 125mm

Para la cuantificacion de cloruros totales:

Tabla 6. Materiales para la cuantificacién de cloruros totales.

Nombre Capacidad/Dimensiones
Bureta marca pyrex No. 21222 25mL
Probeta de vidrio marca pyrex 25mL
Matraz erlenmeyer marca pyrex 250mL
Espatula de acero inoxidable 23.5cm

Cloruros Totales Pipeta automatica “Transferpette ®”

marca Brand oot
Pipeta pasteur 2mL
Barras magnéticas 1cm

Papel Whatman No. 42 125mm
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Para la cuantificacion de citrato trisédico dihidratado:

Tabla 7. Materiales para la cuantificacién de citrato trisddico dihidratado.

Nombre Capacidad/Dimensiones
Bureta marca Pyrex 10mL
Probeta de vidrio marca Pyrex 25mL
Matraz erlenmeyer marca Pyrex 250mL
Espatula de acero inoxidable 23.5cm
Citrato trisédico Pipeta automética. ‘I‘B)Trandsferpette ®” 10.00mL
dihidratado marca. Bran
Pipeta pasteur 2mL
Barras magnéticas 1cm
Soporte universal 30cm
Pinzas de presion para bureta N/A
Embudo de plastico 5cm de diametro
Perlas de ebullicién N/A

Para la cuantificacion de sodio total y potasio:

Tabla 8. Materiales para la cuantificacion de sodio total y potasio.

Nombre Capacidad/Dimensiones

Matraces volumétricos 25,100 y 250mL

Vasos de precipitados marca: Pyrex 50,100 y 250mL
Sodio Total y Pipeta Autométi.ca Trasferpette® 10.00mL

Potasio Marca: Brand

Espatula de acero inoxidable 23.5cm

Embudo de plastico 5cm de diametro
Papel Whatman No. 42 125mm
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Tabla 9. Listado de instrumentos y equipos

Instrumentos y equipos

Polarimetro marca: Perkin EImer, modelo: 341
Balanza Analitica, marca Mettler Toledo, modelo:

XS204.

Refrigerador marca: E.G., modelo: TA04D04,

TAO04DO0O4EX.

Estufa modelo Blue M
Bureta de 25mL PYREX
Bureta de 10mL PYREX

Flamometro Corning

Parrilla de agitacion, marca: Barnstead
International, modelo: SPA025B

4.2.2 Reactivos

Cédido Estado de
9 Calibracién
POL-002 Vigente
BAS-044 Vigente
RFG-004 Vigente
EST-001 Vigente
BUR-01 Vigente
BUR-03 Vigente
FLA-01 Vigente
PAR-002 Vigente

Tabla 10. Listado de reactivos en la cuantificacion de electrolitos en polvo para solucion

oral sabor natural y de sabor.

Valoracion

Glucosa Anhidra

Cloruros Totales

Citrato Trisédico Dihidratado

Sodio Total y Potasio

Reactivo

Glucosa Anhidra
Sacarosa
Agua
Hidroxido de Amonio
Cloruro de potasio
Nitrato de Plata
Eosina Y
Etanol
Acido acético glacial
Agua
Acido perclérico en
acido acético glacial
Cristal Violeta
Acido Acético Glacial
Agua
Cloruro de Potasio
Cloruro de sodio
Agua

Grado/Pureza

Reactivo Analitico
Reactivo Analitico
Destilada
6N
Reactivo Analitico

Solucién valorada 0.1N
Solucién Indicadora

Reactivo Analitico
Reactivo Analitico
Destilada

Solucién Valorada
0.1N

Solucién Indicador

Reactivo Analitico
Destilada
Reactivo Analitico
Reactivo Analitico
Destilada
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4.3 Validacion del método analitico

Para la cuantificacion de los componentes principales en los electrolitos (glucosa,
cloruros totales, citrato trisédico dihidratado, sodio total y potasio), en cada
presentacion (sobre de 27.9g o 28.3g) y sabor (natural, manzana, pifia, limén,
lima-limén y naranja) para electrolitos en polvo para solucion oral se evaluaron los

siguientes parametros de desempefio:
e Adecuabilidad
e Precision del sistema
e Linealidad del sistema
¢ Especificidad del método
o Estabilidad analitica de la muestra
e Exactitud del método
e Linealidad del método
e Precision intermedia
4.3.1 Cuantificaciéon de glucosa anhidra
4.3.1.1 Metodologia para cuantificacion de glucosa anhidra

Especificacion: El contenido de glucosa anhidra es de no menos de 95% y no

mas de 105% de la cantidad de glucosa anhidra indicada en el marbete.
4.3.1.1.1 Condiciones de analisis:
e Temperatura: 25°C

e Medio: Agua Purificada

49



e |niciador de reaccion: Hidroxido de amonio 6N
e Tiempo de reaccion: 30min.
e Celdade polarimetro: 100mm

4.3.1.1.2 Preparacion stock de la muestra (para sobres de 27.9 g de

electrolitos):

Se pesaron no menos de 10 sobres para obtener su contenido. Se mezclo el
contenido de los sobres y se pesaron con exactitud 27.9 g (para sabor natural) de
la muestra, transfiriéndola a un matraz volumétrico de 1000mL, se disolvio y llevo

a volumen con agua.

4.3.1.1.3 Preparacion stock de la muestra (para sobres de 28.3 g de

electrolitos):

Se pesaron no menos de 10 sobres para obtener su contenido. Se mezclo el
contenido de los sobres y se pesaron con exactitud 28.3 g (para sobres de sabor)
de la muestra, transfiriéndola a un matraz volumétrico de 1000mL, se disolvid y
llevé a volumen con agua. Finalmente se filtr6 la solucion a través de papel filtro
Whatman No. 42.

4.3.1.1.4 Preparacion del blanco:

Se colocaron 40mL de agua en un matraz volumétrico de 50mL con 0.1mL de
hidroxido de amonio 6N vy llevé a volumen con agua. Se dej6é reposar 30min y se

ajusto a cero el angulo de rotacion en el polarimetro.
4.3.1.1.5 Procedimiento:

Se transfirieron 40mL de la preparacion Stock de la muestra a un matraz
volumétrico de 50mL y agregaron 0.1mL de hidroxido de amonio 6N llevando a

volumen con la preparacion stock de la muestra. Se dejo reposar 30 minutos, de
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inmediatamente se obtuvo la lectura del angulo de rotacion en un tubo de 100 mm

en el polarimetro.

Se ajustd el aparato a cero con el blanco, se realizé al menos tres veces esta
operacion para obtener la lectura del angulo de rotacion del blanco. Se obtuvieron
tres lecturas de la Preparacion de la muestra, corregidas con la lectura del blanco

y realizar los calculos.

Calculos: con la siguiente formula se calculé el contenido de Glucosa anhidra en

g/sobre:
g Glucosa anhidra /sobre = (a )*(9.477)*(2)*(P. Prom)
m
Donde:
a =Rotaciéon angular observada (°)
9.477  =Equivale de glucosa anhidra (g/ °-dm)
2 =Factor de dilucién (por la longitud del tubo del polarimetro de 2 dm)

P.Prom. =Peso promedio del contenido por sobre (g/sobre)

m = Peso de la muestra (g)
4.3.1.2 Adecuabilidad del sistema

Esta prueba se realiz6 con la verificacion del polarimetro. Siguiendo el
procedimiento: PNOMET-03 REV: 01“Calibracion del polarimetro marca: Perkin

Elmer modelo: 3417(12)

Criterio de aceptacion

Rotacién angular para sacarosa al 10% en celda de 1dm es de [6.64° -6.70°] y
para sacarosa al 20% es de [13.25° -13.37°] a 25°C A=589nm.

Rotacién 6ptica especifica: [a]p®° =[66.15° - 67.15°] A=589nm.
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4.3.1.3 Precisién del Sistema

Se prepardé por sextuplicado la solucion que representara el 100% de la
concentracion. Se pesaron 20g de glucosa anhidra en un matraz volumétrico de
1000mL de agua, se disolvié y llevo a volumen. Se tomaron 40mL en un matraz
volumétrico de 50mL, se adicion6é 0.1mL de hidréxido de amonio 6N y se llevo a
volumen con agua, se mantuvo en reposo 30min e inmediatamente se leyo el
angulo de rotacién en un tubo de 100mm en el polarimetro. Utilizando el blanco

para ajustar a cero.

Criterio de aceptacion
CV=1.5%

4.3.1.4 Linealidad del sistema

Se prepard una curva de calibracion a 5 niveles de concentracién de glucosa

anhidra por triplicado, de acuerdo a la tabla 11.

Tabla 11. Intervalo de concentraciones para la linealidad del sistema en la cuantificaciéon
de glucosa anhidra.

. Glucosa en
e ey 1000mL de .
Réplica concentracion Procedimiento
(%) agua

(9)
3 80 16
3 90 18 o,

Se siguiod el punto

3 100 20 4.3.1.1.5 Procedimiento.
3 110 22
3 120 24

Se obtuvo el angulo de rotacion en una celda de 100mm para cada solucion en el

polarimetro.
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Se calculé el valor de la pendiente (b4), la ordenada al origen (by), el coeficiente de

determinacién (r2), y el intervalo de confianza para la pendiente (IC(31)).

Criterio de aceptacion:
r*=0.98

IC(B1)) No debe incluir el cero
4.3.1.5 Especificidad del método

Se midid la respuesta analitica de la preparacion de la muestra, de un placebo y

de un blanco.

Se elaboro el placebo correspondiente para cada sabor de electrolitos: electrolitos

sabor natural, manzana, pifia, limoén, lima-limén y naranja *1"

Preparacion de placebo: se pesaron 20 g de placebo y se transfirieron a un matraz
volumétrico de 1000mL, se disolvio y llevé a volumen con agua. Se filtré a través
de papel filtro Whatman No. 42 el placebo de electrolitos de sabor. Se trataron las

muestras de acuerdo al punto 4.3.1.1.5 Procedimiento.

Preparacion de la muestra: Para electrolitos de sabor natural, se prepararon las
muestras de acuerdo al punto 4.3.1.1.2 Preparacion stock de la muestra (para
sobres de 27.9 g de electrolitos), y para electrolitos de sabor 4.3.1.1.3
Preparacion stock de la muestra (para sobres de 28.3 g de electrolitos), la

respuesta analitica se obtuvo de acuerdo al punto 4.3.1.1.5 Procedimiento.

Preparacion del blanco: se siguio el punto 4.3.1.1.4 Preparacion del blanco.
Criterio de Aceptacion:

La respuesta es unica al analito de interés.
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4.3.1.6 Estabilidad analitica de la muestra

Se prepard la solucidn stock de la muestra (20g glucosa/100mL agua) y se
sometié a temperatura ambiente (25°C) y refrigeracion (4-6°C) al inicio del analisis,
24,48 y 72horas.

Para cada periodo de estabilidad se realiz6 el analisis por triplicado de la muestra

homogénea para cada condicion, de acuerdo al punto 4.3.1.1.5 Procedimiento.

Criterio de Aceptacion:
|di|< 3%

4.3.1.7 Linealidad y exactitud del método

Se preparé una curva de calibraciéon con 5 concentraciones de soluciones de
glucosa anhidra por triplicado, de acuerdo a la tabla 12. Adicionalmente se
prepararon 3 muestras al 100%, para la exactitud del método.

Tabla 12. Preparacion de la linealidad y exactitud del método en la cuantificacién de
glucosa anhidra.

. Glucosa en
Nivel de Placebo
o . 1000mL de . _
Réplica concentracion (Natural 6 Procedimiento
o agua
(%) de sabor)
(9)
3 90 18 Se
6 100 20 :d:j?\i/c;rllsni Se realizé siguiendo el punto:
g 4.3.1.1.5 Procedimiento.
3 110 22 a un sobre
en cada
3 120 24 solucion

Se obtuvo la relacion cantidad adicionada vs cantidad recobrada, se calcul6 el
valor de la pendiente (b;), la ordenada al origen (bg), el coeficiente de
determinacion (r?), el intervalo de confianza para la pendiente (IC(Bo)), el intervalo
de confianza de regresion (CVyy).
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Criterio de aceptacion para Linealidad del método:

r*=0.98

IC(B+1)) debe incluir la unidad

IC(Bo)) debe incluir el cero

CVxy del porcentaje de recobro < 3%

Para el porcentaje de recobro:

IC(p) debe incluir el 100% o que el promedio aritmético del % de recobro se

incluya en el intervalo de 97-103%.

Criterio de aceptacion para Exactitud del método:
CV<s3%

IC(p) debe incluir el 100%

%Recobro del 97-103%

4.3.1.8 Precisién intermedia

Se analizoé por triplicado un lote previamente aprobado por control de calidad de
Electrolitos de cada uno de los diferentes sabores, en dos dias diferentes y por

dos analistas diferentes, utilizando el mismo equipo, instrumentos y reactivos.
El analisis se realizé de acuerdo a punto 4.3.1 Cuantificacién de glucosa.

Se calculé la media aritmética (y), desviacion estandar (S) y coeficiente de

variacion (CV) del contenido.

Criterio de aceptacion:
CV< 3%

Valoracion de glucosa anhidra no menos de 95% y no mas de 105%
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4.3.2 Cuantificacion de cloruros totales
4.3.2.1 Metodologia para cuantificacion de cloruros totales

Especificacion: Contiene no menos del 95% y no mas de 115% de la cantidad

indicada en el marbete.
4.3.2.1.1 Condiciones de analisis:

e Medio: Mezcla : 5mL de etanol: 5mL de &cido acético glacial: 20mL de
agua destilada: 2 gotas de solucion indicadora eosina Y

e Blanco: Medio

e Solucion indicadora: Eosina 'Y

e Titulante: Nitrato de Plata 0.1N
4.3.2.1.2 Preparacion del blanco:

Se transfirio una alicuota de 10.0mL de agua a un matraz erlenmeyer de 250mL,
se adicionaron 5mL de etanol, 5mL de acido acético glacial, 20mL de agua, se
mezcld y se agregaron 2 gotas de eosina Y. Posteriormente se tituld con solucion

de nitrato de plata 0.1N.
4.3.2.1.3 Preparacion de la muestra (para sobres de 27.9 g de electrolitos):

Se seleccionaron no menos de 10 sobres y se obtuvo el contenido. Se mezclé el
contenido de los sobres y se pesaron con exactitud 27.9 g de polvo (para sobres
de sabor natural), se transfirieron a un matraz volumétrico de 1000mL,

disolviéndose y llevando a volumen con agua.
4.3.2.1.4 Preparacion de la muestra (para sobres de 28.3 g de electrolitos):

Se seleccionaron 10 sobres y se obtuvo su contenido. Se mezcld el contenido de

los sobres y se pesaron con exactitud 28.3 g de polvo (para sobres de sabor). Se
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transfirieron a un matraz volumétrico de 1000mL, disolviéndose y llevando a

volumen con agua. Se filtré la solucion a través de papel filtro Whatman No. 42.
4.3.2.1.5 Procedimiento:

Se transfirid una alicuota de 10.0mL de la preparacion de la muestra a un matraz
Erlenmeyer de 250mL, se agregaron 5mL de acido acético glacial, 5mL de etanol y
20mL de agua. Se agité para mezclar y se adicionaron 2 gotas de eosina Y. Se
titulé con solucion de nitrato de plata 0,1N hasta cambio de color del indicador a

rosa mexicano.

Interpretacion: cada mL de nitrato de plata 0,1N equivale a 3.545mg de Cloruros

presente en la muestra.

Calculos: con la siguiente férmula se calcul6 el contenido de cloruros totales en
g/sobre:

\P)
(Vol Gast)(0.003545)(100) [N1 ]Eeso Prom]

m

g Cloruros totales/sobre=

Donde:

Vol Gast = Volumen de Nitrato de plata 0.1N consumido en la valoracion.

Corregido con el volumen gastado por el blanco.

0.003545 =Equivalente de cloruros (g)

100 =Factor de dilucién
N2 =Concentracion real del Nitrato de plata (Normalidad)
N1 =Concentracion tedrica del Nitrato de plata (Normalidad)

Peso Prom= Peso promedio del contenido por sobre

m =Peso de la muestra (g)
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4.3.2.2 Adecuabilidad del sistema

La adecuabilidad del sistema se realizd con la preparacion de 5 soluciones al

100% Yy se respaldo con la calibracion de la bureta de 25mL.

Se prepard una solucion stock de Cloruros, de la siguiente manera: Se pesaron
con exactitud el equivalente a 2.836 g de Cloruro (4.676 g de Cloruro de Sodio) en

un matraz volumétrico de 1000mL, se disolvié y llevé a volumen con agua.

Se siguid el punto 4.3.2.1.5 Procedimiento, se registré el volumen de titulante
gastado de las cinco soluciones. Se calcula el promedio, desviacion estandar y

coeficiente de variacion.

Criterio de Aceptacion
CV= 2.0%

4.3.2.3 Precision del sistema

Se realizé por sextuplicado con la preparacion de la solucién que representa el
100% de la concentracion. Con la solucién stock de cloruros (ver punto 4.3.2.2
Adecuabilidad) se siguié el punto 4.3.2.1.5 Procedimiento. Se calcul6 el
contenido de Cloruros totales en las muestras, el promedio, desviacién estandar y

el coeficiente de variacion.

Criterio de Aceptacion
CV= 1.5%

4.3.2.4 Linealidad del sistema

Se construy6 una curva de calibracién a 5 niveles de concentracion por triplicado.
A partir de una solucion stock de Cloruros (2.836 mg/mL) se construyé la curva de

acuerdo a la tabla 13.
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Tabla 13. Preparacion de la curva de calibracién para la linealidad del sistema en la
cuantificacion de cloruros totales.
. Alicuota de la
Nivel de

Replica .2 10 solucién stock Procedimiento
concentracioén (%)

(mL)
3 80 8.0
3 90 9.0 Cada alicuota se tratd de
3 100 10.0 acuerdo al punto 4.3.2.1.5
3 110 11.0 Procedimiento.
3 120 12.0

Se calculd el valor de la pendiente de la pendiente (b4), la ordenada al origen (bo),

el coeficiente de determinacion (r?), y el intervalo de confianza para la pendiente

(IC(B1))-

Criterio de aceptacion
r*>0.98

IC(B1)) No debe incluir el cero
4.3.2.5 Especificidad del método

Se evalué mediante la preparacion de una muestra, un placebo y un blanco. Se
elabord el placebo correspondiente para cada electrolito: electrolitos natural,

manzana, pifia, limén, lima-limoén y naranja. (13-18)
Preparacion de blanco: De acuerdo al punto 4.3.2.1.2 Preparacion del blanco.

Preparacion de placebo: Se peso el equivalente a un sobre de placebo de
electrolitos sabor natural o de placebo para electrolitos de sabor pifia, manzana,
limén, lima-liméon y naranja, segun corresponda; se transfiri6 a un matraz
volumétrico de 1000mL, se disolvié y llevé a volumen con agua. Se siguié el punto
4.3.2.1.5 Procedimiento.

Preparacion de la muestra: Para electrolitos de sabor natural (Ver punto 4.3.2.1.3
Preparacion de la muestra (para sobres de 27.9 g de electrolitos)), para

electrolitos de sabor (Ver punto 4.3.2.1.4 Preparacién de la muestra (para
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sobres de 28.3 g de electrolitos). Finamente se siguid el punto 4.3.2.1.5

Procedimiento.

Preparacion de la solucion de Referencia: A partir de una solucién stock de
Cloruros de 2.836mg/mL (Ver punto 4.3.2.2 Adecuabilidad), y se siguio el punto
4.3.2.1.5 Procedimiento.

Se registré el volumen gastado para cada una.

Criterio de aceptacion

La respuesta analitica es unica al anion cloruro.
4.3.2.6 Estabilidad analitica de la muestra

Se evalub mediante la preparacion de 6 muestras que representaran la

concentracion al 100%.

Se preparé una solucion stock de 2.836mg/mL de Cloruros (4.676 g de Cloruro de
Sodio en 1000mL de agua), esta solucién se dividio para someterse a las

siguientes condiciones:

-Temperatura ambiente (25°C) al inicio del analisis y la misma muestra a las 24,
48 y 72 horas, realizando por triplicado el analisis y siguiendo el punto 4.3.2.1.5

Procedimiento.

-Refrigeracién (4-6°C) al inicio del analisis y la misma muestra a las 24, 48 y 72
horas, realizando por triplicado el analisis y siguiendo el punto 4.3.2.1.5

Procedimiento.

Se preparé una muestra reciente en cada dia de analisis para realizar la

comparacion.

Criterio de aceptacion
|di|< 3%
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4.3.2.7 Linealidad y exactitud del método

A partir de una solucién stock de cloruros 2.836mg/mL (se pesaron 4.676g de
cloruro de sodio y se adicion6 el equivalente a un sobre de placebo para
electrolitos sabor natural o de electrolitos de sabor, segun correspondiera en un
matraz volumétrico de 1000mL, se disolvié y llevdé a volumen de 1000mL con
agua); se construyd una curva de calibracion a cinco niveles de concentracién por
triplicado, preparando tres soluciones mas de la solucion que representa el 100%
de la concentracion, para la prueba de exactitud del método. De acuerdo a la
tabla 14.

Se obtuvo la relacion cantidad adicionada vs cantidad recobrada, se calculd el
valor de la pendiente (b4), la ordenada al origen (bg), el coeficiente de
determinacion (r%), el intervalo de confianza para la pendiente (IC(Bo)), el intervalo
de confianza de regresion (CVyy).

Tabla 14. Preparacion de la linealidad y exactitud del método en la cuantificacién de
cloruros totales.

Concentracion

Nivel de Alicuota de
. : : de cloruros/ -
Réplica concentracion la solucién . Procedimiento
alicuota
(%) stock (mL)
(mg)
3 80 8.0 22.688
Para cada alicuota se
3 90 9.0 25.524
siguio el punto
6 100 10.0 28.360
43215
3 110 11.0 31.196 o
Procedimiento.
3 120 12.0 34.032

Criterio de aceptacion para linealidad del método
*20.98
IC(B+1)) debe incluir la unidad
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IC(Bo)) debe incluir el cero

CVxy del porcentaje de recobro < 2%

Para el porcentaje de recobro

IC(p) debe incluir el 100% o que el promedio aritmético del % de recobro se
incluya en el intervalo de 98-102%

Criterio de aceptacion para exactitud del método

CV<20%

IC(p) debe incluir el 100%

%Recobro del 98-102%

4.3.2.8 Precision intermedia

Se analiz6 por triplicado un lote previamente aprobado por control de calidad de
Electrolitos de cada uno de los diferentes sabores, en dos dias y por dos analistas
diferentes, utilizando el mismo equipo e instrumentos de referencia. Se realizo el
analisis de acuerdo al punto 4.3.2.1 Metodologia para cuantificacion de
cloruros totales, para electrolitos de sabor natural (ver punto 4.3.2.1.3
Preparacion de la muestra (para sobres de 27.9 g de electrolitos)) y para
electrolitos sabor natural de acuerdo al punto 4.3.2.1.4 Preparacion de la
muestra (para sobres de 28.3 g de electrolitos), siguiendo el procedimiento

indicado en el punto 4.3.2.1.5 Procedimiento.

Se calculé la media aritmética (y), desviacion estandar (S) y coeficiente de

variacion (CV) del contenido.

Criterio de aceptacion
CV= 2.0%

Valoracién: cloruros totales no menos de 95% y no mas de 115%
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4.3.3 Cuantificacion de citrato trisddico dihidratado
4.3.3.1 Metodologia para la cuantificacion de citrato trisédico dihidratado

Especificacion: Contiene no menos del 95% y no mas de 115% de la cantidad de

citrato trisodico dihidratado indicada en el marbete
4.3.3.1.1 Condiciones de analisis:

e Medio de dilucion: 25mL acido acético glacial y 2 gotas de solucién

indicadora cristal violeta.
e Blanco: Medio de dilucion.
e Solucion indicadora: Cristal violeta
e Titulante: Acido perclérico (HCIO4) 0.1N en acido acético glacial
4.3.3.1.2 Preparacion del blanco:

Se transfirio una alicuota de 10.0mL de agua a un matraz Erlenmeyer de 250mL,
se adicionaron perlas de ebullicion y se evapor6 a sequedad, posteriormente se
adicionaron 25mL, se agité y se dejo enfriar. Finalmente se agregaron 2 gotas de
indicador de cristal violeta y se titul6 con acido perclérico 0.1N, el punto final se
determiné hasta que el cambio de color del indicador fuera de violeta a azul

turquesa.
4.3.3.1.3 Preparacion de la muestra (para sobres de 27.9 g de electrolitos):

Se seleccionaron no menos de 10 sobres y se obtuvo el contenido. Se mezclé el
contenido de los sobres y se pesaron con exactitud 27.9 g de polvo (para sabor
natural), se transfirieron a un matraz volumétrico de 1000mL, disolviéndose y

llevando a volumen con agua.
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4.3.3.1.4 Preparacion de la muestra (para sobres de 28.3 g de electrolitos):

Se seleccionaron 10 sobres y se obtuvo su contenido. Se mezcld el contenido de
los sobres y se pesaron con exactitud 28.3 g de polvo (para sobres de sabor). Se
transfirieron a un matraz volumétrico de 1000mL, disolviéndose y llevando a

volumen con agua. Se filtré la solucion a través de papel filtro Whatman No. 42.
4.3.3.1.5 Procedimiento:

Se transfirio una alicuota de 10.0mL de la preparaciéon de la muestra a un matraz
Erlenmeyer de 250mL, se adicionaron perlas de ebullicion y se evaporé a
sequedad. Se adicionaron 25mL de acido acético glacial, calentandose con
agitacion hasta completa disolucidon y se dejo enfriar; se agregaron 2 gotas de
indicador de cristal violeta, Se titulé con acido perclérico 0.1N, determinandose el
punto final hasta el cambio de coloracién del indicador de violeta a azul turquesa.
Se prepard un blanco (4.3.3.1.2 Preparacion de blanco), para la correccion del

volumen gastado.

Interpretacion: cada mL de acido perclérico (HCIO,4) 0,1N equivale a 9.803mg de

Citrato trisddico dihidratado (CgHsNaszO; - 2H,0) presente en la muestra.

Calculos: con la siguiente férmula se calculé el contenido de Citrato trisddico

dihidratado en g/sobre:

N,
(Vol Gast)(0.009803)(100) [Nl ][P Prom ]

m

g Citrato trisédico/sobre=
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Donde:
Vol Gast = Volumen de HCIO40.1N consumido en la valoracion,
Corregido con el volumen gastado por el blanco.

0.009803 = Equivalente de Citrato trisédico dihidratado (g)

100 = Factor de dilucion

N2 = Concentracion real del HCIO4 (Normalidad)

N1 = Concentracion teorica del HCIO4 (Normalidad)
P. Prom = Peso promedio del contenido por sobre (g/sobre)
m = Peso de la muestra (g)

4.3.3.2 Adecuabilidad del sistema

La adecuabilidad del sistema se realiz6 con la preparacion de blancos por

quintuplicado y se respaldé con la calibracion de la bureta de 10mL.
Blanco: Se preparo de acuerdo al punto 4.3.3.1.2 Preparacion del blanco.

Se registré el volumen (corregido por el blanco) de acido perclérico 0.1N gastado
en cada preparacion y se realizaron los calculos individuales para obtener el

promedio, desviacion estandar y el coeficiente de variacion.

Criterio de Aceptacion
CV< 2.0%

4.3.3.3 Precision del sistema

Se evalud con la preparaciéon por sextuplicado de la solucidon que representa el

100% de la concentracién (2.9¢g/L de citrato trisddico dihidratado).

Se prepard una solucion stock de citrato trisodico dihidratado, de la siguiente
manera: se pesaron con exactitud 2.9 g de citrato trisédico dihidratado en un

matraz volumétrico de 1000mL, se disolvid y llevé a volumen con agua. Se tomé
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una alicuota de 10.0mL para obtener la concentracion del 100% y se siguio el

punto 4.3.3.1.5 Procedimiento.

Se registré el volumen (corregido por el blanco) de acido perclérico 0.1N gastado
en cada preparacion y se realizaron los calculos individuales para obtener el

promedio, desviacion estandar y el coeficiente de variacion.

Criterio de Aceptacion
CVv< 1.5%

4.3.3.4 Linealidad del sistema

Se construyd una curva de calibracién a 5 niveles de concentracion por triplicado.
A partir de una solucion stock de citrato trisdédico dihidratado de 2.9mg/mL (2.9 g
de citrato trisddico dihidratado en 1000mL de agua) se construyé la curva de
acuerdo a la tabla 15.

Tabla 15. Preparacién de la curva de calibracidn para la linealidad del sistema en la
cuantificacion de citrato trisédico dihidratado.

Nivel de Alicuota de la
Réplica concentracion solucion stock Procedimiento
(%) (mL)
3 80 8.0
3 90 9.0 Por triplicado y en cada nivel
3 100 10.0 se trataron las allcuotgs de
acuerdo al punto:
3 110 11.0 4.3.3.1.5 Procedimiento
3 120 12.0

Se calculé el valor de la pendiente (b4), la ordenada al origen (bg), el coeficiente de

determinacion (r?), y el intervalo de confianza para la pendiente (IC(B1)).

Criterio de aceptacion
r*=0.98
IC(B+1)) No debe incluir el cero
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4.3.3.5 Especificidad del método
Se evalué mediante la preparaciéon de una muestra, un placebo y un blanco.

Se elaboro el placebo correspondiente para cada electrolito: electrolitos natural,

manzana, pifia, limén, lima-limén y naranja. ">
Preparacion de blanco: De acuerdo al punto 4.3.3.1.2 Preparacion del blanco.

Preparacion de placebo: Se peso el equivalente a un sobre de placebo de
electrolitos sabor natural o placebo para electrolitos de sabor pifia, manzana,
limén, lima-limén y naranja, segun corresponda, se transfirieron a un matraz
volumétrico de 1000mL, se disolvio y llevd a volumen con agua. Se traté de

acuerdo al punto 4.3.3.1.5 Procedimiento.

Preparacion de la muestra: Para electrolitos de sabor natural (Ver punto 4.3.3.1.3
Preparacion de la muestra (para sobres de 27.9 g de electrolitos) para
electrolitos de sabor (Ver punto 4.3.3.1.4 Preparaciéon de la muestra (para
sobres de 28.3 g de electrolitos). Las muestras se trataron de acuerdo al punto
4.3.3.1.5 Procedimiento.

Preparacion de la solucion de referencia: A partir de una solucion stock de Citrato
trisédico dihidratado de 2.9mg/mL (Ver punto 4.3.3.3 Precisién del sistema) se
siguié el punto 4.3.3.1.5 Procedimiento. Se registré el volumen gastado para

cada una.

Criterio de aceptacion

La respuesta analitica es unica a citrato trisédico dihidratado.

4.3.3.6 Estabilidad analitica de la muestra

Se evalub mediante la preparacion de 6 muestras que representaran la

concentracion al 100% (tres para temperatura ambiente y tres para refrigeracion).

67



Se prepard una solucion stock de de Citrato trisédico dihidratado 2.9mg/mL (2.99
de Citrato trisédico dihidratado en 1000mL de agua), esta solucion se dividié para

someterla a las siguientes condiciones:

-Temperatura ambiente (25°C) al inicio del analisis y la misma muestra a las 24,
48 y 72 horas, realizando por triplicado el analisis y siguiendo el punto 4.3.3.1.5

Procedimiento.

-Refrigeracion (4-6°C) al inicio del analisis y la misma muestra a las 24, 48 y 72
horas, realizando por triplicado el analisis y siguiendo el punto 4.3.3.1.5

Procedimiento.

Se preparé una muestra reciente en cada dia de analisis para realizar la

comparacion.

Criterio de aceptacion
|di|< 2.0%

4.3.3.7 Linealidad y exactitud del método

A partir de una solucién stock de Citrato trisédico dihidratado de 2.9 mg/mL (se
pesaron 2.9g de Citrato trisddico dihidratado, cargandose con la cantidad de
placebo equivalente a un sobre de electrolitos sabor natural 6 de electrolitos de
sabor (segun corresponda) en un matraz volumétrico de 1000mL), se disolvié y
llevé a volumen de 1000mL con agua. Se construy6 una curva de calibracién a
cinco niveles de concentracion por triplicado, preparando tres soluciones mas de
la solucién que representa el 100% para la prueba de exactitud del método. De

acuerdo a la tabla 16.

Se obtuvo la relacidon cantidad adicionada vs cantidad recobrada, se calculd el
valor de la pendiente (bq), la ordenada al origen (bg), el coeficiente de

determinacion (r?), el intervalo de confianza para la ordenada (IC(Bo)), el intervalo
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de confianza para la pendiente (IC(B4)), el intervalo de confianza de regresion

(CVxy).

Tabla 16. Preparacion de la linealidad y exactitud del método en la cuantificacién de
citrato trisddico dihidratado.

Alicuota
Nivel de de la Citrato /
Réplica concentracion solucion alicuota Procedimiento
(%) stock (mg)
(mL)

3 80 8.0 2.32
3 90 9.0 2.61 Por triplicado y en cada nivel se
6 100 10.0 290 trataron las mususrt:t? de acuerdo al
3 110 11.0 3.19 4.3.3.1.5 Procedimiento.
3 120 12.0 3.48

Criterio de aceptacion para Linealidad del Método
*20.98

IC(B+1)) debe incluir la unidad

IC(Bo)) debe incluir el cero

CVxy del porcentaje de recobro < 2%

Para el porcentaje de recobro

IC(p) debe incluir el 100% o que el promedio aritmético del % de recobro se
incluya en el intervalo de 98-102%.

Criterio de aceptacion para Exactitud del Método
CV<20%

IC(p) debe incluir el 100%

%Recobro del 98-102%

4.3.3.8 Precision intermedia

Se analizoé por triplicado un lote previamente aprobado por control de calidad de

electrolitos de cada uno de los diferentes sabores, en dos dias y por dos analistas
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diferentes, utilizando el mismo equipo e instrumentos de referencia. Se realizo el
analisis de acuerdo al punto 4.3.3.1 Metodologia para citrato trisédico
dihidratado, para electrolitos de sabor natural (ver punto 4.3.3.1.3 Preparacién
de la muestra (para sobres de 27.9 g de electrolitos)) y para electrolitos sabor
natural de acuerdo al punto 4.3.3.1.4 Preparacion de la muestra (para sobres
de 28.3g de electrolitos), siguiendo el procedimiento indicado en el punto
4.3.3.1.5 Procedimiento, con la evaluacion de un blanco para hacer las

correcciones necesarias, ver punto 4.3.3.1.2 Preparacion de Blanco.

Se calculé la media aritmética (y), desviacion estandar (S) y coeficiente de

variacion (CV) del contenido.

Criterio de aceptacion
CV= 2.0%

Valoracion: Citrato trisédico dihidratado no menos de 95% y no mas de 115%

4.3.4 Cuantificacion de sodio total y potasio
4.3.4.1 Metodologia para la cuantificacion de sodio total y potasio

Especificaciéon
Sodio total: Contiene no menos del 90% y no mas de 115% de la cantidad de

sodio total indicada en el marbete.

Potasio: Contiene no menos del 90% y no mas de 110% de la cantidad de potasio

indicada en el marbete.
4.3.4.1.1 Condiciones de analisis:
e Solucién de lavado: Agua

e Blanco: Agua

70



e Ajuste de Sensibilidad para Sodio total: Nivel 2 a 200 sin decimales.
e Ajuste de Sensibilidad para Potasio: Nivel 1 a 200 sin decimales.
e Ajuste del blanco: A 000 sin decimales

e Precauciones: No mover el botén de ajuste, no dejar al aparato
aspirando aire, es necesario que esté circulando agua y enjuagar el

atomizador entre cada lectura de la preparacion.
4.3.4.1.2 Preparacion de la solucion patrén:

Se pesaron con exactitud 5.24 g de cloruro de sodio y 1.5g de cloruro de potasio
que previamente fueron secados durante 2 horas a 105°C, se transfirieron a un
matraz volumétrico de 1000mL disolviéndose con agua y agitaciéon hasta completa
disolucién, se llevd a volumen con agua. Concentracion: 2.06 g/L de sodio y

0.787g/L de potasio aproximadamente.
4.3.4.1.3 Preparacion de la muestra (para sobres de 27.9 g de electrolitos):

Se seleccionaron no menos de 10 sobres y se obtuvo el contenido. Se mezclé el
contenido de los sobres y se pesaron con exactitud 27.9 g de polvo (para sabor
natural), se transfirieron a un matraz volumétrico de 1000mL, disolviéndose y

llevando a volumen con agua.
4.3.4.1.4 Preparacion de la muestra (para sobres de 28.3 g de electrolitos):

Se seleccionaron 10 sobres y se obtuvo su contenido. Se mezcl6 el contenido de
los sobres y se pesaron con exactitud 28.3g de polvo (para sobres de sabor), se
transfirieron a un matraz volumétrico de 1000mL, disolviéndose y llevando a

volumen con agua. Se filtré la solucion a través de papel filtro Whatman No. 42.
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4.3.4.1.5 Procedimiento para la determinacién de sodio:

1. Se encendio el fotdmetro de flama y se dejo estabilizar el equipo de 10 a 15

minutos, colocando la solucion de lavado en el aspersor.
2. Se eligio el filtro para sodio y el ajuste de sensibilidad en el nivel 2.

3. Preparado el equipo, se coloco el blanco en el aspersor para regular la lectura a
cero en el display con el botén de ajuste del blanco, la lectura se dejo estabilizar

entre 5y 10 segundos.

4. Se retir6 inmediatamente el blanco y se coloco la preparacion de referencia
para ajustar el display a 200 con el botéon de ajuste fino, la lectura se dejé

estabilizar durante 5y 10 segundos.

5. Al estabilizarse la lectura se retiré la preparacion de referencia y se coloco la
solucion de lavado hasta que el display mostrara una lectura menor a 10 puntos,
se volvid a colocar el blanco para corroborar la lectura en cero, de no dar cero se
ajusta nuevamente para obtener cero para el blanco y 200 para la preparacion de

referencia, siguiendo los pasos 3y 4.

6. Estabilizado el equipo se coloco la preparacion de la muestra en el aspersor y
se buscé la lectura obtenida en la Tabla 17 (concentracion de sodio) obtenida en

la curva de calibracion.

Calculos: con la siguiente férmula se calculdé el contenido de sodio total en

g/sobre:

(Sodio obtenido de la tabla (g/L))(Peso Prom.)

g sodio total/sobre=
m

Donde:
P. Prom. = Peso promedio del contenido por sobre (g/sobre)
m = Peso de la muestra (g)
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Tabla 17. Concentracion de sodio.

Lectura Concentracion Lectura Concentracion Lectura Concentracion
(g/L) (g/L) (g/L)
180 1.6520 192 1.8886 204 2.1383
181 1.6590 193 1.9094 205 2.1591
182 1.6806 194 1.9302 206 2.1799
183 1.7014 195 1.9510 207 2.2007
184 1.7222 196 1.9718 208 2.2215
185 1.7430 197 1.9926 209 2.2423
186 1.7638 198 2.0135 210 2.2631
187 1.7846 199 2.0343 211 2.2839
188 1.8054 200 2.0551 212 2.3047
189 1.8262 201 2.0759 213 2.3255
190 1.8470 202 2.0967 214 2.3464
191 1.8678 203 2.1175 215 2.3672

4.3.4.1.6 Procedimiento para la determinacion de potasio:

1. Se encendio el fotdmetro de flama y se dejo estabilizar al equipo de 10 a 15

minutos, colocando la solucion de lavado en el aspersor.
2. Se eligio el filtro para potasio y ajuste de sensibilidad a nivel 1.

3. Preparado el equipo, se colocé el blanco en el aspersor para regular la lectura a
cero en el display con el boton de ajuste del blanco, la lectura se dejo estabilizar

entre 5 y 10 segundos.

4. Se retir6 inmediatamente el blanco y se colocd la preparacion de referencia
para ajustar el display a 200 con el botén de ajuste fino, la lectura se dejé

estabilizar durante 5 y 10 segundos.

5. Al estabilizarse la lectura se retiré la preparacion de referencia y se coloco la
solucion de lavado hasta que el display mostrara una lectura menor a 10 puntos,
se volvid a colocar el blanco para corroborar la lectura de cero, de no dar cero se
ajusta nuevamente para obtener cero para el blanco y 200 para la preparacion de

referencia, siguiendo los pasos 3y 4.
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6. Estabilizado el equipo se coloco la preparacion de la muestra en el aspersor y
se busco la lectura obtenida en la Tabla 18 (concentracion de potasio) obtenida

en la curva de calibracion.

Calculos: con la siguiente férmula se calcul6 el contenido de potasio en g/sobre:

(Potasio obtenido de la tabla (g/L)) (Peso Prom.)
g sodio total/sobre=

m

Donde:

P. Prom. = Peso promedio del contenido por sobre (g/sobre)

m = Peso de la muestra (g)

Tabla 18. Concentracion de Potasio.
Lectura Concentracion Lectura Concentraciéon Lectura Concentracion
(g/L) (g/L) (g/L)

180 0.6337 192 0.7236 204 0.8135
181 0.6412 193 0.7311 205 0.8210
182 0.6487 194 0.7386 206 0.8285
183 0.6562 195 0.7461 207 0.8360
184 0.6637 196 0.7536 208 0.8435
185 0.6712 197 0.7611 209 0.8510
186 0.6787 198 0.7686 210 0.8585
187 0.6862 199 0.7761 211 0.8660
188 0.6937 200 0.7836 212 0.8735
189 0.7015 201 0.7910 213 0.8809
190 0.7086 202 0.7985 214 0.8884

191 0.7161 203 0.8060 215 0.8959
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4.3.4.2 Adecuabilidad del sistema

La adecuabilidad del sistema se realizd con la calibracion del Flamémetro, de
acuerdo al instructivo de operacion INSMET-001 Calibracién del fotometro de

flama.

Se pesaron aproximadamente y con exactitud 1.31 g de cloruro de sodio y 0.375g
de cloruro de potasio, previamente secados a 105°C durante 2 horas. Se
transfirieron a un matraz volumétrico de 250mL, se disolvid y llevo al aforo con
agua. Se realizo por triplicado la curva de calibracion, de acuerdo a la tabla 19.

Tabla 19. Curva de calibracion para adecuabilidad del sistema en la cuantificacion de
sodio y potasio.

Concentracion mL/ Na+ K+ Lectura
% 100mL (mg/mL) (mg/mL) tedrica
80 20.0 0.4127 0.1572 180
90 22.5 0.4643 0.1769 190
100 25.0 0.5159 0.1965 200
110 27.5 0.5675 0.2162 210
120 30.0 0.6191 0.2359 220

Criterio de Aceptacion
r’<0.98

CV< 3.0% entre muestras de cada nivel.
4.3.4.3 Precision del sistema

Solucion stock de sodio y potasio: Se pesaron con exactitud 5.24g de cloruro de
sodio y 1.5g de cloruro de potasio (previamente secados a 105 ° C durante 2
horas), se transfirieron a un matraz volumétrico de 250 mL, se agregé agua y agitoé

mecanicamente hasta completa disolucion, se llevd a volumen con agua y mezclo.

Se tomo por sextuplicado una alicuota de 25mL de la solucion stock de sodio y

potasio en un matraz volumétrico de 100mL vy llevé a volumen con agua.
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La solucidn de referencia de sodio y potasio se preparé de acuerdo al punto

4.3.4.1.2 Preparacion de la solucién patrén.

Las respuestas analiticas para sodio se obtuvieron de acuerdo al punto 4.3.4.1.5
Procedimiento para la determinacion de sodio y las lecturas para potasio de

acuerdo al punto 4.3.4.1.6 Procedimiento para la determinacién de potasio.

Criterio de Aceptacion

CV< 3.0% entre lecturas de cada ion.
4.3.4.4 Linealidad del Sistema

Se prepard a partir de una solucion stock de sodio y potasio a 5 niveles de

concentracion por triplicado.

Solucion stock de sodio y potasio: Se pesaron con exactitud 5.24 g de cloruro de
sodio y 1.5 g de cloruro de potasio (previamente secados a 105 ° C durante 2
horas), se transfirieron a un matraz volumétrico de 250mL, se agregd agua y agito
mecanicamente hasta completa disolucién, se llevo a volumen con agua y mezclé.

La curva de calibracion se construy6 de acuerdo a la tabla 20.

Tabla 20. Curva de calibracion para sodio y potasio.
Volumen de la

Concentracion Volumen final
solucion patrén Lectura tedrica
(%) (mL)
(mL)

80 20.0 100 180

90 22.5 100 190

100 25.0 100 200
110 27.5 100 210
120 30.0 100 220
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Se calculé el valor de la pendiente (b4), la ordenada al origen (by), el coeficiente de

determinacién (r2), el intervalo de confianza para la pendiente (IC(31)).

Criterio de aceptacion
r*=0.98

IC(B:1)) No debe incluir el cero
4.3.4.5 Especificidad del método

Se evalu6 mediante la preparacién de una solucidén patron, muestra, placebo y

blanco.

Se elaboré el placebo correspondiente para cada electrolito: electrolitos natural,

manzana, pifia, limén, lima-limén y naranja **®)

Blanco: Agua

Preparacion de placebo para la determinacion de sodio: Se peso el equivalente a
un sobre de placebo de electrolitos sabor natural 6 de placebo para electrolitos de
sabor pifia, manzana, limén, lima-limén y naranja, segun corresponda, se
transfirieron a un matraz volumétrico de 1000mL, se disolvio y llevo a volumen con
agua. Las preparaciones de placebos de sabores se filtraron a través de papel
Whatman No.42.

Preparacion de placebo para la determinacion de potasio: Se peso el equivalente
a un sobre de placebo de electrolitos sabor natural o de placebo para electrolitos
de sabor pifia, manzana, limon, lima-limén y naranja, segun corresponda, se
transfirieron a un matraz volumétrico de 1000mL, se disolvid y llevd a volumen
con agua. Las preparaciones de placebos de sabores se filtraron a través de papel
Whatman No.42.

Preparacion de la muestra: Para electrolitos de sabor natural (Ver punto 4.3.4.1.3
Preparacion de la muestra (para sobres de 27.9 g de electrolitos) para

electrolitos de sabor (Ver punto 4.3.4.1.4 Preparacién de la muestra (para

77



sobres de 28.3 g de electrolitos). Preparacion de la solucion de Referencia de

sodio y potasio: Ver punto 4.3.4.1.2 Preparacion de la solucién patrén.

La respuesta analitica para sodio se obtuvo de acuerdo al punto 4.3.4.1.5
Procedimiento para la determinacion de sodio y para potasio siguiendo el

punto 4.3.4.1.6 Procedimiento para la determinacion de potasio.

Criterio de aceptacion

Las respuestas analiticas son unicas a los iones sodio y potasio.

4.3.4.6 Estabilidad analitica de la muestra

Se evalué mediante la preparacién de 6 muestras a la concentracién del 100%

(tres para temperatura ambiente y tres para refrigeracion).

Solucion patrén de sodio y potasio: De acuerdo a lo indicado en el punto 4.3.4.1.2
Preparacion de la solucion patréon. Esta solucion se dividio y sometié a las

siguientes condiciones:

-Temperatura ambiente (25°C) al Inicio del analisis y la misma muestra a las 24,
48y 72 horas.

-Refrigeracién (4-6°C) al Inicio del andlisis y la misma muestra a las 24, 48 y 72

horas.

La Solucién patron de sodio y potasio se preparé como se indica en el punto

4.3.4.1.2 Preparacion de la solucién patron.

En cada tiempo de exposicion y para cada condicion se tomo una alicuota para
obtener la lectura correspondiente.
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La respuesta analitica para sodio se obtuvo de acuerdo al punto 4.3.4.1.5

Procedimiento para la determinaciéon de sodio y para potasio siguiendo el

punto 4.3.4.1.6 Procedimiento para la determinacion de potasio.

Criterio de aceptacion
|di|< 3.0%

4.3.4.7 Linealidad y exactitud del método

A partir de una Solucién stock de sodio y potasio: Se pesaron con exactitud 5.24g
de cloruro de sodio y 1.5g de cloruro de potasio (previamente secados a 105 ° C
durante 2 horas), se adiciono el equivalente a un sobre de placebo de electrolitos
(28.3g para electrolitos de sabor o 27.9g para electrolitos sabor natural, y la
cantidad de sodio y potasio segun corresponda) y se transfirieron a un matraz
volumétrico de 250mL, se agrego agua y se agito mecanicamente hasta completa
disolucién, se llevd a volumen con agua y mezcld. Se construyé una curva de
calibracion a cinco niveles de concentracion por triplicado, preparando tres
soluciones mas de la solucion que representa el 100% para la prueba de
exactitud del método. De acuerdo a la tabla 21.

Tabla 21. Preparacion de la linealidad y exactitud del método en la cuantificacién de sodio
total y potasio.

Porcentaje de Volumen de la Volumen
Lectura
Réplicas la solucién solucion patrén final
tedrica
(%) (mL) (mL)
3 ~ 80 20.0 100 180
3 ~90 22.5 100 190
6 ~100 25.0 100 200
3 ~110 27.5 100 210
3 ~120 30.0 100 220
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La Solucién de patron de sodio y potasio se preparé como se indica en el punto
4.3.4.1.2 Preparacion de la solucién patrén. La respuesta analitica para sodio
se obtuvo de acuerdo al punto 4.3.4.1.5 Procedimiento para la determinacion
de sodio y la respuesta para potasio siguiendo el punto 4.3.4.1.6 Procedimiento

para la determinacién de potasio.

Se obtuvo la relacion cantidad adicionada vs cantidad recobrada, se calcul6 el
valor de la pendiente (b4), la ordenada al origen (bg), el coeficiente de
determinacion (r%), el intervalo de confianza para la ordenada (IC(Bo)), el intervalo
de confianza para la pendiente (IC(B4)), el intervalo de confianza de regresion
(CVx).

Criterio de aceptacion para Linealidad del Método

r* 2 0.98

IC(B+1)) debe incluir la unidad

IC(Bo)) debe incluir el cero

CVxy del porcentaje de recobro < 3%

Para el porcentaje de recobro

IC(p) debe incluir el 100% o que el promedio aritmético del % de recobro se

incluya en el intervalo de 97-103%.

Criterio de aceptacion para Exactitud del Método
CV=<3.0%

IC(p) debe incluir el 100%

% Recobro del 97-103%

4.3.4.8 Precision Intermedia

Se analizé por triplicado un lote previamente aprobado por control de calidad de
electrolitos de cada uno de los diferentes sabores, en dos dias y por dos analistas
diferentes, utilizando el mismo equipo e instrumentos de referencia. Se realizo el

analisis de acuerdo al punto 4.3.4.1 Metodologia para cuantificacion de sodio
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total y potasio, para electrolitos de sabor natural (ver punto 4.3.4.1.3
Preparacion de la muestra (para sobres de 27.9 g de electrolitos) y para
electrolitos de sabor de acuerdo al punto 4. 3. 4.1 .4 Preparacién de la muestra
(para sobres de 28.3 g de electrolitos), siguiendo el procedimiento indicado en
el punto 4.3.4.1.5 Procedimiento para la determinacién de sodio y 4.3.4.1.6

Procedimiento para la determinacién de potasio para cada cuantificacion.

La Solucién de Referencia de sodio y potasio se preparé como se indica en el

punto 4.3.4.1.2 Preparacion de la solucién patron.

Se calculé la media aritmética (y), desviaciéon estandar (S) y coeficiente de

variacion (CV) del contenido.

Criterio de aceptacion
CV=< 3.0%

Valoracion:

Sodio total: Contiene no menos del 90% y no mas de 115% de la cantidad de

sodio total indicada en el marbete.

Potasio: Contiene no menos del 90% y no mas de 110% de la cantidad de potasio

indicada en el marbete.
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Capitulo 5.Resultados y analisis de resultados °

5.1 Adecuabilidad del sistema

Las pruebas de verificacion del Sistema se muestran en las tablas 20,21 y 22.

La rotacidn angular para la solucion de Sacarosa al 10% en una celda de 1dm a

25°C A= 589nm fue de 6.680° (criterio [6.64° -

6.70°]) y para la solucion de

Sacarosa al 20% (criterio [13.25° 13.37°]) es de 13.355° y las rotaciones 6pticas

especificas son de 66.796 y 66.774, las cuales estan dentro del criterio de

aceptacion que es de [66.15° - 67.15°]. Lo que indica que el sistema es adecuado

para la cuantificacion de glucosa anhidra en electrolitos polvo para solucién oral.

Tabla 22. Adecuabilidad del sistema para electrolitos en la cuantificacién de glucosa

anhidra.

Electrolitos natural (27.9g) y de sabores (28.39g)

HEIRLE Sacarosa 10% (°) [a]D25 (°)
1 6,674 66,740
2 6,672 66,720
3 6,683 66,830
4 6,683 66,830
5 6,686 66,860
X 6,680 66,796
S 0,006 0,062

CV (%) = 0,093 0,093

Rotacién angular

Rotacién angular
Sacarosa 20% (°)

13,355
13,353
13,354
13,354
13,358
13,355
0,002

0,014

[a]D25 (°)

66,775
66,765
66,770
66,770
66,790
66,774
0,010

0,014

Tabla 23. Adecuabilidad del sistema para la cuantificacion de cloruros totales y citratos.
Electrolitos Natural y de Sabor

Volumen gastado deHCIO4

Lectura

NOXabhwN -

CV (%) =

Volumen gastado de AgNO3

0.1N (mL)

8,2
8,2
8,2
8,1
8,2
8,18
0,05
0,55

0.1N (mL)
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,00
0,00
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El coeficiente de variacion en las determinaciones de cloruros totales y citrato
trisddico dihidratado fue menor al 2% y la calibracién de las buretas de 25mL y
10mL fue aprobatoria (Tabla 23).

El coeficiente de variaciéon fue menor de 3% en cada nivel, el coeficiente de
correlacion fue mayor a 0.98 y la calibraciéon fue aprobatoria, por lo tanto el
sistema es adecuado para las cuantificaciones de sodio total y potasio en

electrolitos polvo para solucion oral natural y de sabor (Tabla 24).

Tabla 24. Adecuabilidad del sistema para las cuantificaciones de sodio total y potasio.
Electrolitos Natural y de sabores

Respuesta de Sodio Respuesta de Potasio
Solucion  x(%)  LoOMACe oy x %) A% oy
1 79,96 180 79,85 180
2 79,96 181 0,32 79,85 181 0,56
3 79,96 181 79,85 179
4 90,04 191 89,88 191
5 90,04 190 0,30 89,88 190 0,30
6 90,04 190 89,88 190
7 99,95 200 99,81 200
8 99,95 200 0,00 99,81 200 0,00
9 99,95 200 99,81 200
10 110,02 210 109,85 210
11 110,02 210 0,00 109,85 211 0,27
12 110,02 210 109,85 211
13 119,93 220 119,72 220
14 119,93 219 0,26 119,72 221 0,26
15 119,93 220 119,72 220
r=0.9996 r=0.9993
r*=0.9993 r*=0.9985
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5.2 Precisién del sistema

Los coeficientes de variacion para las respuestas de glucosa, cloruros totales y
citratos fue menor al 1.5% y para las respuestas de sodio total y potasio fue menor
al 3% (Tabla 25), por tanto el sistema es preciso bajo las condiciones de analisis
establecidas, es decir, la variabilidad del sistema inherente a la respuesta analitica

no representa una fuente importante de error.

Tabla 25. Precision del sistema en la cuantificacion de electrolitos natural y de sabores.
Electrolitos Natural y de Sabor

Glucosa SIS Citratos S5ele Potasio
totales total
y (Volumen  (Volumen
Solucién x (%) (Rotacion Gastado  gastado de L 3{ Y (Lectura)
angular °) de AgNO; HCIO,4 (Lectura)
0.1N mL) 0.1N mL)
1 100 1.067 8.2 0.02 200 200
2 100 1.066 8.2 0.02 200 199
3 100 1.067 8.0 0.02 200 200
4 100 1.066 8.1 0.02 200 200
5 100 1.066 8.2 0.02 201 201
6 100 1.066 8.2 0.02 199 200
X(media) 1.066 8,15 0.02 200 200
CV (%) 0.04 1.03 0.0 0.316 0.316

5.3 Linealidad del sistema

La linealidad del sistema para glucosa se construyd a partir de pesadas
independientes y el resto de las determinaciones a partir de una solucién stock a
cinco niveles de concentracion por triplicado. Para fines representativos la

concentracion real, se toma como concentracion tedrica en porcentaje (Figuras 7
y 8).
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Figura 9. Representacion grafica de los resultados de linealidad del sistema en las
cuantificaciones de glucosa anhidra, citratos y cloruros totales en electrolitos en polvo
para solucion oral natural.

Figura 10. Representacion grafica de los resultados de linealidad del sistema en las
cuantificaciones de sodio total y potasio en electrolitos en polvo para solucién oral natural.
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Tabla 26. Linealidad del sistema en la cuantificacion de electrolitos en polvo para solucién
oral natural y de sabores.

Electrolitos natural y de sabor
Cloruros Sodio

Respuesta Glucosa Totales Citratos Total Potasio
y y
No. X y (Volumen (Volumen y y

(Rotacién gastado  gastado
angular®)  AgNOs; HCIO4
0.1INmL) 0.1NmL)

Solucion (%) (Lectura) (Lectura)

1 80 8,546 6.5 2.25 181 180
2 80 8,555 6.4 2.35 181 181
3 80 8,534 6.5 2.40 181 180
4 90 9,621 7.2 2.65 190 190
5 90 9,625 7.2 2.65 189 190
6 90 9,616 7.3 2.65 189 191
7 100 10,705 8.0 3.00 200 200
8 100 10,709 8.0 3.00 200 199
9 100 10,695 8.0 3.00 200 200
10 110 11,776 8.8 3.30 209 211
11 110 11,776 8.9 3.25 209 210
12 110 11,773 8.8 3.35 209 210
13 120 12,864 9.6 3.55 218 219
14 120 12,860 9.7 3.60 219 221
15 120 12,874 9.6 3.55 218 220
r 0.9999 0.9999 0.9958 0.9992  0.9990
r 0.9999 0.9999 0.9915 0.9985  0.9981

El coeficiente de correlacion mayor a 0.98 indica una fuerte correlacion entre la
concentracion y la rotacion optica de la curva de calibracion, asi como un buen

ajuste al modelo lineal.
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Tabla 27. Analisis de regresion para la linealidad del sistema.

Analisis de Regresion para Electrolitos Natural y de Sabores

Glucosa

Cloruros

Parametro Anhi Citratos ~ Sodio Total ~ Potasio
nhidra Totales
Sumx= 150051 153490 150417 149865  1498.17
Sumy=  160.53 12050 4455 29920  3002.00
Sumx’= 15310334 16012321 15385198 15272413 152622.24
Sumy?’=  1752.94 986.93 13525  599877.0  603766.00
Sumxy= 1638232 1257101 456115  301857.80 302807.76
n= 15 15 15 15 15
glin2)= 13 13 13 13 13
£0.975= 216 2.16 2.16 2.16 2.16
Penclente 0.11 0.08 0.03 0.94 1.00
Ore-origen .10 0.01 0.15 10519 100.72
Sylx= 0.1 0.00 0.01 0.16 0.18
Sbi= 0.0 0.00 0.00 0.00 0.00
LIC=  0.108 0.079 0.031 0.938 0.988
LSC=  0.108 0.079 0.032 0.950 1.003

El intervalo de confianza no incluye el cero en ninguna de las cuantificaciones, por
lo tanto, el método cumple consistentemente con los criterios de aceptacion
predeterminados y ha demostrando linealidad en el intervalo de concentraciones
de 80 a 120%.(Tabla 27)

5.4 Linealidad y exactitud del método

Se realizd construyendo una curva de calibracion (mg Adicionados en

comparaciéon con mg Recuperados) utilizando al menos cinco niveles vy
adicionando el placebo al menos por triplicado a cada nivel de concentracion:
80%, 90%, 100%, 110% y 120%, manteniendo constante la cantidad del placebo
analitico en los tres niveles. Asi mismo se realizé la exactitud del método con la
preparacion de tres muestras mas al 100%. Los resultados para la determinacién
de glucosa anhidra en electrolitos en polvo para solucidn oral sabor lima-limén se

muestran a partir de la tabla 28.

87



 J
Tabla 28. Resultados de linealidad y exactitud del método en la cuantificacion de glucosa

anhidra en electrolitos sabor lima-limon.

Solucién x (mg Adicionados) Recxp(emrg dos) % Recobro
1 16,035 15,910 99,225
2 16,036 16,056 100,129
3 16,017 16,036 100,118
4 18,038 17,998 99,782
5 18,030 18,000 99,835
6 18,374 18,002 97,975
7 20,047 20,039 99,963
8 20,017 19,821 99,020
9 20,043 20,054 100,054
10 20,031 20,037 100,031
11 20,023 20,030 100,034
12 20,020 20,019 99,994
13 22,056 22,069 100,058
14 22,038 21,908 99,414
15 22,025 22,024 99,995
16 24,047 23,981 99,729
17 24,063 24,009 99,778
18 24,050 24,007 99,822
Para Linealidad del Método r=0.9993 r’= 0.9986
. . Media al _
Para Exactitud del Método CV=0.4108%

100%=99.85%

El coeficiente de determinacién es mayor de 0.98%, lo que indica una fuerte
correlacion entre la respuesta analitica y la concentracion, en este caso entre la
rotacidon oOptica y la concentracion de glucosa anhidra, asi como un buen ajuste al

modelo matematico (Figura 5).
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Tabla 29. Analisis de regresion en la linealidad del método para la cuantificacion de
glucosa anhidra en electrolitos en polvo para solucion oral sabor lima-limon.

Analisis de regresion de los datos

Sum x = 360,988 Pendiente b1 = 1,002
Sumy= 360,002 Ord.origen bo = -0,094
Sum x*=  7.358,964 Sy/x = 0,102
Sumy?’=  7.320,119 Sb1 = 0,022
Sumxy =  7.339,431 Sb0 = 1,310

n= 18,000 Media X = 20,055
gl(n-2) = 16,000 Media Y = 20,000
T0.975 = 2,120

Tabla 30. Coeficiente de variacion de regresion e Intervalos de confianza para la

pendiente y la ordenada al origen en la linealidad del método.
Electrolitos Polvo para solucion oral sabor Lima-Limoén

Intervalo de confianza Para la pendiente
LIC = 0.956 LIC = L|m|t§ inferior de
confianza
LSC = 1,048 LSC =Limite superior

de confianza
El intervalo incluye la unidad

. Para la ordenada al
Intervalo de confianza

origen
LIC = 2,871 LIC = leltg inferior de
confianza
LSC = 2683 LSC =Limite superior

de confianza
El intervalo incluye el cero
CVy/x =
0,511%
El valor no excede el 3%

El intervalo de confianza para la pendiente incluye la unidad, indicando
sensibilidad del método en la cuantificacion de glucosa anhidra en el intervalo de
concentraciones de 80% a 120%. El intervalo de confianza para la ordenada al

origen incluye el cero, lo que indica proporcionalidad de la funcién analitica,
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es decir, que la recta pase por el origen y que cualquier desviacion puede

adjudicarse unicamente a un error aleatorio (tabla 30).

Tabla 31. Porcentaje de recobro y promedio aritmético para la linealidad del método.
Porcentaje de Recobro
y= 99,720%
CVv= 0,536%
El promedio de recobro estara 97-103%
El valor CV no excede del 3%

LIC = 99,454%
LSC = 100,086%
g = 99,720%

El intervalo incluye el 100% o que el promedio
aritmético del % se incluya en el intervalo 97-103%

El coeficiente de variacion de regresion es menor de 3%, el intervalo de confianza
para la media poblacional incluye el 100% y el promedio aritmético del % de
recobro esta dentro del intervalo de 97% a 103%, correspondiente a 15
concentraciones de Glucosa Anhidra, indicando que el método es eficiente para la

extraccion de Glucosa Anhidra. (Tabla 31).

Tabla 32. Calculos y resultados para la exactitud del método.
Porcentaje de Recobro para exactitud del método

CVv = 0,408 %
El valor no excede del 3%
LIC = 99,380 %
LSC = 100,317 %
Y = 99,849 %

El intervalo incluye el 100% o que el promedio
aritmético del % se incluya en el intervalo 97-103%
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Se obtuvo un coeficiente de variacion menor del 3% para el recobro en exactitud
del método, correspondiente a 6 concentraciones de Glucosa Anhidra al 100%, lo
que indica que el método es preciso y exacto bajo las condiciones de analisis
establecidas. El intervalo de confianza para la media poblacional incluye el 100% y
el promedio aritmético del % de recobro esta dentro del intervalo de 97% a 103%,

indicando la eficacia del método de extraccion en un 99.85%. (Tabla 32).

Figura 11. Representacién grafica de mg Adicionados con respecto a los mg
Recuperados en la cuantificacion de electrolitos en polvo para solucién oral sabor lima-

limon.
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“Todos los resultados de las cuantificaciones cumplen con los criterios de ®
aceptacion, indicando que los métodos son eficaces, exactos, precisos y con
elevada correlacion entre la respuesta analitica y la concentracion de la muestra

en los rangos de concentracion establecidos (Tablas 33 a 39).

Tabla 33. Resutados globales de la linealidad del método en la cuantificacion de glucosa .
Linealidad del Método para Glucosa Anhidra

. Sabor
Determinacion Parar_n_etro_ y Lima-
especificacion  Natural Pifa Manzana Limén imén Naranja
2
i
(20.98%) 0.999 0.996 0.997 0.999 0.999 0.999
IC(B4) 0.96, 0.95, 0.95, 0.95, 0.96, 0.96,
(incluye 1) 1.05 1.05 1.04 1.04 1.05 1.05
IC(Bo) -2.87, -2.82, -2.69, -2.72, -2.87, -2.85,
(incluye 0) 2.68 2.74 2.86 2.83 2.68 2.70
Glucosa CVyxy
Anhidra (£3%) 0.51 0.90 0.77 0.53 0.51 0.42
IC(M) 99.45, 99.42, 99.35, 99.59, 99.45, 99.58,
(incluye 100%) 100.09 100.37 100.17 100.19 100.09 100.06
Y
(97%-103%) 99.72 99.85 99.71 99.84 99.72 99.77
CcVv
(<3%) 0.54 0.87 0.72 0.50 0.54 0.39
Tabla 34. Resutados globales de la linealidad del método en la cuantificacion de cloruros
totales.
Linealidad del Método para Cloruros totales
. Sabor
Determinacién Parametro_ y Lima-
especificacion  Natural Pifa Manzana Limén imén Naranja
2
r
(20.98%) 0.997 0.998 0.998 0.998 0.998 0.998
IC(B4) 0.94, 0.95, 0.95, 0.96, 0.92, 0.94,
(incluye 1) 1.03 1.04 1.04 1.05 1.01 1.03
IC(Bo) -2.28, -2.82, -3.04, -2.93, -1.94, -2.50,
(incluye 0) 3.28 2.74 2.51 2.63 3.61 3.05
Cloruros CVyy
totales (<2%) 0.75 0.57 0.58 0.64 0.64 0.54
IC(M) 99.45,  98.83, 98.54, 99.74, 99.21, 99.38,
(Incluye 100%) 100.44  99.48 99.24 100.45 100.06 100.00
Y
(98%-102%) 99.89 99.11 98.84 100.04  99.58 99.64
Cv
(£2%) 0.89 0.56 0.61 0.61 0.76 0.53
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Tabla 35. Resutados globales de la linealidad del método en la cuantificacion de citratos
Linealidad del Método para Citratos

Parametro y
especificacion

r.2

(20.98%)
IC(B+)
(incluye 1)
IC(Bo)
(incluye 0)
CVX/Y
(£2%)
IC(u)
(incluye
100%)

Y
(98%-102%)
CVv
(<2%)

Determinacion

Citrato
Trisédico
Dihidratado

Natural

0.989

0.92,
1.01

-2.69,
2.87

1.43

98.66,
100.27

99.41

1.53

Pifa
0.990

0.96,
1.05
-2.76,
2.80

1.37

100.1
7,101
.52
100.7
9

1.25

Sabor
Manzana Limon
0.994 0.989
0.99,

109 0.96, 1.06
-2.87, -2.79,
2.68 2.76
113 1.45
100.01, 99.56,
101.33 101.08
100.62 100.27
1.23 1.45

Lima-
limoén
0.988

0.93,
1.02
-2.68,
2.88

1.45

99.85,
101.36

100.55

1.41

Tabla 36. Resutados globales de la linealidad del método en la cuantificacion de sodio

tota.
Linealidad del Método para sodio total
. Sabor
Determinacion Parametro_ y
especificacion Natural Pina Manzana Limoén
r2
(20.98%) 0.997 0.989 0.998 0.994
IC(B4) (incluye 0.97, 0.91, 0.98, 0.95,
1) 1.06 1.00 1.07 1.04
IC(Bo) (incluye -2.81, -2.71, -2.82, -2.78.
0) 2.74 2.84 2.73 2.78
o CVX/Y
Sodio total (£3%) 0.82 1.39 0.66 1.09
IC(M) 99.39, 98.09, 99.45, 99.11,
(incluye 100%) 100.44  99.52 100.32 100.29
Y
(97%-103%) 99.87 98.75 99.83 99.65
cv
(£3%) 0.95 1.36 0.78 1.09

Lima-
limoén
0.998

0.96,
1.05
-2.79,
2.76

0.61

99.09,
99.82

99.40

0.63

93

Naranja

0.994

0.94,
1.03

-2.72,
2.84

1.05

100.45,
101.53

100.94

0.97

Naranja

0.991

0.94,
1.03

-2.73,
2.82

1.30

100.08,
101.53

100.75

1.35



Tabla 37. Resutados globales de la linealidad del método en la cuantificacion de potasio.
Linealidad del Método para potasio

Parametro y
especificacion

r.2

(20.98%)
IC(B+)
(incluye 1)
1C(Bo)
(incluye 0)
CV)(/Y
(£3%)
IC(u)
(incluye 100%)
Y
(97%-103%)
CcVv
(<3%)

Determinacion

Potasio

Natural

0.999

0.99,
1.08
-2.81,
1.74

0.55

98.53,
99.46

98.95

0.84

Pifa
0.998

0.98,
1.07

-2.81,
2.75

0.66

98.17.
99.06

98.57

0.80

Sabor
Manzana Limoén
0.996 0.994
0.98, 0.99,
1.07 1.08
-2.81, -2.81,
2.75 2.75
0.89 1.09
98.43, 99.20,
99.62 100.59
98.98 99.84
1.11 1.30

Lima-
limoén
0.997

0.98,
1.07

-2.80,
2.75

0.75

98.49,
99.47

98.93

0.90

Naranja

0.995

0.99,
1.08
-2.81,
2.75

1.01

99.19,
100.40

99.74

1.1

Tabla 38. Resultados globales de la exactitud del método en las cuantificaciones de
glucosa, cloruros totales y citratos.
Resultados Globales de Exactitud del Método

Parametro y
especificacion

Ccv
(s3%)
Glucosa IC(M)
Anhidra (incluye 100%)
Y
(97%-103%)
Ccv
(£2%)
Cloruros IC(M)
Totales (incluye 100%)
Y
(98%-102%)
Ccv
Citrato (s2%)
e IC(M)
trisddico .
dihidratado (mcluyg 100%)
(98%-102%)

Determinacion

Natural

0.41

99.38,
100.32

99.85

0.0

99, 36,
99,36

99.36

1.82

96.306,
100.48

98.43

Pifa
0.53

99.19,
100.40

99.80

0.63

98.52,
99.95

99.24

1.35

99.68,
102.82

101.26

Sabor
Manzana Limon
1.06 0.59
98.58, 99.12,
101.01 100.47
99.80 99.80
0.50 0.49
98.63, 99.82,
99.76 100.96
99.20 100.39
0.85 0.88
100.01,  98.15,
101.98  100.15
101.00 99.15

Lima-
limoén
0.41

99.38,
100.32

99.85

0.0

99.00,
99.00

99.00

0.87

98.83,
100.84

99.84

Naranja

0.50

99.23,
100.37

99.81

0.49

99.36,
100.50

99.93

0.68

99.92,
101.51

100.72
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Tabla 39. Resultados globales de la exactitud del método en las cuantificaciones de sodio
total y potasio.
Resultados Globales de Exactitud del Método

. Sabor
Determinacién Parar.n.etro. y Lima-
especificacion Natural Pifa Manzana Limén limon Naranja
Ccv
(£3%) 0.43 1.61 0.43 1.25 0.81 0.93
Sodio Total IC(u) 99.81, 97.65, 99.84, 98.16, 98.71, 98.73,
(incluye 100%) 100.81 101.34 100.84 101.02 100.56 100.85
Y
(97%-103%) 100.31 99.51 100.34 99.60 99.64 99.79
cv
(<3%) 0.77 0.55 0.84 0.65 0.84 0.91

IC(M) 98.32, 97.63, 98.120, 98.88, 98.44, 98.53,
(incluye 100%) 100.07 98.84 100.11 100.36  100.35 100.62

Y
(97%-103%) 99.20 98.24 99.16 99.62 99.39 99.58

Potasio

5.5 Especificidad del método

Se obtuvo la respuesta analitica de la preparacién del blanco, un placebo
correspondiente a cada sabor de cada una de las cuantificaciones, asi como de
una solucion de referencia y una muestra (segun corresponda). Los resultados se

presentan en la tabla 40.

La presencia de otro componentes en la matriz de la muestra correspondiente a
cada cuantificacién no interfiere en la respuesta del analito de interés, indicando
que el método es especifico, es decir, la respuesta analitica del método es unica al

analito.
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Tabla 40. Especificidad del método para las cuantificaciones en los diferentes sabores de
electrolitos en polvo para solucion oral. (SR= Sin Respuesta; R=Respuesta)

Especificidad del Método en Electrolitos en polvo para solucién oral

Sabor
Determinacion Lima-
Natural Manzana Pina Limoén .' , Naranja
limén
Blanco SR SR SR SR SR SR
Glucosa 5 cebo SR SR SR SR SR SR
Muestra R R R R R R
Blanco SR SR SR SR SR SR
Cloruros
totales Placebo SR SR SR SR SR SR
Muestra R R R R R R
Citrato Blanco SR SR SR SR SR SR
tnsodico  “po b SR SR SR SR SR SR
dihidratado
Muestra R R R R R R
Blanco SN SN SN SN SN SN
Placebo
. SN SN SN SN SN SN
Sodio total ~ de sodio
y Placebo
potasio de SN SN SN SN SN SN
Potasio
Estandar R R R R R R
Muestra R R R R R R

5.6 Estabilidad analitica de la muestra

Se determind mediante la comparacién de los resultados de los analisis iniciales
de las muestra, con los obtenidos de las mismas muestras después de
permanecer por un tiempo determinado en diferentes condiciones (Tablas 41 y
42).
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Taba 41. Resultados de la estabilidad analitica de la muestra en condiciones de
refrigeracion, en la cuantificacion de glucosa anhidra en electrolitos en polvo para solucion
oral sabor natural.

. . Refrigeracion
Inicial

Muestra (Yo) 24 g/ cl))r 85 48horas (y) 72 horas (ya3)
1 1.0664 1.0695 1.0716 1.0721
2 1.0664 1.0681 1.0680 1.0724
3 1.0662 1.0691 1.0664 1.0722
Sumatoria = 3.1990 3.2067 3.2060 3.2167
Promedio = 1.0663 1.0689 1.0687 1.0722
|di|= 0.026 0.023 0.059

Taba 42. Resultados de la estabilidad analitica de la muestra a temperatura ambiente, en
la cuantificacion de glucosa anhidra en electrolitos en polvo para solucién oral sabor

natural.
. . Temperatura Ambiente
Muestra [fEL 24 horas
(Yo) (y1) 48 horas (y2) 72 horas (ys)
1 1.0670 1.0634 1.0667 1.0659
2 1.0661 1.0669 1.0720 1.0671
3 1.0670 1.0666 1.0702 1.0669
Sumatoria = 3.2001 3.1969 3.2089 3.1999
Promedio = 1.0667 1.0656 1.0696 1.0666
|di|= 0.011 0.029 0.001

De acuerdo a las diferencias absolutas de las tablas anteriores, la estabilidad de la

muestra disminuye con el transcurso del tiempo.

La diferencia absoluta de la media aritmética en cada condicién de almacenaje
respecto al analisis inicial es menor del 3%, lo que indica que la muestra es
estable hasta las 72 horas, almacenada a temperatura ambiente y en

refrigeracion.
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Taba 43. Diferencias absolutas (|di|) globales de la estabilidad analitica de la muestra en
las cuantificaciones de glucosa, cloruros totales, citratos, sodio total y potasio en
electrolitos en polvo sabor natural.

Estabilidad analitica de la muestra

Condicion de Exposicion

Refrigeracion 4-6°C Temperatura Ambiente 25°C
(horas) (horas)

Determinacion o4 48 79 24 48 79

.y. ., horas horas horas horas horas horas
especificacion
Glucosa
Anhidra

|di|<3% 0.026 0.023 0.059 0.011 0.029 0.001
Cloruros

Totales 0.133 0133 0267 0.033 0.067  0.500
|di|<2%
Citrato
Trisodico

Dihidratado 0.133 0.067 0.083 0.067 0.033 0.033
|di|<2%
Sodio Total

0.007 0.007 0.000 0.007 0.007 0.000
|di|<3%
Potasio

0.000 0.003 0.011 0.000 0.005 0.016
|di|<3%

Las soluciones stock correspondientes a cada cuantificacién, no sufren cambios
significativos, ya que los valores de las diferencias absolutas estan por debajo de
la especificacion (|di|<2% ¢ |di|<3%), cuando se almacenan durante 72 horas a
temperatura ambiente (25°C) 6 en refrigeracién (4-6°C), lo que indica que pueden

ser almacenadas y manipuladas durante este periodo de tiempo. (tabla 43).
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5.7 Precision intermedia
Se determind la reproducibilidad entre analista en dos dias diferentes utilizando

una muestra homogénea de producto terminado. Se calculd el CV y el % Recobro.

Tabla 44. Resultados de precision Intermedia en la cuantificacion de glucosa anhidra en
electrolitos en polvo para solucion oral sabor natural.

Precision Intermedia ANALISTA 1 ANALISTA 2
RECOBRO % RECOBRO %
(Glucosa anhidra) (Glucosa anhidra)
96,00 96,85
1 95,37 95,88
© 95,78 95,97
e 96,81 97,33
2 96,87 97,09
96,65 97,15
Desv.est. =0.64 Promedio =96.48%
% Recobro (Glucosa anhidra) =96.479%
CV =0.67%

El valor no excede del 3%

El coeficiente de variacion global en la precision intermedia de la cuantificacion de
Glucosa Anhidra en electrolitos polvo sabor natural es menor del 3% entre dias y
entre analistas, lo que indica la reproducibilidad del método, y que la valoracion se

encuentra dentro de especificaciones (Tabla 44).

Los coeficientes de variacion correspondientes a cada cuantificacion cumplen con
el criterio previamente establecido, asi como los resultados para las valoraciones
estan dentro del rango predeterminado cuando el método analitico es aplicado
bajo las condiciones de laboratorio, por dos analistas en distinto dias (Tabla 45).

Por lo tanto el método tiene repetibilidad y reproducibilidad entre dias y analistas.
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Tabla 45. Resultados globales de precision intermedia en las cuantificaciones de glucosa,
cloruros totales, citratos, sodio total y potasio.
Precision Intermedia Global
Sabor
o e s o ., Lima- .
Determinacion Especificacion Natural Pifa Manzana Limon limon Naranja

% Recobro

SLuhCigfs (95% - 105%) 96.48 97.51 96.94 96.26 97.51 98.62
CV<3% 0.67 0.92 0.97 0.99 0.95 1.31
cl % RECODIO 40139 40194 10374 10174 99.65 104.35
otaloe (5% -115%) ' ' ' ' - -
CV=<2% 1.88 1.93 1.86 1.89 1.98 1.91
Citrato %Recobro
~Itra (95% - 115%) 10145 102.66 112,53 101.60 105.04 100.80
trisddico
dihidratado
CV=<2% 1.89 1.46 1.98 1.78 1.64 1.28
% Recobro
. (90% - 115%) 99.25 102.32 112.93 99.10 99.40 100.35
Sodio total
CV<3% 0.84 1.23 1.05 2.69 2.49 2.85
% Recobro
. (95% - 115%) 100.08 96.67 10065 101.36 99.14 98.03
Potasio

CVs3% 2054 2.071 1.119 2014 2629 2778
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Capitulo 6. Conclusiones

*Los objetivos tanto el general como los particulares fueron cubiertos.

*Los sistemas fueron adecuados, precisos y lineales en el intervalo de
concentraciones de 80% a 100%, para los analisis de glucosa anhidra, cloruros

totales, citrato trisddico dihidratado, sodio total y potasio.

*Las metodologias analiticas para las cuantificaciones de glucosa anhidra,
cloruros totales, citrato trisddico dihidratado, sodio total y potasio demostraron
proporcionalidad entre la respuesta analitica y la concentracidn del analito dentro

del intervalo de 80% al 120% determinado en placebos cargados.

*Las metodologias analiticas son exactas, ya que demostraron concordancia entre

los resultados analiticos individuales en seis repeticiones.

*Las metodologias analiticas son especificas para las cuantificaciones de glucosa
anhidra (polarimetria), cloruros totales (volumetria), citrato trisédico dihidratado

(volumetria), sodio total y potasio (flamometria).

*Las muestras analiticas son estables hasta 72 horas al ser almacenadas en

temperatura ambiente y en refrigeracion (4-6°C).

*Las metodologias analiticas para las cuantificaciones de glucosa anhidra,
cloruros totales, citrato trisddico dihidratado, sodio total y potasio son

reproducibles entre dias y analistas.

*Las metodologias analiticas para las cuantificaciones de glucosa anhidra
(polarimetria), cloruros totales (volumetria), citrato trisédico dihidratado
(volumetria), sodio total y potasio (flamometria) en electrolitos en polvo para
solucién oral de sabores (natural, manzana, pifia, limén, lima-limén y, naranja)
quedaron validados, por lo tanto son adecuado para dichas cuantificaciones y para

ser utilizados en los Laboratorios Apotex.
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Anexo 1. Formulas

m

Adecuabilidad del sistema
A) Media Aritmética:
y=2y/n
B) Desviacion Estandar:
s =((n (Zy?) - (Zy))/( n (n-1))
C) Coeficiente de variacion:

CV = (s / y)*100

Precision del Sistema
A) Media Aritmética:
y=2y/n
B) Desviacion Estandar:
s =((n (Zy?) - (Zy))/( n (n-1))
C) Coeficiente de variacion:

CV = (s / y)*100

Linealidad del Sistema

A) Pendiente:
bi= (n Ixy -$x Sy) (n 3x* - (3x)%)

n=numero de mediciones (concentracion- respuesta analitica)
B) Ordenada al Origen:

bo= (3y -b13>x)/ n
C) Coeficiente de determinacion:

r’= (n(3xy) ~(ZX)( ZY)n(Ex*)-(3x)*) (N(ZY*)-(y)’)



D) Intervalo de confianza para la pendiente:
IC (B1) =b1 * t0.975,n-25b1
Sb1= Sy V(1/(Xx*-((£x)*/n))
Svx=V(Ty*-b1 3 xy-bo} y)/n-2

to.075 n-2=Referirse a la tabla 48 para determinar el valor de la t de Student.

Exactitud y Repetibilidad del Método

A) Media Aritmética:
y=2y/n

B) Desviacion Estandar:
s =((n (Zy?) - (Zy))/( n (n-1))

C) Coeficiente de variacion:
CV=(s/y)*100

D) Intervalo de confianza para la media poblacional:
IC(p) = § * to.o75,n1(S/ Vn)

to.075, n-2=Referirse a la tabla 48 para determinar el valor de la t de Student.
n= numero de recobros

Linealidad del Método
A) Cantidad Adicionada vs cantidad recuperada

B) Pendiente:
bi= (n Ixy -$x 3y) (n 3x* - ((£x)°)

n=numero de mediciones (concentraciéon adicionada- respuesta
recuperada)



C) Ordenada al Origen :

bo= (2y —b13x)/ n
D) Coeficiente de determinacion:

r’= (n(Ixy) ~(2)( Zy)n(Ex*)-(3x)%) (n(Zy*)-(Sy)*)
E) Intervalo de confianza para la pendiente:

IC (B1) =b1 * t0.975,n-25b1

Sb1= Sy V(1/(3x-((2x)*/n))

Svix=V(Zy?*-b13 xy-beY y)/n-2

to.075 n2=Referirse a la tabla 48 para determinar el valor de la t de Student.
F) Intervalo de confianza para la ordenada al origen:

IC (Bo) =bo * t0.975,n-2560

Sbo= SyxV((1/n) + ((X)*/(XX*-((£x)*In))) )

x=)x/n

Svix=V(Zy?*-b13xy-beYy)/in-2

to.075, n-2=Referirse a la tabla 48 para determinar el valor de la t de Student.
G) Coeficiente de variacion de regresion:

CVyix= (Syix/ y) x 100

y=2y/n

Precision Intermedia (Precisiéon del Método)
A) Media Aritmética:

y=2y/n

B) Desviacion Estandar:
s =V((n (Zy?) - (Xy))/( n (n-1)))



C) Coeficiente de variacion:
CV =(s/y)*100

n= numero de muestras de contenido/ potencia/ valoracién

Estabilidad Analitica de la muestra
A) Media Aritmética del analisis inicial:
Yo=2VYo/no
No= numero de muestras del analisis inicial.
B) Media Aritmética del analisis de cada condicion de almacenaje:
yi=2YViln
n; = numero de muestras del analisis de la i-ésima condicion de almacenaje.

C) Diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicién de almacenaje
respecto de la media aritmética del analisis inicial:

|dil= " lyi —Yol

Robustez
A) Media Aritmética de la condicidon normal de operacion:
Yo=2Yo/Nng
no= numero de muestras de la condicién normal de operacion.

B) Media Aritmética del analisis de cada condicion de operacion diferente a la
condiciéon normal:

yi=2Yyiln;

n; = numero de muestras de la i-ésima condicion de operacion.



 J
C) Diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicion respecto de la

media aritmética de la condicién normal:

[dil= " lyi =Yol

Tolerancia
A) Media Aritmética:
y=2y/n
B) Desviacion Estandar:
s =((n (Zy?) - (Zy))/( n (n-1))
C) Coeficiente de variacion:
CV=(s/y)*100

n= numero de muestras de contenido/ potencia/ valoracion

Limite de Deteccion (LD)
1) Seial Ruido

Tabla 46. Ejemplo de resultados tabulados para la estimacion del Limite de Deteccion
(LD) con base en la sefal ruido.

Muestra Senal Analitica
Blanco o Ruido 3525
3*Ruido 10575

Analito ppm
0.5 4215
1 6954
1.5 9267
2 11045 LD

2.5 13578



2) Curva de calibracion basado en la desviacidon estandar de los blancos.
A) Pendiente:

bi= (n Ixy -¥x Sy) (n ¥x* - ((3x)?)

n =numero de mediciones (concentracion- respuesta analitica)
B) Coeficiente de determinacion:

r’= (n(Ixy) ~(2x)( Ty)n(Ex*)-(3x)%) (n(Zy*)-(2y)*)
C)Intervalo de confianza para la pendiente:

IC (B1) =b1 * t0.975,n-25b1

Su1= Sy V(1/(IX-((x)*/n))

Svx=V((Zy*-b13xy-boY y)/n-2)

bo=(>y-b12 x)/n

to.o75 n-2=Referirse a la tabla 48 para determinar el valor de la t de Student.

Para los Blancos
D)Desviacién estandar de los blancos
Sp = (n (Xy?) - (Xy)?)/( n (n-1))
n=numero de blancos
Formula para el Limite de Deteccion(LD)
LD= (3.3 x Sy)/b4
3) Curva de calibraciéon basado en la desviaciéon estandar de regresion
A) Pendiente
bi= (n ¥xy -¥x Sy) (n $x* - ((3x)*)

n =numero de mediciones (concentracion- respuesta analitica)
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B) Coeficiente de determinacion:
r’= (n(3xy) ~(ZX)( ZY)n(Ex)-(3x)*) (N(Zy*)-(y))
C) Intervalo de confianza para la pendiente:
IC (B1) =b1 * to.975,n-2Sp1
Sp1= Sy V(1(ZX*((2x)*In))
Svix=V((Zy?*-b13xy-bo3y)/n-2)
bo=(2> y-b1) x)/n

to.o75 n2=Referirse a la tabla 48 para determinar el valor de la t de Student.

Formula para el limite de deteccién (LD)

4) Curva de calibraciéon basado en la desviacion estandar de la ordenada
al origen.

A) Pendiente:
bi= (n Ixy -¥x Ty)/ (n $x* - ((£x)?)
n =numero de mediciones (concentracion- respuesta analitica)
B) Coeficiente de determinacion:
r’= (n(Ixy) —(3x)( ZY)’In(3x*)-(2x)°) (n(Zy*)-(Zy)’)
C) Intervalo de confianza para la pendiente:
IC (B1) =b1 * to.975,n-2Sb1
Sp1= Sy V(1(ZX*-((2x)*In))
Svx=V((Zy*-b13xy-bo3y)/n-2)
bo=(3> y-b1) x)/n

to.075 n-2=Referirse a la tabla 48 para determinar el valor de la t de Student
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D) Desviacion estandar de la ordenada
Sbo= Syx\((1/n) + (X)*/(XX3((3x)*/n))) )
x=)x/

Férmula para el Limite de Deteccion (LD)

LD= (3.3 X Sbo)/b1

Limite de Cuantificacion (LC)

1) Senal Ruido

Tabla 47. Ejemplo de resultados tabulados para la estimacion del Limite de Cuantificacion
(LC) con base en la sefal ruido.

Muestra Seial Analitica
Placebo anal[tlco (Blanco o 3505
Ruido)
10*Ruido 35250
Analito ppm
5 15228
10 26250
15 37145
20 42180 LC
25 59624

2) Curva de calibracion basado en la desviacion estandar de los blancos.
A) Pendiente:
bi= (n ¥xy -Sx Ty)/ (n ¥x* - ((x)?)
n =numero de mediciones (concentracion- respuesta analitica)
B) Coeficiente de determinacion
r’= (n(Ixy) —(3x)( TY)Hn(Ex*)-(2x)°) (n(Zy*)-(Zy)°)
C) Intervalo de confianza para la pendiente:

IC (B1) =b1 * t0.975n-2Sb1
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Sb1= SyxV(1/(Xx*-((£x)?/n))

Syx=V((Ty?-b13xy-bo3 y)/n-2)

bo=(>y-b1) x)/n

to.075 n-2=Referirse a la tabla 48 para determinar el valor de la t de Student.
Para los Blancos

D) Desviacién estandar de los blancos :

S = V(n (2y?) - (2y))/( n (n-1))

n=numero de blancos
Formula para el Limite de Cuantificaciéon (LC)

LC= (10 X Sb)lb1

3) Curva de calibracién basada en la desviacidon estandar de regresion
A) Pendiente:
bi= (n ¥xy -Sx Ty) (n ¥x* - ((x)?)
n =numero de mediciones (concentracion- respuesta analitica)
B) Coeficiente de determinacion:
r’= (n(Ixy) () Zy)n(Xx*)-(3x)%) (n(Zy*)-(Zy)?)
C) Intervalo de confianza para la pendiente:
IC (B1) =b1 * t0.975,n-25b1
Sb1= Sy V(U(ZX*-((2x)*))
Svix=V((Ty?-b13xy-bo3 y)/n-2)
bo=(>y-b12 x)/n

to.075, n-2=Referirse a la tabla 48 para determinar el valor de la t de Student.



Férmula para el limite de cuantificacion (LC)

4) Curva de calibracion basado en la desviacion estandar de la ordenada
al origen.

A) Pendiente:
bi= (n Ixy -¥x Sy) (n $x* - ((3x)?)
n =numero de mediciones (concentracion- respuesta analitica)
B) Coeficiente de determinacion:
r’= (n(Ixy) ~(2)( Zy)n(2x*)-(3x)%) (n(Zy*)-(2y)?)
C) Intervalo de confianza para la pendiente:
IC (B1) =b1 * t0.975,n-25b1
Su1= Sy V(1/(EX-((x)*/n))
Svix=V((Zy*-b13xy-bo3y)/n-2)
bo=(> y-b1> x)/n
to.075 n-2=Referirse a la tabla 48 para determinar el valor de la t de Student.
D) Desviacion estandar de la ordenada al origen:
Sbo= SyxV((1/n) + ((X)*/(XX*-((£x)*In))) )
x=>x/n
Formula para el limite de cuantificacion

LC= (10 x So)/b;
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Tabla 48. Tabla estadistica de la distribucion t de Student.

to.075

12.706
4.303
3.182
2.776
2.571
2.447
2.365
2.306
2.262
2.228
2.201
2179
3.160
2.145
2.131
2.120
2.110
2.101
2.093
2.086
2.080
2.074
2.069
2.064
2.060

Grados de
Libertad
26

27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

to.075

2.056
2.052
2.048
2.045
2.042
2.040
2.037
2.035
2.032
2.030
2.028
2.026
2.024
2.023
2.021
2.020
2.018
2.017
2.015
2.014
2.013
2.012
2.011
2.010
2.009

Grados de
Libertad
51

52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
4l
72
73
74
75

to.o75

2.008
2.007
2.006
2.005
2.004
2.003
2.002
2.002
2.001
2.000
1.999
1.998
1.998
1.997
1.997
1.996
1.995
1.995
1.994
1.994
1.993
1.993
1.993
1.992
1.984

Xi
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