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OBJETJV;JS 1 

GENERAL1 

Desarrollar y validar un Mtodo alternativo al método oíicial, 

ut11uando para ello la fluorescencia nativa del Clorhidrato de 

Ciprofloxacina [333 y empleando la Espectrofluorometrla C4,7,B,40.41l 

para la determinacion de este antibiótico con prec1s16n 1 exactitud 

especificidad. 

ESPECIFICOS1 

1. Caracterizar la mataría prima de acuerdo a la norma oficial 

existente <La Farmacopea de los Estados Unidos XXII 1er. SuplementoJ. 

2. Determinar si las propied~des medidas en la caracterización 

est.an dentro de los lt.mites de la norma oflc1~L 

3. Encontrar las condiciones optimas para la cuantificación por el 

método Espectrofluorométrico y para el lo se hara lo si9uiente: 

3.1. Detectar el Clorhidrato de Ciprofloxacina ~ concentraciones 

elevadas < 5 a 10 µ9/ml> para saber si hay respuesta anall tica. 

3.2. Una vez detectada, obtener la c:onc:entra.c.ión optima desde el 

punto de vista de procedimiento, instrumental y gráfico. 

4. Llavar a cabo la val 1daciOn del me todo se9•.:m documentos 

oficiales de La Farmacopea de los Estados Unidos XXII y La 

Or9anizacion Mundial de la Salud que establacen los siguientes 

para.metros de validación: 

4.t. Ver1f1car la ltnealtdad del metodo desarrollado y propuesto: 

Linealidad en el sistema <invclL•c:rando factores tales coma equipo, 

condiciones inst1•umentale;, Proc:edimiento y estándar). Linealidad del 

meteco en =>.1. <t•W'=>lucrando factora~ tales come; eQUipo. condiciones 

tnstrumentale:.. Procea1mento y mu::st1·a>. 



4.2. Determinar la Precis1on del metc..:lo: 

4.2.1.RePettbíl idad. 

4.2.2.Reprodut:ibilidad entre d1as. 

4.2.3.fieProducibtlidad entre .,¡nal1stas. 

4. 3. Determinar la ell'act i tud del me todo. 

4.4. Dejar establecido la etspecificidad del metodo. 

4.5. Determinar la sensibilidad )'el llmite de deteccton. 

4.6. Analizar los resultados de los puntos anteriores de manera 

estadistica. 

4. 7. Establecer conforme a los resultados estad! sticos el grado de 

confiabilidad, las ventaJa.s y li111itaciones 11ue ofrezca este método 

propuesto. 



IHTRODUCCIO~: 

Oespu~s de la obter1ción y estudio del acido nalid1x1co por más de 

veinte ai'{os, d1versos compuestos relacionados qu1m1camente fueron 

sintetizados para obtener nuevos agentes 9uim1oterapéuticos 

meJores propiedades farmacoc: inéticas farmac:ológicas 

C9,12,20,2B,30-32J. Dentro del 9rupo de las fluoroquinolonas fue 

sintetizado en 1983 por Bayer en la República Federal Alemana un nuevo 

tipo de antibiótico oral eficaz contra microorganismos Gram negativos 

que incluye a las Enterobacteriacea, Escherichia coli, Klebsiel la 

pneumon1 ae, En terobacter cloacae, Serratia marcescens, Proteus 

mirabilis, Proteus vulgaris, Providencia rett9eri, Salmonella sp. 1 

Shi9ella sp., Pseudomona aeru9inosa 1 Neisseria meningitidis. Neisseria 

gonhorrea, Hemophilus influenzae, Legionella pneumophila; presenta 

actividad moderada contra Ch lamydia trachomat is, Mycop lasma pneomon ia. 1 

Staphylococcus aureus (incluso las cepas resistentes a la meticilina>, 

Streptococcus, Ureaplasma urealyt icum. Su actividad antimicrob iana 

incluye a los microorganismos resistentes a las penicilinas, a las 

cefalosporinas y a los a•ino9luc6sidos. La potencia 11 in vitre" de la 

Ciprofloxacina es de 4 a 8 veces 111ayor a la reportada con las otras 

quinolonas en la mayori a de los patógl!flos probados. Su principal 

ventaja es qua permite el tratainiento oral de enfermedades como la 

osteomielitis, que antes requeria la hospitalización para la 

administrac1on de antibacteriales parenterales Cl,2 1 S,9-1B,20-32J .. La 

C1profloxacina usualmente tiene acción bactericida, el mecanismo de 

acc1on del fármaco no ha sido escl arec.ido, al igual que las otras 

quinolonas inhibe a la enzima DNA guc:iaa. bacteriana <Topoisomerasa de 

tipo IIJ, la replicación del DNA en la division celular se detiene, 
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probablemente la célula bacteriana evita copiar el DNA daf'\ado para las 

generaciones subsiguientes, por lo que no es sorprendente que el 

farmaco mate a la bacteria [2,5,12,17,20,24 1 29-32]. Alcanza 

concentraciones sertcas eficaces de 3-5 µg/ml después de sola 

dosis de 50(1 mg, se distribuye ampliamente en tejidos y fluidos del 

cuerpo, gener•lmente se encuentra a elevadas concentraciones en bilis, 

riR6n, utero, fluido seminal, a..nigdalas, endometrio, trompas de 

falopio y ovarios. En la mayori a de estos tejidos y flu1 dos las 

concentractones alcanzadas son mayores 9ue las séricas. El fármaco 

también se distribuye en tejido 6seo, 11 qui do extracelular, asputo, 

saliv~, SRcresi6n nasal, músculo, tejido adiposo, carti lago.Es 

concentrada dentro de neutrófilos y las concentraciones promedio en 

estas células pued2n ser de 2 hasta 7 veces mayores a las 

concentraciones extracelulares, sin embargo no muestra influencia en 

la quil\otaxis, fagocitosis o función bactericida de 9ranulocitos "in 

vivo", pero en concentraciones subinhibi torias de el fármaco se hia 

observado que puede hacer ctue la bacteria sea más susceptible para la 

fagocitosis y aorir. El tie.po de vid~ de eliminación para adultos 

sanos es de 3 a 5 horas, su tiempo de distribución promedio de 

0.18-0.37 horas. Es parcialmente metabolizada en el hi9ado por 

modificación del 9rupo piperazino de su estructura quimica en al menos 

cuatro Jletabol i tos, la Ciprofloxacina y sus metabol i tos son excretados 

en orina y heces. El farmaco es excretado sin cambio en orina por 

fl l traci6n 9lomarular y secregión tubular, los metabcl i tos 

identificados como: Deset i lene iprof loxac ina, SuHoc1prof loxacina, 

Oxcciproflo:<acina y N-formilciprofloxacina son excretado= en orina er1 

los si9uientes porcentaJes 1-2'l., 3-8%, ::.-e~: y 111enor al 1% de la. dosis 

total, respectivamente. Los meta.bolito~ tienen ac tiv1da.d 



ant1bacteriana que aparentemente es menor a la C1proflo::¿1.cin.; ?ero 

puede ser similar o mayor que la de algunos Tármacos 

CS,9,12,17,20.24,28-31). El farmaco es utll1zadc en adultos para el 

tratamiento de infecc1ones de las vlas urtnar1as, de los huesos y de 

las articulaciones, de la ptel, de los teJidos blandos. de las v.ias 

respiratorias, as! como para tnf'.ecc iones 9astro1ntestinales, la 

gonorrea, la 9uim1oprofilaxis en pacientes neutropénicos y otras 

aplicaciones rt7 ,22,3(1). Su dosificación en fibrosis qul. stica es de 

750 119 cada 12 hor•s, para gonorrea una sola dosis de 25(1 119 1 en 

infección intestinal 500 mg cada 12 horas durante 5 di as, 

Osteomielitis 7:i0 m[J Cilda 12 horas, infeCClOOES de las V!dS 

!'espiratorias y de los tejidos blandos 750 mg cada 12 hora::;, 

infecciones de las vias urinarias 250-Sr)O mg cada 12 horas. El 

tratamianto con Ciprofloxacina suele administrarE>e durante 7-14 dl as o 

a.As en infecciones severas. Los electos colaterales de el .fármaco son 

relativa•ente raros. La náusea, el vómito o la diarrea puede ocurrir 

hasta en 5X de los pacientes; los efectos adversos del Sistema 

Nerv1oso Central como a9i tación, mareo y tetnblo1· 1 a 2X y las 

reacciones alérgicas prurito o eritema en 1 o 2%. Pueden ocurrir 

elavacion&s transitorias de las trcnsaminasas, pero ;;an reversib 1 es a 1 

suspender el medicamento Cl7J. estd. 

~omerc1almente disponible para la adiT110istrac1on oral como Clorhu:irato 

da C1proflo:(acina Monohidratada. la cara.eterización 

hs1coquim1ca de este ant1biót1co en 111ateria prima se recurrio de 

la Qulm1ca Analitica la cual puede delinirse como la ciencia y el arte 

de deter111nar la compos1c16n y cantidad de materiales en términos de 

los elementos o compuestos que el lo~ contengan. Históricamente, el 

desarrollo de métodos anal1tu:os no ha s1dc con·::lu1do debido a la 
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tntroducci . .:;,n de nuevos instrumento:; de medic1· ..... n. Los primero!:. 

análisis cuantitativos .fueron grav1métricos y volumetricos; siendo 

posibles por la rntervencion de balan~as precisas y material de v1\lrio 

cuidadosamente calibrados. En las ultimas décadas del siglo XIX con la 

invencion de la Espectroscop1 a se logra un aprovechamiento anall tico 

fructl fero. Gradualmente pocos métodos Calorimétricos fueron 

introducidos, después se establecieron mediciones eléctricas que 

podian ser detectadas en titulaciones. Por el afta de 1930, el rápido 

desarrollo de tubos fotoeléctricos, amplifiCCldores y más reciente de 

transistores y otros artificios, dieron como resultado el 

establecimiento d~ muchas técnicas anali ticas (8, 19J. En base 

las propiedades fistcas y qulmicas de un elemento en particular o 

co•puesto pueden seleccionarse las técnicas y métodos para su 

an.i.lisis. En el ámbito -farmacéutico eKisten documentos oficiales ~ue 

indican los métodos y técnicas a utilizar para el análisis 

f1 sico-c¡ul mico de los fármacos en 11ateria prima y producto terminado. 

Para la caracterización del Clorhidrato de CiproHoKacina en materia 

prima en este trabajo, se emplean métodos Grav1mátricos, 

Volumétricos, EspectrofotoAtétricos lnfra-rojo , Ul traviolet•, 

por Cro11at09raf1a en Capa Fina para su identHicaciOn¡ y para su 

ensayo se emplea la Cromatografla de Uqu1dos de Alta Resolución segun 

La Farmacopea de los Estados Unidos XXII C4, 7,8, 19,33]. Los métodos 

utilizados para su cuantificación en muestras biológicas reportados 

incluyen Microbiol69iccs ClO, 11J, Polarogr.aficos C26l, Cromato9ráf1cos 

como Cromatografi a de L1 qui dos de Al ta Resoluc10n 

[1,10,11,15,16 1 23,27J y en formulaciones far111acéuticas el único 

reportado es el Espectrofotométrico Ultravioleta [ t4J. 
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Debido a que el me todo "Cromato9rah. a de L1 quidos de Al ta 

Resolucion 11 que establece La Farmacopea de los Estados Unidos XXII 

ter. Suplemento es un método de alto costo y que requiere de mayot• 

tiempo; se propone como alternativa un método Espectrofluoro1r.étr1co 

para la cuantificacion del Clorhidrato de C1profloxacina en materia 

prima y producto terminado, siendo el objetivo principal de este 

trabajo el desarrollo y val id ación del mismo, se9ún los documentos 

oficiales de La Organización Mundial de la Salud y La Farmacopea de 

los Estados Unidos XXll para ser aplicado en la lnd1..1stria 1 dentro de 

un Laboratorio Oficial de Control o ya sea como una proposición pa.ra 

ser incluido en la Farmacopea Nacional. Por otra parte la 

validación del método alternativo nos dara. los limites de linealidad, 

precisión, exactitud, sensibilidad y especificidad de las muestras en 

estudia. 

La elección IJl2 1a tecnologla empleada se basa en las 

caracter1sticas propias de la molécula: 

Clorhidrato de Ciprof lo>:acina 

C17 Hin F N:1 03 HCl P.M.367.81 

por ser aromat1ca, heterocic.l1ca, r191da, altamente conjugada y aderrtils 

poseer un grupo fluor; tiene como propiedad ser altamente 

fluorescente, por lo que se r2cur1·10 a la Espe.:trofluorometria que 

~·;_JI 



dada su instrumentación es una tecnica que tiene una sens1bi 1 idad en 

el orden de nanograrTios;as1 la c:ombinaci6n de las caracter1 sticas de la 

molecula con las caracteristicam de la tecnología dan como resultado 

un motado altamente sensible "\Ue requiere de cantidades muy pequertas 

del antib1otico para realizar su dete1·minaci6n C4,7,B,401 41J. 

Esta determinac:i6n como todas las determinaciones anali ticas son 

medida de alguna propiP.dad de la molécula en estudio, en este caso 

espec1 fice eS la medida de la -fluorescencia ante una concentración 

fija del Clorhidrato de Ciproflo>eacina 1 por lo que esta medida esta 

sujeta a error que es e!ltimado a. través del proceso de validación. 

La validacion de los métodos anali tices hoy en dia es uno de los 

principales objetivos de la Industria Farmacéutica, Alimenticia y 

Qui•ica que asegura un adecuado control de la calidad tanto de la 

•at•ria prima, producto en proceso. como del producto terminado y 

comprende una serie de pruebas sistematicas por las cuales queda 

establecido de manera clara y objetiva, c:¡ue el método de estudio reune 

los rec¡uisi tos para las aplicaciones anal1 ticas deseadas. 

Dichas pruebas consisten en evaluar las si9uientes · propiedades 

estad! &tlcas de ejecución [21, 33-38]. confort1e a los criterios de 

aceptac i6n1 

Linealidad del siste•a. 

Linealidad del •étodo. 

Preci51r<;,n: 

aJ Repetibil idad. 

b) R.eprodu.:1bilidad. 



Exact l tud. 

Li•ite de detección. 

Liaite de cuantificación .. 

Especificidad. 

A continuación se define a cada propiedad estad1 stica de ejecución: 

Es la relación que se establece mediante una recta entre una 

propied•d f1 sica, qui mica o biológica con la cantidad del fármaco. 

Lineal id ad del •étodot 

Ea la relación que se ostablece mediante una recta, entre una 

propiedad medible <cantidad de fárntaco recuperado) y el valor real de 

la propiedad (cantidad de fármaco adicionado). 

Precisión: 

Es el grado de concordancia entre resultados anaU tices 

individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a 

diferentes muestreos de una muestra homogénea del producto. Usualmente 

se expresa en términos de desviación estándar o del coeficiente de 

variación. La precisión es una 11edida del 9rado de reproducibilidad 

y/o repetibilidad del 11\étodo anal! tico bajo las condiciones normales 

de operacion: 

a) Repetibilidad, es la precisión de un método anal! tico expresado 

como la concordancia obtenida entre las determinaciones independientes 

realizadas por un solo analista, usando los mismas aparatos y 
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técnicas. bJ Reproducib1lidad. es la prec1sion de un método anall tico 

e:(presada como la concordancia entre determinaciones independientes 

realizadas por diferentes analistas, en diferentes dlas, en el mismo 

laboratorio utilizando el mismo equipo. 

Exactitud: 

Es la concordancia entre un valor obtenido experi11ent•l11ente y el 

valor de referencia. Se expresa como el porcentaje de recobro obtenido 

del análiEís de muestras a las c¡ue se les ha adicionado cantidades 

conocidas de la sustancia empleando para ello un estándar primario. 

L!•ite de dete.:ción: 

Es la 111nima concentración de una sustancia en una muestra 

que puede Slii!r detectada, per"o no necesariam11nte cuantificada, baJo las 

condiciones de operación establecidas. 

L!•it• de cuar1ti"ficaci6n1 

Es la menor concentracion de una sustancia en una muestra que puede 

s•r determinada con precisión y exactitud aceptables bajo las 

condiciones de operación establecidas. 

Especit'icidad: 

Es la habi 1 idad de un llétodo anal! tico para obtener una respuesta 

debida unicamente a la sustancia de interés y no a otrlls componentes 

de la muestra. 

El método Espectrofluorométrica desarrollado debera cU(f'lF 1 u· C::m las 

prop1edc:des arriba señalad.:is para la apl 1.c.:.cion anali. tic.:.. deseada. 
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APARATOS: 

* Balanza !inc.l!.. t 1ca Sartcrius 16,)2 MP. 

• Balanza Anall tu::a Sauter. 

* Mic:robalanza Sartorius 4503 Hiero. 

• Ultrasonido. 

* Hufla Thermolyne Modelo F-C1525. 

• Estufa. 

* Rayador para placas de cromatograHa Shandon. 

+Revelador Ultravioleta para placas cromat09r.áficas Products, Inc. 

W.H. Curtin and Co. 

* Potenciómetro Hetrohm Herison E 536. 

• Espectrofotómetro Ultravioleta/Visible Pi!rkin Elmer Lambda 2. 

• Espectrofotometro Infra-rojo Pye Unicam SP 2000. 

• Cromat6grafo de l.1 qui dos de Al ta Resolución Varian 5000. 

• Espectrofluorómetro Ami neo Bowman Cat .. No. 4-8202. 

Intruction No. 768-E equipado con: 

- Pegistrador Hodelo 301 x-y Cat. No. 1620-814. 

- Papel registrador Cat. No. 4-8286 re9istra valores x-y de Aeinco 

graduado can 100 divisiones (Vertical) y desde 200-800 nm en el 

eje horizontal B 1...-z X 11 pulgadas, caja de 100 hojas. 

- Osciloscopio, Cat. No. 4-8178. Su alcance es graduado con 

intervalo de lambda de 200-600 mµ en e Je horizontal. 

- Osciloscop10 y CJ.mara <AnaJab) Cat. No. 1608-814 Tipo 1100170(). 

- lámpara de Xenón. 

- Honocromadores Para lambda de exci tacic.in y lambda de emisión de 

201)-8(1(1 nm. 
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- Microfotomet ro fotamu 1 t j pi icador. 

- Celda de vidrio para muestra de 1.0 cm X 3.0 cm. 

• Croma to Vue F 1 uorescence Ana 1 ysl s 

Cablnet Ultraviolet Products Hodel C-5 con lámparas ultravioleta de 

longitud de onda corta Angstro11 2537 y de longitud de onda. larga 

An~stroia 3650, 

REACTIVOS1 

• Clorhidrato de Clprot loxacina sustancia do referencia. 

• Clorhidrato de Ciprofloxaclna Materia Prima. 

• Clprofloxaclna en cápsula& de 250 mg. 

• Agua destilada. 

• Agua detontzada, 

• H1dr61<ldo de amonio Grado Analitlco CG.A.J. 

• Bromuro de potasio. 

• Cloruro de metileno. 

• Hetanol G.A. 

• Hetanol para Cromatograf1a. 

• Acetonltrllo para Cromatograf1a. 

•Nitrato de plata G.A. 

• Karl-Flsher G.A. 

• Acldo Sulfúrico G.A. 

• Acldo Acético G. A. 

• Acido Nitrico G.A. 

• Acldo Clorhidrico G.A. 

• Acldo Fosfórico G.A. 



DES4RROLLO E>.'PtRlNENTAL: 

La parte e:<per1mental sa divide en las siguientes etapas: 

I.- Caracterizacion de la materia prima. 

II.- úesarrollo y Validación del método. 

III.- Aplicación del método en producto terminado. 

I.- CARACTERIZAC:I6N DE LA MATERIA PRIMA: 

La materia prima fue analizada de acuerdo a la Farmacopea de los 

Estados Unidos Americanos ler. Suplemento teniendo como 11aterial de 

referencia un estándar primario del antibiótico, una vez caracterizada 

y cumpliendo la misma con las especificaciones oficiales y presentando 

propiedades semejantes a la:; del estándar primario <ver Anexo 1); se 

empleo esta materia prima para realizar el desarrollo y valldación del 

' método propuesto, eliminando asi posibles fuentes de error en los 

resultados de la validación. 

II.- DESARROLLO Y VALIDACIÓN DEL MÉTODO ESPECTROFLUOROMÉTRIC:O: 

Debido a que el metodo reportado [33J "Cromato9rafl a de Liquictos a 

Alta Resolución ", empleado para la determinación del Clorhidrato de 

Ciprofloxac1na consiste, en el uso de un Cromato9rafo de Llqutdos de 

Alta Resoluc1on e9u1pado con una columna C1e (octadecil> con tamafío de 

partlcula de 5-1(1 µ, de (i. 5 mm de diámetro int~rno y ':5 cm de 

lon9itud a una temperatura de ~.l) ·:.e y empleando una fase móvil 

compuesta de acetonitrilo-.;..c1do fosfórico o.oo:sM a pH 3.0:. en una 

proporción de (87: 131 velocidad ce flujo de 1. 5 ml/mtn, 

real1:ando la detecci:.:.:n a Ltna lon91tud je onda de ~78 emp !eanao 

para ello un detector ultra.violeta de longi':ud de onda variable. As1 
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mismo i.a prepar·acion de la solucion de r:ferenc::ia y de la sc:.lucion de 

la muestra es de la si9uiente forma: 5oluci6n ae reierencia.- Disolver 

la cant1d~d necesat'ia del Clorh1arato de C1proflox.acina en fase moo/il 

para obtener una solucion de concentrac1on igual a 0.5 m9/ml. Solucion 

de la muestra.- T1·ansfaru· 25 mg del Clorhidrato de C1profloxacina a 

un matraz volumétrico de 50 ml disolver y aforar con fase móvil. 

Procedimiento: lnyectar por separado valumenes 19uales llOul> de la 

solución de referencia y de la muestra al Cromatografo, medll'' las 

respuestas de los principales picos re~listrados. Calcular la cantidad, 

en mg de C17 Hu F N:1 Q3 HCl empleando la siguiente fórmL1la: 

(367.81/385.82) (5(1C> (1·,_./r9) 

donde: 

367.81 y 385.82 son los pesos moleculare~ dal Clorhidrato de 

C1profloxacina anhicira el Clorhidrato de Ciprof loxac::ina 

monohidratada, respectivamente. 

C, es la concentracion en m9/ml de la solucion de referenc:1a. ra y ru, 

son las áreas de los cromatógramas del antibiótico para la solución de 

referencia y la muestra, respectivamente. 

Como se puede ver es un metodo de alto costo y que requiere de 

mayor tLempo por lo c¡ue se propone en este trabaJo un método 

alternativo para la determrnacion del Clorhidrato de Ciproflo>!ac:ma, 

as1 fue que para el lo se per,so en los siqu1entes factores y en una 

secuencia de Pasos para des.:.1·rolla.r y ·.¡altdar el método por 

EsP2ct1·of luot•ometrl a 

1• Las carac:ter1sticas propias de la molécula. hetei-oc1cl1c.a, la cual 
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es altalflente ccnju9ada, aromática, r19ida y posee un grupo llúor, todo 

lo expuesto son las caracter1sticas propias de un compuesto 

fluorescente es decir s1 a este cOllpuesto se le somete a la acción de 

la luz este absorbe ener91a radiante, sus electrones se e~citan 

pasando de un nivel basal a niveles ener9ét1cos excitados, por regla 

general los electrones regresan a su estado normal la energi a 

absorbida se vuelve a emitir en lurma de luz, si la emisión es rápida 

-· (por lo 9eneral 10 seg> al fenómeno se le llama lluorescencia. 

1 .. 1> Se disolvio la materia prlina en metanol y se observo si era o na 

fluorescente baja la luz ultravioleta de longitud de onda corta y 

lar9a usando para este prop~sito el gabinete de análisis de 

fluorescencia "Cromato Vue". 

2) Se determino el disolvente a.as adecuado par.a. la cuantificación; 

siendo la elección en términos de solubilidad, no interferencia y 

costo. Se probaron los siguientes solventes: agua, etanol, cloroformo 

y benceno; resul tanda el agua el más apropiado. 

3) Se procedlo a obtener el espectro de absorción para tener una 

aproximación de la lonqitud de en.da de excitación einpleando para ello 

un Espectrofot6metro UV-Visible Lambda 2. 

Asi de esta forma para medir la fluorescencia se recurrio a la 

técnica anal! tica de Espectrofluorametrla 9ue a diferencia del método 

aHcial y dadas las condiciones del tratamiento de la muestra se 

perfl laba un procedimiento muy senci lle, rápido, de bajo cost_o y dada 

la técnica y la instrumentac161'l cauy sensible ten el orden de 

nanogramas ¡. 
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4> Por lo que se procedio a continuación a calibrar el equipo 

Sl9uiendo las rutinas de dia9n6stico CVer Ane>:o 2J, colocando el 

instrumento en las cond1c1ones establecidas que adelante se sei"íalan y 

empleando una solución de sulfato de 9uinina en H:z50.. 0.1 N a la 

concentración 1 µg/ml. 

Una vez calibrado el equipo se tiene la certeza que todas sus 

partes y funciones desde la lácnpara de Xenon, el barrido de longitud 

de onda de los monocromadores de exci taci6n y de emisión, la 

sensitividad, la escala de amplificación de la respuesta, el detector; 

as.!. como las funciones del 9raficador se encontraban en óptimas 

condiciones, dado que el espectro de emision de la quinina así lo 

demostro al obtenerse un espectro de emisión a la longitud de onda 

esperada y a la. longitud de onda de excitación fijada asi como tal'lbién 

la magnitud de la respuesta. 

5) Calibrado del equipo se procedía a hacer la detección de la muestra 

preparando soluciones del antibiótico en agua destilada 

concentraciones elevadas (5-10 µg/ml) haciendo el barrido de 

excitacion y de emisión para establecer las longitudes de onda 

cerr2spondientes~ Posteriormente se determino la concentración Qptiea 

para la cuantificación de la emisión de fluorescencia, esto desde el 

punto de vista de procedimiento, instrumental y gráfico; es decir peso 

y diluciones adecuadas, sensitividades y escala de amplificación no 

extremas y la magnitud de la respuesta centrada, dentro de las 

di«iensicnes t de O - 100 divisiones> de la escala de emisión¡ 

resultando ser de 2.0 µg/ml. Debido a que en muchos casos la 

intensidad de fluorescencia es afectada por el pH, sustancias 
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activadoras que la aumentan, agentes depresor·es que disminuyen el 

fenómeno y la temperatura, controlamos este último parámetro. 

Establecidas las condiciones instrumentales que adelante se sef'falan 

y de proceduruento se continuo can la validación del 

desar1·ol lado, dicha validación cuenta con la evaluación 

método 

de las 

propiedades estadl sticas de ejecución fundamentales y nece!iarias para 

llevarla a cabo. 

111.- APLICACION DEL METOOO: 

Al encontrar que el método desarrollado es sencillo, rápido, 

lineal 1 exacto, preciso y al taar.nte sensible dado el rango de 

concentraciones manejadas < l a 3 µs/ml) se procedio a hacer una 

aplicación del fllismo en producto ter11inado cápsulas de Clorhidrato de 

Ciproflo:.cacina de 250 119. 

Solución de f"'&ferencia: 

Preparar una solución de referencia de Clorhidrato de 

Ciproflo)(acina en agua destilada que contenga 2 µ9/ml. 
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CONDICIONES INSTRUMENTALES: 

Lampara: Xenón. 

Arre9lo: No. 3 (Ver Anexo 2) 

Lambda de exci taciOn: 324 nm. 

Sensi tividad: 5.0 microlumens/matro 

<Ver Anexo 2> 

Factor de Multiplicación O. 03 <Ver Anexo 2> 

Temperatura: 2s ºc. 

Procedimiento: 

TrAta•iento de la materia prima: 

Pesar con exactitud 20.0 mg del Clorhidrato de Cipro.floxacina y 

disolverlo en 200.0 aal de agua destilada en el ultrasonido durante 15 

ininutos, con pipeta volumétrica medir 2.0 mi de la 

solución, trans.ferirlos a un matraz volumétrico de 100.0 ml y llevar a 

volumen con a9ua destilada. 
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Tratainiento del producto terminado: 

Deter111inar el peso promedio de 20 cápsulas, vaciar contenido. 

Pesar la cantidad de polvo equivalente a 20.0 mg del Clorhidrato de 

Cipro-floxacina y seguir su tratamiento como se indica para materia 

prima. 

Leer en el Espectrofluorometro 1 colocado en las condiciones 

instrumentales que se describen, al!cuotas del sextuplicado de la 

solución de la muestra y alternar con alic:uotas del triplicado de la 

solución de referencia. 
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Grafic• T1 picat 11 EspactrogrMa de .. tsion d• Fluorescencia d11l 
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Deterrtinaciones: 

Los l ineam1entos y criterios de aceptación es tan basados en el 

sistema de validación propuesto por el e:cperto en Estadistica de la 

Farmacopea de los Estados Unidos" Mexicanos, Q.F.B. Alejandro Alcantara 

[371. 

Linealidad del~ Se determina construyendo una curva de 

calibración de una mis"ª solución de referencia utilizando las 

siguientes diluciones t.o, 2.0 y 3.0 µg/ .. l; haciendo el análisis por 

triplicado para cada dilución .. 

Realizar el análisis por sextuplicado de 

una 11is"a solución de referencia correspondiente al lOO'X. (2,0 µg/rnl). 

Linea 1 idad d!t.!. filé!ru!s!. Se determina con placebos cargados del 

principio activo (Estándar 50X + Hateria prima 501.) cada uno de manera 

independiente a las siguientes concentraciones 1.0, 2 .. 0 y 3.0 µg/ml, 

haciendo los análisis por- triplicado para cada concentración. 

Precisió!l Q.tl método CReproducibi 1 idad) al 1007..- Se realiza con dos 

analistas en dos di.as diferentes por sextuplicado cada muestra, 

trabajando de manera independiente con la concentración de 2.0 µg/ml. 

Exactitud :t. Repetibi lidad tl 100%. - Analizar b placebos cargados 

con el 100% del principio activo <Estandar 50% + Huestra 50%) a la 

concentración de 2,0 µg/ml, de manera independiente, por el mismo 

analista y en las mismas condiciones de operación, 
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RfSULTADOS: 

I.- CARACTERIZACION DE LA tlATERIA PRIMA (\ler Ane•o !) • 
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!l.- llAL!DACION DEL METODO ANALIT!CO. 

U nea 1 id ad del s isteaa. 

La ~mafil:a No. I muestra los espectrogramas de fluorescencia del 

Clorhidrato de CiproHo:cacina a las concentraciones de 1.0, 2.0 y 3.0 
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Linealidad del suteaa. 

CONCENTRAC ION 
fµ9/al> 

'·º 

2.0 

J.O 

NÚl'IERD DE 
DETERH INAC 1 DNES 

1 
2 
3 

INTENSIDAD DE 
FLUORESCENCIA 

31.0 
31.0 
Jl.O 

57.0 
57.0 
57.0 

Bb.O 
86.0 
86.0 

Tabl• No. I Intensidades da fluorascencia obtenidas para cada 

concentración. 



La sr~fica No. Il muestra la relación lineal simple entre la 

concentracion y la intensidad de fluorescencia del Clorhidrato de 

Ciproflo1<acina estandar. 
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Lineal idaa del $isteaa 

Prueba del intercepto 

HipOtesis nula He: f. = O 

Hip6tesls al terna H1.: (? ;t. O 

t •Kpar\.mantal = 4. 2425 

t (0. O?':l:S> = 12. 70ó 

Hoz (J = O No se rechaza. 

lntercapto relativo 

b 

I.R. 

y 

I.R. = 0.0517 

Intervalo da confianza para la ordenada al ori9en tbJ: 

-5.9845 < 3.0 < 11.9884 
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FUENTE DE GRADOS DE SUHA DE HEDIA DE F•Mp•r1.-
VARIACJON LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS m•n~a.L. 

R1P9resion 4537. 5 4537. 5 7050. 3333 

Error de 
re9resi6n 4 •• o. 6428 

Falta da Na 
a Justa ... ... dater•inA-... 
Error 
flUrD 6 o.o o.o 

Ti&bla Na. II Res.ulh.dos es.hdlstlccs dal AnUi&l& da l.J. Val"'lanzA 

<ANADEVA1 para asta l inHl idad. 
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L1 •ite.; 1~ oi~tei:cictt y de cuatttificaciétt: 

Clorhidrato de C1P1°oilo>:acina mata1•ia prima. 

CDNCENTRACIDN NÚMERO DE INTENSIDAD DE 
<µg/ml > DETERH ltlAC IONES FLUORESCENCIA 

o. 1 1 3.0 
2 3.0 
3 3.0 

0.05 1 2.0 
2 2.0 
3 2.0 

0.025 1 1.0 
2 l. o 
3 1.0 

Blancas 
1 o.o 
2 o.o 
3 o.o 

Tabla Yl. Intensidades de fluorescencia reportadas para cada 

concentración ecpleadi11. para determinar 

d•tección y el limite de cuantificación. 

Ll•ih de det•cción =a* t 1n-1,o.o:t1 C21,38J. 

li•ite de cuantificación =a* t tn-1:0.PP> C2l,38J. 

dondes 

el limite 

a = Desviación estándar de "n• replicaciones de los blancos .. 

t cz,O. '17.:U 1: 2, 920 

t IZ,O, PPI = 6. 965 

a a O.O 

L1 •ite de detección • <2. 920} (0. Ctl = o. O 

Limitem de cuantificaci6n = <6.965> <O.O> =o.o 
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Linealidad del •~todo .. 

La gratica No. Itl muestra los espectroqramas de fluorescenc:i3. del 

Clorhidrato de Ciprot loxacina materia prima a las concentraciones de 

1.0, 2.0 y 3.0 µg/ml. 
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Lineal id ad del •étodo. 

CONCENTRACION NÚMERO DE INTENSIDAD DE 
{µ9/m) DETERMINACIONES FLUORESCENCIA 

l. o 1 31.0 
2 31.0 
3 31.0 

2.0 1 60.0 
2 60. o 
3 60.0 

3.0 1 96.0 
2 96.0 
3 96.0 

Estánda,. 
2.0 1 60.0 

3 60.0 
2 60.0 

·T&bla Noª III Intensidades de fluo,.escencia obtenidas pa,.a cada 

concentración. 
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Cl:.rhidrato de C1Proflo>:ac10a materia ¡::,r,ima. 

!CANTIDAD ADICIONADA 
(!.~) 

CANTIDAD RECUPERADA 
1µ3) 

1 

'-----

1.0 -1.0J4 ____,J' : . ( : • o 

:.o 2.866 

Tabla No. IV Cantidad recuperada de placebos ca1•gados del antib1otico. 
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La 9rafica No. IV muestra la relación lineal simple entre la cantidad 

adicionada y la cantidad recuperada del Clorhidrato de Ciprofloxac:ina 

materia prima. 
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Unulidad del •o<tt(IJ..i. 

FUENTE DE GRADOS DE SUl"IA DE HEDIA DE 
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS 

Re9res1on 5. 03434 5. 03434 

El'r'OI' do -· -· ragre&ton 4.91dO 7. 14x10 

Falta de -· a.iuste 4.91:1(1 4 • 9Hl0 

Errar 
o.o o. o 

Fr •1<p•rt .... ntal (70'48.07061 ) Fr .:ri.hca. (12.25). 

Tabla 1'10. V Resultados estad! sticos ditl An.\1 i&is de Varianza fANADEVA> 

Pilr'a esta l lneal idad. 

F•xp•r\-
m•nte1.t. 

7048. 0706 

Na 
deter11ina-
da. 



Precino11 del siste•a: 

Clorhidrato de CiProf loxac lna Solución de referencia t2.(1 ,ug/ml l. 

NUMERO DE DETERHINACION 

3 
4 
5 

INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA 

63.0 
62.0 
6::>.ú 
64. (1 

6:.o 
62.0 

Tabla VII. Intensidades de fluorescencia obtenidas para la 
concentración del 100% • 

Coeficiente de Variac:ion <CV> 

"' CV = --- X 100 
X 

cv = 1.3'.(I~: 
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PreciSi~n del •etodo: 

Clorhidrato de Ciprofloxacina. en materia ori111a 1:.0 µg/ml), resulta.aes 
expresados en porcentaje de recobro, 

ll 

100. 0% 
102.:n 

97. 7'1. 
97. 7% 

100. OX 
100.ox 

97. 7% 
JOO.OX 
100.ox 
100.ox 

97, n:. 
100. ox 

ANAL TA 

¡¡ 

97. 7;; 
100. O't. 
100. 07. 
97. n: 
97. 7% 

10~. 3X 

97. 7% 
100. ox 
97. 7X 

100.ox 
100. ox 
100.oz 

T•bl• No. VIII. Porcer.taJei;. de recobro del ClorhldP"ato de 

C.iproflo;(acina obtenidos por dos anali'Stas dos 

d1as dih!r11ntes. 
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Precisi.~ri del •&todoi 

Clorhidrato de Cipraflou.clna materia Prima 12.0 µ9/•l>. 
An.U isis de Varianza <ANAOEVA). 

FUENTE DE 
VARIACION 

BRADOG DE 6UHA DE MEDIA DE Fe•p•r1.- Fcrt.lL-
LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS m.r•ta.t 

o. 2204 o. 2204 t.0000 18.51 

018 o. 4409 o. 2204 o. 0943 3. 49 

Error 20 "16. 7283 2.3364 

Tabla U. Analhils d11 V•rhnza <AHADEVA) para evaluar la precisión del 
llEttodo 1tn Materia pri11a. 

Fa •Mpenm•nlcit Cl.OOOOJ (Fa cnhcg. (18.SlJ. 

Fd •M~•rLm•ntat <O. 0943) ( Fd CT\hca (3. 49). 

Coeficiente de Varianza Total (CV1J 

O' 

CVt = ----- X lúO 

" 
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E1ractstud y rnet1bd1dad del aetodo •l lúOX. 

Clorhidrato da Cipraflaxacina en rnateria pri111a C2,0 µ9/mlJ, 

¡ NUnERO DE DETERHtNAClDN PORCENTAJE DE RECOBRO CX) 

101. b 
100.0 
100. o 
100. o 
96. 7 

101. 6 

T.t>l• No.X Porcrrnt•J•s d• recobro del antibiótico er. materia pri11a. 

Porcentaje de recobra promedio X • 99.98 

PruRba da •t Stud1mt•. 

Hip6tnts nula Ho1 i( "" 100.0X 

Hipótesis .alterna Hi: X ~ 100.07. 

t •Hp•rlm•nlot • -O. 0228 

t tGb\o• co: • o.DOOI "' 2.5706 

Has i "' 100.0X. No •• rechaza. 

Interv.alo de confianza para el porcentaje de recobro: 

98.10% ( 99.98X < 101.06% 

Coeficiente de Variaci6n CCVI: 

CY = - X 100 C'J"' 1.79% 
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I I I. - APLlCACION DEL METDOOi 

Clorhidrato de C1profloxac1na en producto terminado (2.ú µ9/11111. 

Tabla No, XI 

NUHERO DE DETERH INAC ION PORCENTAJE DE RECOBRO <%> 

100. o 
H•O. O 
10•). o 
102. 5 
102. ~ 
100:•. ú 

Tabla XI. Porcentajes de recobro del antibiotic:o ~ produc:to 

terminado. 

Porcenta,te de rec:obro promedio M = 100.83 

Prueba de •t Student•. 

Hipotesis nula Hoz X = 100.0X. 

Hip6tests alterna Hu ;e .¡, 100.0X. 

t •><¡:>•nm•nlnl = 1. 5811 

t ca.., o.~~• 2.5706 

Ha: i "" 100.01. No ~e rechaza. 

Intervalo dP. conflanza para el porcentaJe de recobro: 

99.48% .. 100.83% 102.18'.(. 

Coef1c1ente da Var1ac1cn tCVl: 

.:v= - X l•J(• 
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RESUMEN DE RESULTADOS Y CRITERIOS DE ACEPTACION: 

l. - Val i dackm del me todo Espectrofluon:imetrico. 

Linealidad del sisteaa. 

Concentracion del Clorhidrato de Ciprofloxacina está.ndar contra 

Intensidad de fluorescencia. 

Rasul tados: 

1.- r
2 = 0.9990 

2.- r = 0.9995 

3.- b = 3.0 

4.- La ordenada pasa por el origen Ha: (3 :::i O no se rechaza dado c¡ue 

5.- Intercepto relativo r. 0.0517 

6.- Intervalo da confianza para la ordenada al origen (b); 

-5.9845 < 3.0 < 11.9884 

7.- Existe una relación altamente significativa entre la concentración 

del Clorhidrato de Ciprofloxacina estandar y la Intensidad de 

fluorescencia. 

Fr •xp•nm•nt.al 0058. 3333) ) F c:ri.uc:a ( 12. 25) 

8.- La falta de ajuste a la relaciOn lineal simple cantidad 

adicionada-propiedad medida no es determinada. 
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Criterios de aceptacion: 

4.- Prueba del intercepto nulo: 

Hip-:::tesi s nula Ho: f1 = O 

Hipotesis alterna HL: f3 F O 

Si .t •>ep•nm•nla.t t n-2: o. sn5 no se rechaza Ha la ordenada pasa por 

el ori9en. 

Si t o:w:porLmonla.1. > t n-2: o. P?:li se rechaza Ha la ordenada no pasa 

por el origen. 

S.- El intercepto relativo debe ser menor a 10.2 

6.·· El intercepto debe encontrarse dentro del intervalo de confianza 

para la ordenada al oriqen. 

7.- Existe una relación altamente significativa entre la cantidad y la 

propiedad 11edida cuando: 

F rogroai.On > F c:rtl\.ca. (glr,glor: o. ou 

No existe una relaciOn altamente significativa entre la cantidad y la 

propiedad medida cuando: 

F regr11clOn ( F cri.lica. (g/r.f}ler: o. ou 

B.- La fa} ta de ajuste a la relación lineal simple cantidad adicionada 

propiedad medida no debe sel" estadist.l camente s19nificativa cuando: 
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La falta de ajuste a la relación lineal simple cantidad adicionada 

propiedad medida es estadisticamente signific•tiva cuando: 

F falta. do o.ju•l• ) F 1glr,Ql.r: o.~> 

Linealidad del •étodo. 

Cantidad adicionada contra Cantidad recuperada del Clorhidrato de 

Ciprofloxacina materia prima. 

Resultados: 

!.- r'= 0.9990 

2.- r = 0.9995 

3.-" = o.916 

4.- b = 0.1347 

5.- Intervalo de confianza para la pendiente <•> 

o. 7774 < o. 916 < 1.0546 

6.- Intervalo de confianza para la ordenada al origen (b)= 

-0.1648 < 0.1347 < 0.4341 

7.- Fr •xpon.m•nla.l (7048.070ó) > Fr er\.\i.ea. (12.25). 

a.- La falta de ajuste a la relación lineal siriple cantidad adicionada 

- cantidad recuperada no es determinada. 

Cri ter lo& de aceptación: 

Cantidad adicionada contra Cantidad recuperada 

1.- r 2
. 0.98, 2.- r 0.99, 3.- m = 1.0. 4.- b =O 
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5.- El valor obtenido de la pendiente debe ene.entrarse dentro de su 

intervalo de con.fianza .. 

b.- La ordenada al ori':len ohtenida debe encontrarse dentro del 

intervalo de confianza para la misma. 

7.- La relación lineal simple de la cantidad adicionada - cantidad 

recuperada debe ser altamente signHicativa cuando: 

F regr••i.Ón > F c::ri.Li.c::o. cglr.gl.r: o. ou 

la relación lineal sit1ple de la cantidad adicionada - cantidad 

recuperada no es altamente signi.ficativa cuando: 

F regr••i.ón ( F c::ri.t\c:;o. t(}lr.g/,ar; o. 01> 

O .. - La .falta de ajusta a la relación lineal siinpl• cantidad adicionada 

- cantidad recuperada na debe ser estadisticamente significativa 

cuando: 

F follo. d• ojusl• < F tg(r.gl.r: O. 00> 

La .falta de ajuste a la relación lineal simple cantidad adicionada 

cantidad recuperada es estadisticaMnte significativa cuando: 

F tal.lo. ct.- ojuat.• ) F fglr.gler; o, ~l 
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Precisión del sistena .. 

Clorhidrato de Ciprofloxacina solución de referencia (2. O µg/ml). 

Resultado: 

1.- Coeficiente de variación <CV> 1.30% 

Criterios de aceptación: 

1.- C:.V. < 1.5X 

Precisión del •étodo al 1007.. 

Clorhidrato de Ciprofloxacina raateria pri11a. 

Resul tados1 

Coeficiente de variación <CV> = 1.444 

2. - El método es preciso en: 

Repetibilidi1.d y Reproducibilldad entre analistas y di as. 

Fa exp•rlmenLa.\. <1.0000) ( Fa cn.Uco. (18.51). 

Fd exp•nment.o.\. (0.0943) Fd c:ri.li.ca. (3. 49). 

Cri terias de aceptación: 

1.- C:.V. < 3.0X 

2.- La reproducibil id ad inter-analista y la reproducibi 1 idad 

inter-dia/analista, debe de satilifacer los requisitos establecidos 

para el principio de medición y/o para la utilización del 11étodo. 

43 



F ..:in.:i.Ll.st.<:J.5 F .@'".:l..~Cd: o. o:u El 11atodo an.:.li tico es reproducible 

por los anal is tas. 

F a.nc:i.l..1.ato•· > F cgla.gl.d: o. o~> El me todo anall tico no es reproducible 

por los anal is tas. 

F :li:19 < F 1gld.gl•: o.o:u El método anal! tico es reproducible en 

distintos di as por un mismo anal is ta. 

F dic:i..a ) F 1gi.:J.g/•: o.o:n El método anali tico no es reproducible en 

distintos di as por un mis1110 anal is ta. 

Exactitud y Repetibilidad del •étodo al lOOX 

Clorhidrato de Ciproflo~cacina materia prima C2.0 µq/ml). 

Resul tados1 

l.- Porcentaje de recobro promedio ~ = 99. 98X 

2.- Intervalo de confianza para el porcentaje de recobro 

98.107. < 99.984 < lOl.8éY. 

Ho : = 100.0X. El método es exacto, si t•xp. <-0.0228) 

t1n-s.oc~o. o:s1(2.5706>. 

3.- c.v. = l. 79"/. 

Criterios de aceptaci611: 

l.- La media aritmética del porcentaJe recuperado, debe ser 

estadísticamente i9ual al 100%. 

2.- El intervalo de confianza para la media, debe incluir el 1ooi. 
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3.- El C.V. 3.07. 

II.- APlicación del método en Capsulas de Clorhidl"ato de 

C1profloxacina de 25(1.(1 m9. 

Clorhidrato de Ciprofloxacina en producto terminado (2.0 µg/ml>. 

Resultados: 

1.- Porcentaje de recobro promedio K = 100.83X 

2. - Intervalo de confianza para el porcentaje de recobro 

99.487. < 100.837. < 102.187. 

Ho : ::C 100. OX El método exacto, si t.xp. (1.SBll> 

t,n-.t,Ct=o. 051(2.5706). 

3.- c.v. = 1.287. 

Criterio& de aceptaci6n: 

l.- La «1edia aritmética del porcentaje recuperado, 

estadisticamente i9ual al lOOX. 

debe 

2 .. - El intervalo de confiani:a para la media, debe incluir el lOOZ.. 

3.- El C.V. < 3.0% 
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DlSCUSIOH: 

En base & los resultados obtenidos para la materia prima empleada 

se puede decir que son satisfactorios seg•.:m documentos oh.c1aies para 

ser utilizada en el desarrollo y validacion del método propuesto y 

eliminar posibles fuentes de error en los resultadas de validación. 

Los resultados de cada etapa de la validación mostrar6n lo síc;iuiente: 

Para la linealidad del sistema, todos los par.:-.metros estad! st ices 

relacionadados están conforme a su criterio de aceptación, con 

excepción de la ordenada al oriqen que no es igual a cero pero si nuy 

cercana a el, asto podemos atribuirlo a las siguientes causas: esta 

ordenada al origen pertenece a la linealidad del sistema, esto quiere 

decir que bajo las condiciones del tratamiento de la 111uestra y 

condiciones instrumentales a las que se detera'lino la emisión de 

fluorescencia del clorhidrato de ciprofloxac:ina asta ordenada y su 

valor serA una caracter!stica del sistema; puesto que estamt1s sobre el 

fenómeno de respuesta que tiene esta sustancia ante la exci taci6n de 

sus moléculas por la luz de la !Ampara de xenón a 324 n• y al variar 

sus concentraciones; esta respuesta es tara influenciada y será fijada 

por las caracter! sticas de las condiciones de tratamiento y de las 

condiciones instru111entales y entre ellas una de las más determinantes 

es el fenómeno de •luz parásita" [40,41] la cual interfiere en la 

propiedad medida alterando la respuesta, hecho que 

abate al realizar la linealidad del método con el cual se verifico ya 

que la ordenada al ori9en es casi cero 0.1347 comprobando que el 

proceso cuantitativo no se altera; adem~s estad!sticamente se 

demuestra que este valor na es s19nificat1vo ya que se le practico las 

pruebas de intercepto nulo y la del intercepto rel•tivo dando valor"es 
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dentro de espec:l. f1c:ac:iones 0.()517 asi c:omo también al real izar el 

análisis de varianza en donde la recta presenta una muy buena 

linealidad, su F de re9resión tiene un ~alar muy alto 7058.3 con 

respecto a su F critica 12~25,con respecto a la falta de aJuste 

pudo ser determinada dado que existe una reproduc:ibi l idad de los tres 

datos para cada uno de los tres puntos esto muestra que la población 

de datos de cada punto se co1tporta como una población normal, aunque 

cabe serial ar que existe una limitan te del equipo, al obtener las 

lecturas de la intensidad de -fluorescencia estas miden en papel 

registrador graduado con 100 divisiones en el eje de las "y" siendo 

1notivo por el cual los rosultados obtenidos no pueden ser más que 

expresados en unidad por lo que la medida esta sujeta a error de 

aiedición el cual es estimado y reflejado en la validación del método. 

Con respecto a la linealidad del método, todos loa parámetros se 

pueden considerar que se encuentran dentro de los requisitos 

establecidos. Por lo que respecta al limite de detección podemos ver 

que la lllinima concentración del clorhidrato de ciprofloxac:ina que 

puede ser medida pero no necesariamente cuantificada y re9istrada con 

951. de confianza es apartir de O.O µg /ml y para el U mi te de 

cuantificación con un nivel de con.fianza de un 99Z también es a partir 

de O. O µg/ml de acuerdo a C 21, 38J y por los resultados obtenidos se 

puede observar cwe hay respuesta a concentraciones bajas con un grado 

de confiabilidad aceptables. 

Una ve:: que el método ha cumplido can el requisito de linealidad; 

la siguiente etapa a analizar y discutir es la precision la que 

comprendio a: la precisión del sistema y la del método; los parámetros 
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estadlsticos de ambas, como se observa en los re6ultados estan 

Perfectamente dentro de los criterios de aceptac: 1ón; el coeficiente de 

variación para precisión del sistema es de 1.31. y su Umite es~ 1.57.. 

y para la precisión del método el coeficiente de variación es de 1.44-X 

y el limite e& de 3.0'X; con respecto al analisis de varianza de estos 

resultados la "F" para analistas de 1.0000 y la •F" para dlas de 

0.0943 estan muy por debajo de los valores cr1 tices correspondiente 

F~no.\.i.•La. 18.51 y Fdi.aa :S.49 con lo cual se corrobora que el método es 

al taeente preciso. 

Habiendo demostrado que el alétodo es preciso, se 
1 
procedio a 

determinar si era exacto y los resultados dan un porcentaje de rgcobro 

del 99.9Er/. con un coeficiente de variaci~n de 1.79'% con lo cual el 

11tétodo es exacto y as1 también la muestra su intervalo de confianza 

pues d~ntro del tnisnio se encuentra el valor del 99.987.. 

Como una 11edida má.s de evaluación del método, liste se aplico en 

producto tarminatlo; cápsulas de Clorhidrato de Ciproflox•cina de 250 

119 y los resultado~ de las determinaciones realizadas dan 

,porcentaje promedio de 100.831. con un coeficiente de variación de 

t.2BX y al realizarse la prueba de "t Student" los valores de 

promedio, su desviación, intervalo de confianza y coeficiente de 

variación es tan dentro de los criterios de aceptación para la prueba. 
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COHCLUSIOHE:S: 

Se ha establecido las condiciones de tratamiento e instrumentales 

para el Clorhidrato de ClProfloxacina. as1 como también las etapas 

escenciales de validación y los par.a.metros estad! sticos de eJecuci6n 

para este método desarrollado. 

El método se muestra sancillo, rápido, sensible, aspee! Hco y de 

bajo costo; objetivo que se logra a través de las condiciones de 

procadil}iento e instrumentales y de manera sobresaliente para la 

especificidad las lon9itudes de onda de excitación ('324 nin> y de 

emisión (425 nmJ pues con ello se centra y se ase13ura Ja identidad y 

exclusividad de la determinación en el ensayo. F'ermi tiendo la 

cuantificación de este fArmaco en mataria prima y producto ter11inado 

sin presentar inter-ferencias si9nificativas en su determinación. 

Por otra parte y de acuerdo con los criterios de aceptación y 

especificaciones; los parámetros estad!sticos de ejecución como son1 

la linealidad del sistema, la lineal id ad del ~todo, la Precisión del 

sistema, la precision del matado <repetibilidad, reproducibilidad 

entre analistas y reproducibilidad entre di as); as! como la exactitud 

del método es tan dentro de las normas de validación para métodos 

Espectrof 1 uorométricos. 

Por la alta sensibilidad que demuestra se recomienda este lllétodo 

como una base para ser aplicado bajo previa validación en estudios 

farmacolo::.-igicos y -farmacocinéticos ya que alcanza a detectar 

concentraciones a las que se encuentra este antibiótico en los fluidos 

biol691c.os. 
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ANEXO No.I 

1.- CMACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA 

ESPECIFICACIONES 

ldentiTicaci6n 

pH 

Agua 

Residuos de i9nici6n 

Sulfatos 

Metales pesados 

Pureza por lfLC 

Lli'llTES 

A. El espectro de absorción 

Infra-roja de la muestra exhibe 

niáK imos da longitud de onda 

iguales al espectro de 

absorción del estándar. 

B. La intensidad y el valor de 

Rr de la mancha 

obtenida por la 

principal 

muestra 

corresponden .a la obtenida por 

el estandar. 

c. Prueba de cloruros 

positiva.. 

Entre 3.0 - 4.5, en una 

solución ( l en 40>. 

Entro 4. 7X - 6. 77.. 

No &fls do O.IZ 

No más áe O. 047. 

o.002x 

No menos del 98. O'l. y no mas 

del 102. OX de C1?H10FN3Q3 HC l. 

La 11ateria prima del Clorhidrato da C1profloxac.1na se er,cuentra 

dentro de espec.1.f1cac1ones y limites oflc1ales. 
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ANEXO No.2 

1.- Encender la lampara de Xénon y esperar 5 minutos. 

2.- Encender el re9istrador colocando la plumilla en posición de 

stby. 

3. - Colocar el arre9lo de la unidad óptica en base a la siguiente 

tabla y tipo de análisis: 

Arre-

9!0 

+ 

1 

2 

3 

4 

.. 
5 

Ta•ai"l'.o,. Arreglo y Posición de las rejillas 

<Anchura de las rejillas en milímetros> 

Monee ro- ReJilla 2 Rejilla 3 Rejilla 4 Rejillas Honocro-

mador. . * mador. 

Rejilla 1 Reh lla 

b 

1 o.s 3 3 o.s 1 

2 1 3 3 1 2 

3 2 3 3 2 3 

4 3 4 4 3 4 

s 4 s 5 4 5 

Factor 

de mul 

tipli-

ación 

~eJ i lla 

7 

o.s 

1 

2 

3 

5 

* Estas rejillas sirven pa1·a elim1na1· o dismrnui~· el ruido 

instrumental. 

+Al~? ••esc.luciór. , recomendado Para i.:ier.t1f1cac:1on. 

4'4 Alta sensit.1lldad, recomendado para el anallsis de trazas. 
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Unidad óptica 

Tlr,ur• 9, Optlcal Unlt Showll>a Po11tlon el SU:• l~ct: T&bk VU 

Figura l. Mue•tra la postcion de las reJillas. 
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4.- Encender la unidad óptica. 

5.- Encender y ajustar a cero el factor de multiplicación, 

6. - Ajuste de la longitud de onda: 

a> La longitud de onda registrada en el eje de las "x" debe 

corresponder a la longitud de onda marcada en los discos de emisión y 

eKcitaci6n de la unidad óptica. 

b) Ajustar la plumilla del registrador en la marca de 200mµ en el eje 

de las "x". 

e> Girar el disco de emisión hasta la longitud de onda de 800 mµ 

corroborar que la. plumilla del re9istradcw se encuentre en la marca 

de 800 mµ en el eje de las "~". 

d) Repetir (e) pero con el disco de exci taci6n. 

e> Colocar en la celda 1 ml de la solución (Sulfato de quinina O. lN> 

para calibrar el equipo, poner la celda en el compartimiento y 

cerrarlo. 

f) Abrir la ventana del factor de mul tiplicaci6n y ajustar el equipo 

hasta c¡ue la fluorescencia sea observada, colocando el fotómetro a una 

sensibilidad al ta. 

9) Realizar un barrido en el espectro de emisión y excitación; cuando 

la longitud de onda de excitación es determinada fijar el monocromador 

correspondiente para correr el espectrograma de emisión y obtener el 

valor máximo de fluorescencia para este espectro y verificar si el 9ue 

obtuvimos es igual al reportado en bibliograf1a. 



APENDICE 

Procedimiento de calculo par-a evaluar la LINEALIDAD DEL SISTEHA: 

Calcular : 

Sx = Sumatoria de la cantidad adicionada. 

z 
S:c = Suma de cuadrados de la cantidad adicionada. 

Sy = Suinatoria de l• propiedad medida. 

z 
Sy = Suma de cuadrados de la propiedad medida. 

Sxy = Suma del producto de la cantidad adicionada por la propiedad 

aiedida. 

z 
SYi.. = Suma de cuadrados de los totales. 

t = Núcnero de concentraciones. 

r = Nómero de replicaciones por concentraci6n. 

n = rt= NCcnero de pares ordenados. 

Calcular el valor de la pendiente <m> y el valor de la ordenada al 

origen (b), con las siguientes ecuaciones: 

(ni <Sxyl-(SK) (Syl 
m = 

<nJ <Sx >-<Sx> 

<Syl-<ml !Sxl 

b -------------
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Construcción de la tabla del analisis de la ·.¡arian::a <ANADEVM 

Calcular: 

Ser = Sul\a de cuadrados de r~9resi6n 

2 

SCr = <11> <S•y> + <b> <Sy> - <Sy> /n 

seer = Suma de cuadrados del error de regresión. 

2 

SCer = Sy - <m> <S>y> - <b> <Syl 

SCep =- Suma de cuadrados del error puro. 

2 2 

seep = Sy - <SYi.. > /r 

SCfa zz Suma de cuadt"ados de la falta de ajuste. 

sefol. = seer - SCep 
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Tabla de ANADEVA 

FUENTE DE BRADOS DE SUttA DE KEDlA DE 

VARIAClON LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS 

Ra9re&i6n ser ser 

Error de seer 

rasr••tÓn n-2 seer 

1>ler 

Falta da SCfa 

ajusta ln-2>-t <r-1) Se fa 

olfa 

Error SCep 

puro t lr-1 l SCep 

gtep 

Determinar en la tabla de la distdbucion de "F'' les valare5 para 

Calcular• 

z 
r • Coefictente de determinación. 

z 
[n<Sxy>- lSlc > <Sy1 l 

[nlSl< )-lSx11 lnlSy )-<Sy1l 

Fexpe-

r'l..m•nt.o.l 

Her 
Fra----

HCer 

HCh 

Ffa .. ----

t1eup 



r = Coeficiente de re9resión. 

r = J7 
Sy/:: = Desviación est~ndar dE la regresión. 

Syh = <SCer/gler) 

Sb = Desviación estándar de la ordenada al ori9en. 

.,.. 

[-~. 
z 

l ;¡ 

Sb s Syh: ---------------
<Sx ) - <Sxl /n 

Determinar en la tabla de distribución "t" de Student~ el valor para t 

lC(b) = Intervalo de confianza para la ordenada al origen. 

lC(b) = b + t (n-2: O.P7:S> * (Sb) 

Intercepto relativo [35, :Sól: 

b 

l.R. 

ii 

Prueba de. hipotesis para la ordena.da al origen (b): 

Hipótesis l'Ula He: b = (l donde: f3 = O 

Hipótesis Al terna Hi: b 1' (3 

Determinar en la tabla de dist1~ibuci6n de "t" Student: 

t .n -2: o. p7~; 
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Calcular "t wxp~nmentci.t-· .con_ la siguiente ecuaci6n: 

b-(3 

t•:w:porl._mento.L • 

Criterios de aceptaci6n1 

r 2;: o.98, r ~ 0.99, b ; o 

Existe una relación altamente significativa entre la cantidad .y la 

propiedad medida cuando: 

F regre•i.Ón ) F c:r1 tlca. 1glr,gler; o. ou 

No existe una relación altamente significativa entre la cantidad 

adicionada y la propiedad raedida cuando: 

F regre•tÓn ( F cr.1 t\.cci.. 1glr,gl.r: o. 011 

La falta de ajuste a la relación lineal &imple cantidad 

adicionada - propiedad medida no debe ser 

si9nificativa cuando; 

estadi sticamente 

F Ca.Lle. d• a.juale < F cr1 lt.ca. <glr.gl.r;o. O:S> 

se 



La falta de ajuste a la relac1on lineal simple cant1aad 

adicionada - propiedad medida es estad1stica11ente si9nif1cativa 

cuando: 

F fo.LLa. de a.¡ual• F cr1 li.ca. 1,¡lr,gler:o. 05) 

El intercepto relativo l.R < 10.2 

Prueba del intercepto nulo: 

Hipotesis nula Ha: b = (1 

Hipótesis al terna H1.: b '/- (1 

Si t •xp•r~manla.\ t n-z:o. P?:J no se rechaza Ho la ordenada pasa poi' 

el origen. 

Si t •><p•ri.menLa.t > t n-z: o. sn::s se rechaza Ho h. ordenada no pasa por 

el origen. 



Procedi11iento de calculo para evaluar la LlHEALIDAV DEL HETO!IO: 

Calcular ; 

S:< = Sumatoria de la cantidad adicionada, 

2 

Sx = Suma de cuadrados de ia cantidad adicionada. 

Sy = Sumator1a de la cantidad recuperada. 

2 

Sy = Suma de cuadrados de la cantidad recuperada. 

Sxy = Suma del producto de la cantidad adicionada por la cantidad 

recuperada. 

2 

SYi.. = Suma de cuadrados de los totales. 

t = Número de concentraciones. 

r = Número de replicaciones por concentración. 

n = rt= Numero de pares ordenados. 

Calcular el valor de la pendiente Cm> y el valor de la ordenada al 

ori9en <b>, con las si9u1entes ecuaciones: 

(ni <Sxy>-<Sx> <Syl 

m = 

(n) <S:< >-<Sx) 

(Sy>-<rn> <S:t> 

b --------------
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Construccion de la tabla del analisis de la varianza <ANADEVA> 

Calcular: 

SCr = Suma de cuadrados de regresión . 
ser s <m> CSKyl + lbl <Sy> - <Syl/n 

seer = Suma de cuadrados del error de regresión • 

• 
SCer = Sy - (fa) <Sxy> - (b) (Syl 

SCep = Suma de cuadrados del error puro. 

• z 
SCep = Sy - !SVc. l/r 

SCfa = Suma de cuadrados de la falta de ajuste. 

SCfa = SCer - SCep 
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Tabla de ANADEVA 

Determinar en la tabla de la distribución de "F" los valores para 

Calcular: 

z 
r = Coeficiente de determinación. 

z 
Cn<Sxy>-<SxJ <Sy>J 

Cn<Sx '>-lSx» <n<Sy J-<SyJJ 
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r .= Coeficiente de re9resion. 

r =P' 
Sy/x = Desviación estA.ndar da la regresión. 

1/2 

Syl>: = <SCer/gler) 

Sb = Desviación estándar de la ordenada al origen. 

Sb Sy/K 

Determinar en la tabla de distribución qt" de Student, el valor para t 

lC(b) a Intervalo de confianza para la ordenada al ori9en. 

lC (b) = b + t ln-z; o. O?:n * CSb) 

ICCm) = Intervalo de confianza para la pendiente. 

IC Cm> = m + t 1n-2: o. O?::S> * (Sm) 

Criterios de aceptación: 

Cantidad adicionada contra Cantidad recuperada 

r 2 ::_ 0.98, r ) 0.991 m; 1.0~ b; O 



L.:i rela.:i~n lineal simple de la cant1dao adicionaCa - cantidad 

recuperado? debe ser altamente signiiicativa. 

La falta de ajuste a la rel;acion lineal simple cantidad 

adicionada - cantidad recuperada no debe ser 

significativa. 

F talla de a.ju11l• < F cg.lr,f>Ütr; o. o:n 

á4 

estadi sticamente 



Procedimiento de calculo FJara evaluar la PREClS!ON DtL SJSTEHA: 

Calcular: 

Sy = Suma de la prcpiedad medida. 

2 

Sy = Suma de cuadrados de la propiedad medida. 

n = Número de mediciones. 

y = Valor de la media arimética: 

Sy 

y= --
n 

a = Desviación estAndar de la propiedad medida: 

C. V. = Coeficiente de variacion: 

c.v. <1001 

Criterio de aceptacións 

c.v. s 1.54 
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Procediniento de calculo para evaluar la PRECISIOH DEL lfCTDDO: 

Calcular: 

SY1. •• = Suma para cada analista. 

SYi.J. = Suma de las combinaciones Anal ista-01 a. 

SYVA- = Suma de cada dato elevado al cuadrado. 

Y... = Suma total de los datos. 

S~ = Su111a de cuadrados del analista: 

z z 
SC.. = CSVl •• )/(d) Ir> - CV ••• )/(dra) 

donde: 

r =s Número de replicaciones. 

d = Numero de di as. 

a =Número de analistas. 

SCd = Suma de cuadrados del dia anidado en el analista: 

z z 
SCd = <SSVlj. > /r - <SVi •• l I (rdl 

SCe = Su11a de cuadrados del error1 

z z 
SCe = CSSSVl.¡Al - CSSViJ. l /r 

óó 



Construcc:ion de l.a tabla del análisis de la varianza <ANADEVAl 

Tabla de ANADEVA 

FUENTE DE GRADOS DE SUHA DE HEDIA DE F•Mp. Fe rt l 1,. ea 

VARIACIDN LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS 

sea HCa 

Analista a- l sea HCa=--- Fa=--- Fgla..gld 

º'ª HCd 

SCd HCd 

Dia (d-1 )a SCd f'tCd•--- Fd=--- Fgld.gt. 

9ld HCe 

SCe 

Error (r-1 )ad sea HCaa---

9lo 

O.tercninar en la tabla de la distribución de '"F'" los valores para 

Fcrlllca. de a.noll•La. <r;la./~ o. o:JJ 

Fcrlli.ca. de d1 a. c(;ld/gle: o. 00) 

El Détodo anall tico as reproducible por '"'tos analistas cuandoz 

F ana.li.•la.a ( F crLU.c:a. ,gto..{}ld; o. ocn 

El método anaU tico es reproducibl• en distintos di as por un mis.o 

analista cuandoz 

F dlaa ( F cnli.c:a.. 1f>l,d.(}lo: o. OO> 

El método no es reproducible por lo& analistas cuando: 

F a.no.h•t.<Ui > F cnt.ica.. cglo.,{;ld; o. DO> 

b7 

'•' 

" 



El metodo analitico no es reproduCible en distintos d1as por• un mismo 

analista cuando: 

F di a.a ) F , en.ti.e~ cg.ld.,glo; o. o:n 
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Proceditliento de calculo para evaluar la REPETIBILIDAD DEL tfUODO: 

Calcular: 

Y =Media aritmética totah 

v ••• 

donde: 

n = adr 

a= Desviación estándar total: 

C.V.t. = Coeficiente de variacion total: 

C.V. =---- X 100 

y 

Criterios de aceptaci6n: 

La reproduc1bilidad inter-analista la reproducibil idad 

inter-di a/analista, aebe de satisfacer los requisitos establecidos 

para el principio de medición y/o para la utilización del método. 

Fa.na.lii;la.• ( Fc(}la.gfct; a.~) El método anal! tico es reproducible por 

los analistas. 

F.:i."°lt•l.:i.s / Fcgla.,gl..t; a.~, El método anal! tico no es reproducible 

por los analistas. 
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Fd.1 Qa < Fcgl.d., gle; o. o:s> 

Fd.1 a• > Ftgld., p-l~; o. ~i 

C.V. 3.0X 

El método anall tico es reproducible en 

distintos di as por un mismo anal 1 sta. 

El método anali tico no 

en distintos di as por 

analista. 

7(.1 

reproduc:1bl2 

mismo 



Procedimi~to de calculo para evaluar la t>.'ACTITUD DEL HETODO AL 100%; 

Calcular: 

Sy = Suma del porcentaje recuperado. 

z 
S)' ::::: Suma de cuadrados del porcentaJe recuperado. 

n = Número de recobros. 

Y ::::: Media aritmética del porcentaje recuperado con la siguiente 

ecuación: 

Sy 

y=------

n 

a= Desviación estándar del porcentaje recuperado con la siguiente 

ecuación: 

a= 

[ 

<nl <Sy
2

>-<Syl
2 l 

----------------
" Cn-1> 

IC ( x l Intervalo de confianza para el porcentaje recuperado: 

lC ( X ) = Y : t tn-a. O. P7~> 

7> 



Prueba • t" Student para la media: 

Hipotesis nula Ho: ;( = µ 

H1Potes1s alterna H~: X F µ 

donde; µ = 10(17,, 

Obtener en la tabla de distribucion de "t Student" el -Valor de: 

t tn-1. O. P?'!S> 

• - µ 

s~ 

donde: 

s; = o-1 n 

CV = Coeficiente de variacion: 

CV = ------- X 100 

Criterios de acvptación: 

Prueba de hipótesis para la media 

Hipótesis nula Ho: 

H1P<;>tes1s alterna Hi: 

1(.(1~~ 

; l(lt)i'. 

51 te:.;p•nm..¡.t.~l :.. t 0"1-1.0. p-;i:si: Ho no se recha::a y el método se 

puede considerar e>iacto con un o = 0,050. 

Si texperun•la.l t ln-1.0. l.l;'~;u; Ho se rech,¡o::a v el me todo se i:uede 

considerar no e>:acto con un ,..x = (1, 1)51). 



El intervalo de confianza. para la media , debe incluir el J(IOX. 

El coeficiente de variación debe ser menor o 19ual al J.0% 

7::, 
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