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1.INTRODUCCION



Dentro del imbito industrial se maneja el concepto de calidad cada vez con
mayor énfasis, se habla de calidad total, de excelencin y cero errores en mayor o
menor grado dependicndo del producto o servicio det cual se trate. Las industrias y
compaiiias que producen servicios o insumos para la salud son en las que se trata con
mayor preocupacién de Ia calidad, debido a que en otros campos los errores en los
productos resultan en quejas y quizis en la devolucién de los servicios, mientras que

en el campo de la salud los errores pueden costar vidas humanas.

Por lo anterior se requicre que todo lo que conforma este campo siga

sy

lineamientos estrictos y se apeg lo mas p a politicas y procedimientos de

calidad.

La industria farmacéutica se cuenta entre las que mis enfatizan la observacion
de la calidad y sobre todo de la climinacibn méaxima de errores. Dentro de ésta
industria sc cuenta con departamentos de aseguramiento de la calidad que hace

posible, mediante la interaccién con el resto de 1a compaiiia, que los productos sean

3 et

confinbles; para esto se requicre de mét y pr que cumplan con tales

expectativas.



Tenicnde en cuenta éstas necesidades se desarrolla un proyecto para asegurar
en cierta forma que los métodos y procedimientos utilizados sean  confiables y
produzcan los resultados esperados, con el paso del tiempo se crea el concepto de

validacién y posteriormente se implementan programas de validucién,

Asi en nuestros dias todo métode analitico desarrollado debe ser validado con el
fin de que pueda utilizarse de acuerdo a las leyes vigentes, ademds de contribuir
a la mayor calidad de los productos y con eslo incrementar la competitividad de los

mismos dentro de un mercado creciente y cou miras a la apertura internacional.

De acuerdo a csto el objetivo de} presente trabajo es desarrollar y validar un
método analitico que permita la cuantificacién dentro de una sola mucstra
preparada de ziney cobre para determinar indirectamente la cantidad de sulfato

de zinc y sulfato de cobre tenidos en un medi to comercial como ¢s el

polvo antiséptico Dalidome; para Yo cual se utilizd 1a téenica de absorcién atémica.



2.FUNDAMENTACION
DEL TEMA



2.1BASES FARMACOLOGICAS.

La medicacién tépica o local facilita la curacién de procesos inflamatorios, por
lo que las drogas que poseen dicha accién corresponden al  grupe  de
farmacos antiinflamatorios o antiflogisticos locales. Este grupo comprende:

a)Polvos protectores, quimicamente inertes, que actdan mecéinicamente,

b)Emolientes, sustancias grasas y anilogas que protegen y ablandan la picl.

oD Icentes, coloides con propiedades protectoras sobre las mucosas.
d)Astringentes, precipitantes de las proteinas en la superficie celular que

tituyen sustancias de transicién con ¢l grupo de sustancias irritantes.

2.1.1ASTRINGENTES.

Se denominan astringentes # firmacos que forman una capa protectora de
proteina coagulada por precipitacién de ésta. Se clasifican en dos grupos:

a) Origen vegetal

b) Origen mineral

Debido a que el medicamento de interés contienc astringentes de origen
minceral solo s¢ tratardn éstos.

Los astringentes minerales comprenden las  sales solubles de algunos

metales pesados como ¢l sluminio, zine ¥ cobre principalmente.



Estos farmacos producen algunos compuestos Hamados proteinatos, algunos
de los cuales son solubles en un exceso de proteinas, por lo que !la accién es

b a ek

profunda, provocando a veces necrosis y el precipitado es i le no

se preduce penetracidon, los efectos quedan confinados a la superficic celular y

resulta una accién astringente dando lugar a los siguientes eventos:

1EI precipitado proteico forma una capa protectora sobre la mucosa y 1a piel
inflamada, frente a los agentes irritantes.

2)La accién se ejerce también sobre el cemento que une las células de los
endotelios capilares, asi como sobre las células mismas, lo que provoca una
disminucién de la permeabilidad y retraccién de los capilares.

3)Consccuentemente disminuye la exudacién inflamatoria y 1a secrecién

1 dnl

de las g ¥y la mucosa aparece pilida y contraida,

4)Se tiene como efecto general una accién antiinflamatoria.

5)La precipitacién o lacién de las proteil fi asi como la

15 &

retraccién capilar, lleva a la detencién de las hemorragias capilares superficiales,

con cierta accién hemostitica local,

Oftry accion farmacolégica de éstos fiarmacos es- Ia uccién  antiséptica,

tratindose mis bien de ecfectos bacteriostaticos cuando se emplean las



por un de precipitacién de las pr

bacterianas.

La muestra en estudio es un polvo a ptico que iene sulfato de cobre

(CuS0, ), sulfato de zinc (ZnSO, ), alcanfor y ipi ©s una 1 luble en

agua que se utiliza sobre el tejido vivo para eliminar o prevenir el crecimiento de

microorganismos en base a las propiedades astringentes del CuSOy y el ZnSO,.

El antiséptico a utilizar tiene por nombre comercial Dalidome y la

formulacién referida a la cantidad por sobre es:

Sulfato de cobre.iniinnn....0.389 g

Alcanf 0.058 ¢

Excipi c.b.p. 2,200 g




Este producto también se conoce como solucién cuprozincica aleanforada

0 agua de Dalibour esté indicado en impétigo, piodermitis, dermatitis  exfoliativa,
hiperhidrosis, dermatosis pustulares, eczemas agudos rezvmantes con formacion

de costras debicndo constituir siempre el tratamiento inicial ¢n forma de apdsitos
o compresas hiimedas y previo al empleo de las lociones con polves protectores;
debido a su absorcién a través de 1a piel ayuda a regenerar los tejidos  daifiados; su
uso csth contraindicado sobre los ojos o superficies descubiertas, asf mismo no

deberd emplearse por tiempo prolongado ni en dreas amplias del cuerpo. Este

e

no pr interacciones con otros firmacos, ni efectos secundarios
como carcinogénesis, teratogénesis o alteraciones de Ia fertilidad por lo que es de

uso comin en las afecciones sefialadas.

Esta preparacién se emplea aplicindoln en forma de apdsitos o compresas
hiamedas, para lo cual se emplean compresas de gasa o tela humedecidas con dicha
solucién, que se aplican sobre ¢l drea inflamada y se renuevan cada 10 minutos
durante 2 horas, 3 veces por dia, si 1as lesiones no son agudas puede ocluirse el apdsito

mediante un plistico y una venda de gasa.

El sulfato de cobre tiene accién fungicida y se utiliza también en gotas

oftdlmicas, asi mismo, tiene efecto sobre la mucosa gidstrica y produce  vémito



reflejo, casi no se absorbe por administracién oral. Al inyectarse por via

intravenosa también produce vémito por estipulacién deq recep

€s.

Las sales de zinc, principalmente el sulfato de zinc, se utilizan también como

Anciand.

antitranspirantes y eméticos. El sulfato de zinc irrita la ghstrica pr

viimito al ingerirse.

REFERENCIAS: 6,7, 1



2.2VALIDACION DE METODOS ANALITICOS.

2.2.1GENERALIDADES

El concepto de validacién se j6 originalmente por la Food and Drug
Admistration (FDA); primero en un comunicado de 1906 que cxige el control de
medicamentos para cvitar su adulteracién, posteriormente en 1938 convoca a los
fabricantes para que éstos eliminen de sus formulaciones Fualquicr sustancia guc

pueda ser téxica y se implementa el acta de acondicionamiento de seguridad de tos

medicamentos. A partivr de 1967 se emiten normas de correcta fabricacién y de

control de 1a calidad de los prod s 11 das Pricticas Ad das de Manufactura

(PAM's) en las que se ideran todos aquclos factores que contribuyen a la

obtencion de alta calidad en los procesos de fabricacion, asi como la

reproducibilidad lote a lote. Finalmente en 1983 se determina el significado de

153 tahl

i6n y se en criterios de aceptacién y limitantes para considerar la

validez de un proceso y/o de un método analitico.

La validacién de un método analitico es ¢l proceso por el cual queda
establecido, por estudios de laboratorio, que la capacidad del métode satisface los
requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas. Generalmente en este proceso

s¢ evalta la  precision, linealidad, cxactitud y ospecificidad  del método

proporcionando una medida det p iento del



Segiin las guias generales de validacién los parimetros a evaluar se determinan
de acuerdo a la aplicacién que sc le dard al método en cuestion, y se presentan en ¢l
apéndice I.

Para la validacién de métodos analiticos utilizados en contrel de calidad, tal es
el caso del que se presenta en este trabajo, los purametros a evaluar son:

+Linealidad y precisién del sistema
+Lincalidad del método

+Exactitud y repetibitidad al 100%
+Precision (reproducibilidad) det método
+Especificidad del método

+Estabilidad de la muestra analitica.

2.2.2DEFINICIONES Y CRITERIOS.

A.Linealidad del sisterna.

La linealidad de un sistema es su habilidad para asegurar que los resultados
analiticos, los cuales pucden ser obtenidos dircclamcnte o por medio de una
transformacién matemitica  bien definida, son  propercionales a I
concentracion  de  la sustancia  dentro  de  un intervalo determinado,

cntendiéndose  como  intervalo  las coneentraciones  comprendidas  entre  los



niveles de concentracién superior e inferior de la sustancia (incluyendo estos
niveles).

Se determing  construyendo una curva de  calibracién (concentracion vs.
respuesta medida) utilizando cuundo menos 5 diluciones preparadas a partir de una

misma ién patrdn y haciendo anélisis cuando menos per duplicado para cada

d se¢ debe

dilucién. Para control de Ia acién al 100%, esto es

la concentraci6n de la muestra en la solucién final que proporciona una respucsta

adecuada dependiendo del método de cuantificacién,

CRITERIO DE ACEPTACION

CVs515%

r =099

r 2098

TABLA L. CRITERIO DE ACEPTACION PARA LINEALIDAD DEL SISTEMA.

B.Precisién del sistema,

Es la correlacion que existe entre un valor determinado experi

un valor aceptado como referencia, obtenidos por un solo analista utilizando los
mismos aparatos y téenicas,
Se determina por ol andlisis sextuplicado de una  misma solucién estindar

correspondiente al 100% establecido en 1a linealidad del sistema.



CRITERIO DE ACEPTACION

CV<15%

TABLA 11. CRITERIO DE ACEPTACION PARA PRECISION DEL SISTEMA.

C.Linealidad del método.

Mide el grado en que la respuesta del método, al trabajar en un intervalo

determinadoe de concentraciones, s¢ aproxima a una funcién lineal del tipo y=mx + b.

Para evaluarla se utilizan placebos adicionados de cuando menos tres
diferentes cantidades de la sustancia de interés (placebos cargados), cada uno

g Tiente. haciend
de a indep

LTI

el

por triplicado.

Las concentraciones de los placebos cargados deben ser las adecuadas para

que, utilizando el método prop las ¢ { de las soluci finales a

analizar estén dentro del intervalo de 1a linealidad del sistema incluyendo siempre

1a correspondiente al 100%.

Se construye una curva cantidad adicionada vs cantidad recuperada.



CRITERIO DE ACEPTACION

m21
b2 0
r >0.98
%oRecuperado 97 - 103%

CV<3%

TABLA 11l CRITERIO DE ACEPTACION PARA LA LINEALIDAD DEL METODO.

D.Exactitud y repetibilidad al 100%.
La exactitud de un método analitico ¢s 1a concordancia entre un valor obtenido
experimentalmente y el valor de referencia. Se expresa como el porciento de recobro

obtenido del andlisis de muestras a las que se les han adicionado cantidades

idas de la in

Precision de un métode analitico es el grado de concordancia entre
resultados analiticos individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente
a diferentes muestreos de una muestra homogénea del producto, generalmente

se expresa en términos de desviacién estindar o coeficiente de variacién (CV).



La repetibilidad es 1a precisién de un método analitico expresada como la

concordancia btenid entre determinaci independientes realizadas bajo las
mismas condiciones.

Se determina de por lo menos seis placebos cargados de manera independiente
con la cantidad necesaria de  la sustancia de interés para obtener ¢l 100%
utilizando el método propuesto, haciendo el andlisis ¢n las mismas condiciones de

operacion y por ¢l mismo analista.

CRITERIO DE ACEPTACION

%o Recuperado 97 - 103%
CV <3%
tear $_‘|nh

A2ca £X 200

TABLA 1Y, CRITERIO DE ACEFTACION PARA EXACTITUDR Y REPETIBILIDAD AL 100%,

LAt SE REFIERE AL ESTADIGRAFOQ DE CONTRASTE t DE STUDENT.

E.Reproduciblidad del método.
Es la precisién de un método analitico expresada como la  concordancia entre
determninaciones independientes realizadas bajo condiciones diferentes, esto cs,

diferentes analistas, diferentes dias o diferentes laboratorios etcétera.



Se determina de una muestra homogéneca del producto cercana al 100% de la
concentraciéon tedrica, analizada cuando menos por dos analistas, en dos dias

diferentes y por triplicado, calculindose el porciento recuperado.

CRITERIO DF. ACEPTACION

CV<3%

Feu< Fuan

TABLA V. CRITERIO DE ACEPTACION PARA REPRODUCIBILIDAD DEE METODO LA FSE

REFIERE AL ESTADIGRAFO F DE FISHER OBTENIDO MEDIANTE UNA TABLA DE ANALESIS DE

VARIANZA
F.Especificidad.
Es la habilidad de un método analitico para ob una respuesta debid:
i ala ia de interés y no a otros componentes de la mucstra,

El desarrollo de esta prucha también depende de la aplicacién del método
evaluado, para métodos de control de calidad se analizan placebos del producto con
el método propucsto  y posteriormente  se  identifica(n)  1a(s) respuesta(s) del

{tos) activo(s), y si procede, de los excipientes y/o de otras sustancias presentes.



CRITERIO DE ACEPTACION: Confirmar que el método desarrollado es capaz de
cuantificar la sustancia de interés sin que exista interferencia de otras sustancias

presentes,

G.Estabilidad de Ia muestra.
Es Ia propicdad de una muestra preparada  paraz su cuantificacién, de
conservar su integridad fisicoquimica y la concentracion de la sustancia de interds,
después de almacenarse durante un tiempo determinado bajo condiciones
especificas.

Se determina mediante la comparacién de log resultades de los andlisis iniciales de

henid .

tres muestras con los )s de las muestras después de permanecer por

un tiempo determinado en diferentes condiciongs, como son temperatura, tipo de luz,
material del contencdor, etc. Se almacenan las mucstras bajo condiciones

determinadas previamente durante un tiempo | preestablecido dependicndo de las

propiedades fisicoquimicas de la sustancia a apalizar, posteriormente reanalizarlas
bajo las mismas condiciones de operacion, utilizando una solucién de referencia
recientemente preparada, el andlisis debe efeciuarse por ¢l mismo analista.
CRITERIO DE ACEPTACION: La muestra ¢s  estable si el intervalo de
confianza para la difcrénciu de la media de  1a muestra con respecto a la media del
andlisis inicial incluye ef valor de cero y/o 1s maghitud del efecto no exceda ¢l £3%.

REFERENCIAN: 11,12



2.3JABSORCION ATOMICA.

2.3.1PRINCIPIOS BASICOS,

La espectrofotometria de absorcién atémica es una técnica para el andlisis
cuantitativo de elementos en su mayoria metalcs; y metaloides. Se basa en la
absorcién de radiacién visible o ultravioleta por el vapor atémico del elemento; se
introdujo por primera vez en 1955 por Alan Walsh.

La absorcién atémica dificre de la absorcién melecular convencional en cuanto a
que los fitomos libres (neutros) de todo metal y metaloide, asi como algunos no

" metales, presentan una absorcién util en alguna(s) longitud(es) de onda comprendida

entre 190.0 nm y 800.0 nm en tanto muchas de las formas combinadas de los

( por ejemy plejos, aniones, hidrates) no absorben de forma

apreciable en este rango; por otra parte el espectro deabsorcién de la forma libre
de un elemento es muy diferente del dp la forma combinada, esto es, los Atomos
presentan un espectro de lineas de absorci6n, mientras que las moléculas presentan
un espectro con picos y mesetas, es decir, areas de absorcién, lo quele confiere a la
absorcién atémica mayor sensibilidud y especificidad que la  absorcién

molecular,

16
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FIGURA 1. ESPECTROFOTOMETRO PARA ABSORCION ATOMICA.




En la figura 1 se muestra el diagrama de un espectrofotémetro de absorcién
atémica en el que se indican las partes que lo conforman.

La absorcién atémica sec basaen que la aspersion de una solucién que contiene
iones o Atomos metfllicos en un quemador produce dispersién de los Atomos en la

flama; una pequeiia porcién de los it se il y il luz pero la gran

mayoria absorbe longitudes de onda discretas de la luz incidente, si se mide la
cantidad  absorbida  puede obtencrse una relacién que permita conocer la
concentracién de los itomos, por tanto puede aplicarse la ley de Beer, en la que el
término de concentracién ¢ estrictamente hablando se refiere a Ia concentracién

atémica en el vapor atdmico, noala acion de la solucion, por esto una de

las etapas mis importantes es la formacién de dtomos a partir de la solucién y

comprende los siguientes pasos:

a)Transporte de la solucién
b)Nebulizacién
c)Transporte del aerosol
d)Desolvatacién
€}Vaporizacién

N Equilibrio de las especies vaporizadas



a.TRANSPORTE DE LA SOLUCION.

En este paso sc lleva a cabo el movimicnte de 1a solu
a ftravés de un tubo de plistico, por tanto se requicre q
entra Ia solucién estindar y la muestra sean iguales y
debe controlarse 1a velocidad de flujo y evitar que hi

viscosidad, turbidez y solventes de la solucién de referenci

b.NEBULIZACION.

vidn hacia el nebulizador
e la velocidad 2 la que
veproducibles por lo que
ya diferencias  entre In

n y la mucstra problema,

Dentro de la absorcién atémica de flama la nebulizacién es el paso de mayor

importancia ya que es cuandoe se da la conversién de ia solucién a un rocio muy fino,

atl

concéntricos como el

para esto se utilizan nebulizadores general

que se muestra en la figura 2, ¢} problenin radica en la eficiencia del nebulizador para

convertir 1a solucién en acrosol ya que las gotas atiles d
menor de 10 nun y éstas solo representan un 3- 15% de

elimina.

eben tener un difimetro

a solucién total, el resto se




—_— a
SOLUCION

MUESTRA

OXIDANTE UDEL

NERULIZADOR

FIG. 2 NEBULIZADOR NEUMATICO CONCENTRICO (3)

c.,TRANSPORTE DEL RQOCIO.
Durante ¢l paso del rocio a través de la camara se seleccionan mediante

deflectores las gotas miés finas y utiles y el resto se condensa y se drena.

d.DESOLVATACION.

Una vez que el rocio llegaala flama se¢ evapora ¢l solvente quedando solamente
las particulas de sal, 1a velocidad a la que se licva a cabo este cambio depende del
tamaiio de Ia gota, del solvente, el tiempo que pasa dentro de la flama y la

temperatura y composicién de ésta; pero debido a que solo las gotas finas Hegan a

Tot. hi

esta etapa, raramente la desolvatacion inc es un pr

20



e.VAPORIZACION.

Consiste en ¢l paso de las particulas de sal a vapor lo que depende de la
temperatura de la flama, el tiempo que tarda la particula en clla y el tamaiio y
composicién de la particula, durante esta etapa pueden presentarse

dehid

interferencias

a la formacién de compuestos entre el analito y otras especies

presentes en la solucién.

LEQUILIBRIO DE LAS ESPECIES PRESENTES.

Este equilibrio se lleva a caho entre las especies moleculares, itomos neutros e
jones; lo cual depende en mayor parte de las condiciones de la flama, a
temperaturas bajas las especies moleculares son las que predominan y como se
requicre de itomos neutros preferentemente debe elevarse la temperatura de la
flama, pero si se eleva demasiado se corre el riesgo de aumentar la formacién de
especies iénicas que interfieren, por tanto debe eclegirse una temperatura dptima

para determinar cada especie en particular.

21



2.3.2INSTRUMENTACION.

a.FUENTE.

Las fuentes utilizadas en absorcién atémica son muy diferentes a las utilizadas en
absorcién molecular ya que los fitomos neutros absorben solamente intervalos de
longitud de onda muy estrechos (lineas) de alrededor de 0.1 ranémetro de
ancho. Los monocromadores utilizados cominmente no son capaces de aislar

intervalos lo sufici e pequeiios para que scan absorbidos completamente

por una linea de absorcién, ademés para aplicar Ia Ley de Beer se requiere que la
absortividad de la muestra sea constante, por lo qué para absorcién atémica se
requiere una fuente que emita lineas angostas a la lengitud de onda caracteristica del
elemente que se va a analizar, con este tipo de fuentes se obtiene la ventaja de que
¢! anilisis cs altamente selectivo, pero a su vez se crea ¢l problema de que se dehe
cambiar la fuente para cada elemento que se vaya a determinar.

Existen varios tipos de fuentes, pero todos contienen cierta cantidad del elemento
cuya linea de absorcién se quiera emitir, por tanto la lineca que emite este tipo de

fuentes s constante.

La fuente més utilizada es 1a limpara de cdtodo hueco, i cual ¢s un tubo con

22



citodo que contienc una pequcia cantidad del clemento de interés y un énodo
sellado en una cubierta de vidrio o cuarzo que conticne algin gas noble, (Figura 3),
al aplicarle voltaje, se produce una descarga en el gas produciéndose iones positivos
que bombardean el ¢itodo y desprenden Atomos  del  materinl  de  éste, um
parte de los 4tomos metlicos dispersados se encuentra en estado excitado, al
regresar a  su  estado  basal emiten radiacién caracteristica  del metal y

posteriormente se vuelven a depositar.

. VENTANA
/ BE GUARZO

" WAPOR

3 aToMico

CUERPO DE VIDRIO

FIG.L LAMPARA DE CATODO HUECO (7).
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Este tipo de fuente cumple con las caracteristicas necesarias ya que
maximiza la absorcion de la radiacién emitida por 1a fuente como pucde

observarse en lafigura 4, en donde se muestra: a)la relacién entre el espectro de

isi6n de una li a de citodo hueco, b) la misma como se ve a través de un

monocromador y ¢} el efecto de absorcién en la flama.

Estas fuentes se ven afectadas por la corriente ya que a medida que ésta
aumenta tanto la temperatura como la presién dentro de la lampara aumenta lo

que provoca ¢l ensanchamicnto de las lineas emitidas.

Otro tipo dc fuente son las lamparas de descarga gaseosa que producen un

espectro lineal como consecuencia del paso de una corriente eléctrica por un vapor

de At licos; como las lAmparas de vapor de sodio o mercurio. Este tipo de

fuentes son ttiles para ¢l andlisis de metales alcalinos.
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b.FLAMA.

En absorcidn atémica de lama se emplea general ente una la de oxid: Y

bustible, los exid mas son oxigeno, aire, 6xide nitroso entre otros,
éstos al mezclarse con diferentes combustibles producen flamas de diferentes

temperaturas y caracteristicas como puede observarse en la tabla VI,

OXIDANTE

COMBUSTIBLE AIRE __ OXIGENO __ OXIDO NITROSO

HIDROGENO 2100 2780
ACETILENO 2200 3050 2955
FPROPANO 1925 2800

TABLA VI. TEMPERATURAS EN C DE FLAMAS OBTENIDAS CON

DIFERENTES MEZCLAS OXIDANTE-COMBUSTIBLE (4).

Para cspectrofoté 0S €on pr ladores no es muy seguro utilizar una
mezcla oxigeno-acetileno porque la flama se propuga ripidamente y es posible que sea
absorbida hacia ¢l cuerpo del mezclador y proveque una implosién , asi que sc usa

" 1

prefer una

de aire-acetileno que cs Otil para la mayoria de los
metales. El éxido nitroso mezclado con acetileno s otra opcion ya que produce

unn flama de temperatura ligeramente micnor que la de oxigeno-acctileno pero
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sin el riesgo de implosién, por esto es muy utilizada en el andlisis de aluminio,

titanio, lantanidos, tierras raras, alcalinotérreos, berilio y silicén ya que éstos

\ 2

forman 6 refractarios en la flama de aire-acetileno,
¢.QUEMADORES.

El quemador utilizado mis ampliamente es el de cfimara o premezclado, figura §,
la muestra se atomiza en el nebulizador por el paso de un flujo répido de aire al
final del capilar Juego el gas combustible se mezcla con el aerosof en la cimara y
la mezcla llega a la cabeza del quemador; generalmente estos quemadores tienen
una longitudde 5 a ‘10 cm lo que da una flama larga, delgada y laminar con
baja luminosidad y poco ruido, otra ventaja es que la viscosidad de 1a solucién no es

un problema porque las gotas miis grandes se eliminan antes de entrar a la ranura

A A :

del q dor; asi mismo, hay una muy pequeha entre la sefial y la

velocidad de flujo de la a, ademds es éni te simple. Una des j

¢s que cuando se utilizan mezclas de solventes sc fleva a cabo una evaporacién
selectiva lo que puede causar que la muestra quede en Ia porcién no evaporada de
ins gotas; esto puede evitarse si se evapora casi la totalidad de los solventes antes
de que las gotas entren a la flama, otra desventaja de cste diseiio es que con

mezclas  de combustible-oxidunte de propagacion rapida existe el riesgo de implosion
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par retroceso de la flama.

COMBUSTIBLE FLaMA
| ABERTURA

\
: DEL QUEMADOR

£O0LUCION ~~—————TDEFLECTORES
MUESTRA ™ l_r_‘_,
[ CAMARA DE MEZCLADO

TDRENAJE

v
OXIDANTE

FIG.5S QUEMADOR DE PREMEZCLADO. LOS DEFLECTORES EN LA CAMARA
COLECTAN LAS GOTAS MAS GRANDES (19),

Otro tipo de quemador es el de consumo total o de flujo turbulento, en el que las
muestras se aspiran directamente a Ia flama a través de un capilar gencralmente a una

locidad de 1-3 mlmin; pr ta 1a ventaja de permitir Ia entrada.de una cantidad

v

relativamente grande y representativa de la muestra ¥ no existe posibilidad de
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retroceso de In flama y provecar una implosién; entre sus desventajas se cuenta una

longitud corta de 1a flama, obstruccién del capilar y ruido.

d. Monocromadores.
Lafuncién de los monocromadores es scleccionar la lengitud de onda a 1a cual

se mide la absorbancia, ain cuando la fuente emite lineas especificas del elemento,

¢l gas que contienc la lampara también emite, asi como los iones del analito o algin

otro eclemento que pueda estar pr te en la lampara, principal las que

estén compuestas por aleaciones o las de | demés el dor

reduccen gran medida las emisiones de la flama.
La variable mis importante del monocromador es la anchura de la ranura que
determina la intensidad de Ja luz que pasa por ¢l monocromador asi como el

intervalo de longitud de onda, generalmente se tienc un intervalo de 0.1 a 10 nm.

e.Fotodetector.

Generalmente se utiliza en absorcion atémica ¢l tubo fotomutltiplicador, en el cual
el haz de luz a medir se dirige a la superficicde un electrodo de inetal llamado
fotocitodo, ¢l cunl estd cubierto con una aleacion de metal alcalino, los fotones
desprenden ¢lectrones de la superficie del fotocitodo (efecto  fotocléctrico), luego

estos electrones pasan a una segunda serie de electrodos ltamados dirodos los cunles
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se mantienen a diferentes potenciales con incrementos de 100V, lo que provoca que
el nimero de electrones desprendides se multiplique hasta que llegan al 4nodo con
un factor de incremento de 10 a 10 dependiendo de la diferencia de potencial

entre los dinodos y el nimcero total de éstos.

f.Amplificador electrénico y Sistema de Lectura.

" La corriente cléctrica del fotodetector se amplifica aun mas mediante circuiteria
electrénica y se envia a un sistema de lectura o registrador. Los sistemas mis
simples dan lecturas en unidades de intensidad relativa generalmente con escalas de 0

a 100, otro tipo de sistemas incluyen un amplificador logaritmico que permite la

lectura directa en unidades de absort ia. También se cuenta con instrumentos que
poseen mbdulos de lectura digital ya sea continua o integrada que pueden acoplarse

a impresoras.

REFERENCIAS: 3. 4,17, 18, 19.
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' 3.PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA



La industria farmacéutica se desarrolla dia con dia, implementando nueva
tecnologia. lo que In convicrte cn un sector de vanguardia. Uno de los departamentos
en los que se reflcja esta tendencia es el de control de - calidad, dentro de ¢! los
métodos analiticos utilizados son importantes, por lo que deben ser precisos y exactos,
ya que es una industria en donde Ia cuantificacion de los componentes de un producto
es uno de los parimetros decisivos en la aceptacién o rechazo de los lotes de

produccién,

Existen técnicas variadas para determinar sulfato de cobre y sulfato de zinc,
una de ellas es mediante titulaciones separadas de cobre y zinc, esto es utilizando
Ia sal s6dica del etilendiamintetraacetato como valorante para el sulfato de zinc y

tiosulfato de sodio como reactivo titulante para el sulfato de cobre.

También se utiliza para cuantificar cobre y zinc un método espectrofotométrico
enla regi6n visible, para lo cual es necesario formar un complejo coloride con cada

uno de ellos, para ¢l cobre s¢ requiere la for ion bajo condiciones de pH

adecuadas del complejo tetraminciprico utilizando solucién reactivo de amoniuco,

éste complejo presenta una coloracién azul intensa que puede leerse a una longitud
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deonda de 440 nm, para el zinc se requiere preparar una solucién débilmente
alcalina que le permita reaccionar con ditizona para formar zinc ceto ditizonato que

le conficre a la soluciéon un color rojo utilizando clorofornmo como solvente,

posteriormente  se  mide la idad espectrofotométri a 530 nm.
Debido a gue en éste trabajo se pretende la cuantificacién de ambos metales,

en la misma muestra preparada, se descartaron ambas técnicas.

Tomando en cuenta los requisitos anteriores una solucién para €ste pMuclo

en particular seria utilizar como método analitico Ia absorcién atGmica ya que ésta

es una técnica precisa y ible que requiere una cantidad minima de reactivos. ya
que solo requiere de soluciones acuosas de los activos y del producto acidificadas
con cido nftrico, ademfs de esto es una técnica que permite la cuantificacién de
ambos melales dentre de la misma muestra preparada, y el limite de  deteccién
rebomdo para éstos metales es > 0.01 mg/t para el Cobre (recobro promedio 103.5

- 989%) y de 5.9 mgA para ¢ Zinc (recobro promedio 100.6%), lo que Ia

convierte en una técnica de elegibilidad potencial para satisf: los y

) a

ael pr pr

P f &

r en

REFERENCIAS: L2.5.8.9,02,13,14.15,19,20.

32



 4.OBJETIVOS



4.0BJETIVOS:

GENERAL:
*Desarrollar y validar un método analitico
para cuantificar en una misma muestra zinc
y cobre y de manera indirecta conocer la
cantidad de sulfato de cobre y sulfato de
zine en un antiséptico.

PARTICULARES:

*Disefiar un método analitico utilizando la técnica de

Absorcion Atémica para cuantificar cobre y zinc.

*Validar e} método propuesto.

*Establecer con base a los resultados de la validacién
st el método es preciso y exacto para Ia cuantificacién
de cobre y zinc y conocer de forma indirecta la
cantidad de sulfato de cobre y sulfato de zinc

contenida en un polve antiséptico,
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5. HIPOTESIS



5.HIPOTESIS:

Debidoa que la técnica de Absorcibn Atémica es
sensible y especifica, dﬁnﬁnuyendo el riesgo de error
experimental, asi mismo los limites de deteccién y
cuantificacién son bajos, se espera que sea adecuada
para 1a cuantificacién de Zinc y Cobre, permitiendo
determinar de forma indirecta la cantidad de sulfato

de zinc y sulfato de cobre en un polve antiséptico.
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6. MATERIAL Y METODO



6.IMATERIAL

Espectrofotémetro de absorcién atémica PYE UNICAM modelo SP192
Lampara de ciitodo hueco de zincy cobre PYE UNICAM

Matraz volumétrico de 50 ml PYREX

Matraz volumétrico de 25 ml PYREX

Matraz volumétrico de 100 ml PYREX

Balanza analitica METTLER H80

Pipeta volumétrica 1,2, 3, §, 10 ml KIMAX

Bureta 10 ml PYREX

REACTIVOS

Sulfato de Cobre (CuSO, . 5 H,0) reactivo analitico MERCK 99.0%
Sulfato de Zinc (ZnSO, . 7 H;0) reactivo analitico JT BAKER 99.0%
Agua desionizada

Acido nitrico grado reactivo JT BAKER

Alcanfor grado USP
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6.2METODOLOGIA.

6.2.1PREPARACION DEL MATERIAL.

El material de vidrio fué lavado con detergente y enjungado con agua corriente;

PP

posteriormente se 6 con agua d

juag ¥ se dej6 con solucién de 4cido nitrico
al 3% durante 24 horas, pasado este tiempo se enjuagé con agua desionizada y se
procedi6 a calibrarlo.

Después de cada prueba el material se lavé y se dej6 con solucién de fcido nitrico

al 3% durante 30 minutos.

6.2.2PREPARACION DE SOLUCIONES.

Enla preparrcién de las soluciones patrén y las diluciones para las pruebas se

utiliz6 como disolvente agua desionizada.

Solucién de 4cido nitrico al 3%. Medir 30 ml de ficido nitrico y afiadir agua

desionizada hasta ajustar un litro de solucién.

Solucion de ficido nitrico 0.05M. Medir 3.5 m! de fcido nitrico y aforar a 1000 ml.
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Solucién patrén de Cobre. Pesar con exactitud aproximadamente 20 mg de
] sulfato de cobre pentahidratado (CuSO,. 5 H,0), transferirlos a un matraz
volumétrico de 100 ml y aforar.

Solucién patrén de Zine, Pesar con exactitud aproximadamente 65 mg de sulfato de
zinc heptahidratado (ZnSO4« 7 H,0), transferirlos a un matraz volumétrico de 100
ml y aforar.

Solucién patrén de Zinc y Cobre. Pesar con exactitud aproximadamente 20 mg de
sulfato de cobre pentahidratado y 65 mg de sulfato -de zinc heptahidratado,
transferirios a un matraz volumétrico de 100 ml y aforar. »

Curva de calibracién. Tomar una alicuota de 10 m! de la solucitn pat‘rén dezincy

cobre aforarla a 50 ml (solucibn A) a partir de ésta solucién preparar las

siguientes diluciones:

Solucién wi1Sol.A mIHNO; Vol final meg/ml Cu  meg/ml Zn
0.05M ml
1] 1.0 3 25 0.408 1.182
2 1.5 3 . 25 0.613 1773
3 2.0 3 25 0.817 2.365
4 25 3 25 1.022 2.956
8 3.0 3 25 1.226 3.547
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6.23DESARROLLO DEL METODO.

Tomar una alfcuota de 10 ml de la solucién patrén de cobre y transferirla a un
matraz volumétrico de 50 ml a partir de esta solucién (solucién A) realizar las

siguientes diluciones:

Solucidn ml Sol.A. mi HNO; Vol. final  mcg/ml Cu
0.05M m!
1A 1 3 25 0.408
2A 2 3 25 0.817
3A 3 3 25 1.226
4A 5 3 25 2.043
54 6 3 25 2452
6A 7 3 25 2.861
7A 8 3 25 3.270

Tomar unza alicuota de 10 mt de 1a solucién patrén de zine y diluirla a 50

mi (solucién B) de ésta solucién realizar las siguientes diluci H
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Solucién ml Sol.B. mlHNO; Vol final  mcg/ml Zn
0.05M mi
1B 1 3 25 1.182
2B 2 3 25 2.365
3B 3 3 25 3.547
4 5 3 25 5913
5B 6 3 25 7.095
6B 7 3 25 8.278
7B 8 3 25 9.461

Transferir una alicuota de 10 ml de la solucién patrén de cobre y zinc a un

matraz de 50 ml y aforar (solucién C) a partir dc esta solucién realizar las diluci

siguientes:

39



Solucién ml Sol.A.- ml HNO; 'Vol. final meg/ml Cu mcg/mi Zn
_0.05M m_
1C i 25 0.408 1.182
2C 2 3 25 0.817 2.365
3c 3 3 25 1.226 3.547
4ac 5 3 25 2.043 5913
5C 6 K] 25 2.452 7.095
6C 7 3 25 2.861 8.278
7C 8 3 25 3.270 9.461

Preparar todas las soluciones por duplicadoe.

Medir 1a absorbancia de las soluci anteriores a 324.8 nanémetros para el
cobre y 213.8 nanémetros para zinc utilizando una flama de aire acetileno con una
velocidad de flujo de 5 litros de aire por minuto y 1 ml de acetileno por
minuto.

Con las lecturas obtenidas construir las gréficas absorbancia en funcién de Ia
concentracién de cobre y zinc (ug/ml), a partir de éstas determinar el rango de
concentraciones en fos que se presenta una relacién lincal entre 1a absorbancia y Ia
concentracién. El cual sera utilizado posteriormente para realizar las pruebas de
validacién. Asi mismo identificar si hay interferencia entre el zinc y ¢l cobre a partir

de los resultados obtenidos con las diluciones de la solucién C,
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6.24VALIDACION DEL METODO.

*Linealidad del Sistema.
Tomar una alicuota de 10 ml de 1a solucién patrén de zinc y cobre y transferirlos
a un matraz volumétrico de S0 ml y aforar (solucién A), a partir de ésta solucién

preparar las siguientes diluciones:

Solucién mlSol.C. mIHNO; Vol final mecg/mt Cu meg/ml Zn
' 0.05M ml
1 1.0 3 25 0.408 1.182
2 1.5 3 25 0.613 1.773
3 2.0 3 25 0.817 2.365
4 2.5 3 25 1.022 2.956
5 3.0 3 25 1.226 3.547

La preparacién de estas soluciones se realiza por triplicado.

Posteriormente se miden las absorbancias de las soluciones a las longitudes de
onda y condiciones de flama establecidas en el desarrolle del método. Con los
datos obtenidos se construye una grifica de absorbancia vs. cantidad agregada

(concentracion de cobre ¥ zinc meg/ml).
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*Precisién del Sistema.

Medir una alicuota de 10 ml de la solucién patrén de cobre y zinc y llevar a 50
ml, posteriorniente tomar de e¢sta solucion 2 ml y transferirlos & un matraz
volumétrico de 25 ml afiadir 3 ml de dcido nitrico 0.05 M y aforar, preparar

€ésta solucién por sextuplicad

Medir las absorbancias de las soluciones anteriores y calcular cl porciento de

recobro (%Recobro) de acuerdo a la siguiente formula.

%Recobro = (Cantidad Recuperada/Cantidad Agregada) x 100

*Linealidad del Métedo. -

Preparar cinco placebos cargados de la siguiente forma:

Placebo mgCuS0, 5H; O mgZnS047H; O mgAlcanfoq
1 12 32 20
2 15 48 20
3 20 65 20
4 25 82 20
5 30 97 20
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Transferirlos a matraces volumétricos de 100 ml y aforar, posteriormente
tomar una alicuota de 10 ml y atorar a 50 ml. De ésta solucion tomar 2 ml, afadir 3
ml de 4cido nitrico 0.05 M y aforar a 25 ml para cada placebo por triplicado.

Medir las absorbancias y calcular la cantidad recuperada y el porciento de
recobro, con estos valores construir una grifica de cantidad adicionada vs,

cantidad recuperada.

*Exactitud y Precisién al 100%

Pesar con exactitud aproxirmadamente 20 mg de sulfato de cobre pentahidratado,
65 mg de sulfate de zinc heptahidratado y 20 mg de alcanfor, tansferirlos a un
matraz volumétrico de 100 ml y aforar, de esta solucién tomar 10 ml y Hevarlos a 50
ml, posteriormente tomar una alicuota de 2 ml de ésta vltima y transferirla 2 un

matraz de 25 m), afiadir 3 ml de 4cido nitrico 0.05 M y aforar.

Se preparan 6 soluci de la mi forma muestras individuales para

| 4

cada una de ellas.

Medir las absorbancias de cada muestra y calcular ¢l porciento de recobro.
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*Especificidad.

Pesar con exactitud aproximadamente 20 mg de alcanfor y aforarlos a 100 ml
tomar una alicucta de 10 ml y llevarla a 50 ml (solucién A).

Tomar 10 il de la solucién patrén de zinc y aforar a 50 ml {solucién B).

Tomar una alicuota de 10 ml de la solucién patrén de cobre y aforar a 50 ml
(solucién C).

Diluir a 50 ml una alicuota de 10 mi de la solucién patrén de zinc y cobre
(solucién D).

Preparar las siguientes soluciones:

Solucién miSolucién ~ mIHNO; 0.05M  Volumen final
A 2 3 25
B 2 3 25
C 2 3 25
D 2 3 25

Medir las absorbancias de las muestras y determinar si solamente 1as sustancias de
interés dan respuesta, si no es asi determinar la magnitud de la lectura dada por

las sustancias restantes,
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*Estabilidad de Ia Muestra,

Pesar con exactitud tres muestras de aproximadamente 100 mg de polve
antiséptico y transferirlas a matraces volumétricos de 100 m, aforar (solucién A)
y tomar uma alicuota de 10 ml para aforarla a S0 mi. De ésta dltima solucién
tomar 2 ml, afiadir 3 m) de Acido nitrico §.05 M y aforar a 25 ml.

Medir las absorbancias y obtener el porciento de recobro comparando con un
estindar de concentracién similar y calcular el porciento de recobro.
Repetir el procedimiento a las 24, 48 y 72 horas realizando las diluciones a

partir de la solucién A y preparando un estéindar fresco para cada medicion.

*Reproducibilidad.

Pesar con exactitud aproximadamente 100 mg de la muestra de farmaco
1evarios a 100 ml, tomar una alicuota de 10 ml transferirla a un matraz de SO ml y
dil\;ir con agua hasta el aforo; tomar 2 mli de ésta solucién y afindir 3 mi de écido
nitrico 0.05 M diluir a 25 ml. Preparar la muestra por triplicado, el procedimicnto

se Neva a cabo por dos analistas diferentes dos dias diferentes.
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7T.RESULTADOS



7.1RESULTADOS DEL DESARROLLO DEL METODO

Concentracion A Absorbancia Concentracién B Absorbancia
pg Cu/ml ug Cuw/ml
04006 0.023 0.3904 0.023
0.4006 0.023 0.3904 0.023
0.8012 0.046 0.7808 0.044
0.8012 0.047 0.7808 0.045
1.2018 0.066 11712 0.066
12018 0.067 1.1712 0.066
2.0030 0.113 1.9519 0.106
2.0030 0.114 1.9519 0.106
2.4036 0.133 2.3423 0.131
2.4036 0.134 2.3423 0.132
28042 0.155 2.7327 0.152
28042 0.155 27327 0.152
5.2049 0.176 3.1231 0.172
3.2049 0.176 3.1231 0.172

TABLA VI. VALORES DE ARSORBANCIA OBTENIDOS DE A) SOLUCION DE

COBRE SOLAMENTE Y B)SOLUCION DE COBRE Y ZINC,
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Solucién Coeficiente de % Recobro

correlaciénr promedio
Cobre 0.9998 100.0828
Zn+ Cu (Cu)0.9997 99.7954

TABLA VIl. PARAMETROS OBTENIDOS DE LA REGRESION LINEAL DE

LOS DATOS ENLISTADOS EN LA TABLA VI.

INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA DIFERENCIA DE MEDIAS

COBRE:
P(-0.6927<y, - n; <4.7530)=0.90

CRITERIO: Si el intervalo de la diferencia de medias contiene el cero no existe

diferencia significativa entre éstas.
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En la grifica 1 se puede ohservar queen el rango de concentraciones utilizado

para ¢l cobre la relacion entre la concentracién de cobre y la absorbancia es lineal

con un coeficiente de correlacién de 0.9998 para Ia solucién de cobre solo y de

0.9997 para la de cobre mezclado con zine.

Con base a lo anterior sc establecieron los rangoes de concentraciones a utilizar en

Ltod, (TR hid

el & y se tomb cn cuenta ia relacién entre la cantidad de

sulfato de zinc y sulfato de cobre pr en el d a utilizar, asf se tiene

que para el cobre se wtilizaron concentraciones de 0.45 a 1.25 pg/ml.

También puede observarse que no hay diferencia significativa entre las medias
de los porcientos de recobro de la solucién del metat solo y 1a de 1a mezcla, por lo que
en lo que al cobre se refiere no se presenta interaccién entre los dos metales,

permitiéndose la cuantificacién de éste en una misma muestra preparada.
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Concentracién A Absorbancia Concentracién B Absorbancia

g Zn/m) pg Z/mi
11972 0.184 1.2263 0.183
11972 0.186 1.2263 9.184
2.3944 0332 2.4526 0.342
23944 0,336 2.4526 0.342
35915 0.482 3.6789 0.490
3.5915 0.482 3.6789 0.490
5.9859 0.628 6.1315 0.632
5.9859 0.630 6.1315 0.633
7.1831 0.678 7.3578 0.689
7.1831 0.678 7.3578 0.690
8.3803 0.730 8.5841 0.739
8.3803 0.731 8.5841 0.742
9.5775 0.771 9.8104 0777
9.5175 0.773 9.8104 0.780

TABLA VHI VALORES DE ABSORBANCIA OBTENIDOS DE A) SOLUCION

DE ZINC SOLAMENTE Y B) SOLUCION DE ZINC Y COBRE.
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Solucién Cocficicnte de %eRecobro

correlacion r promedio
Zinc 0.9992 102.2834
Zn+ Cu (Zn)0.9986 100.9267

TABLA IX. PARAMETROS OBTENIDOS DE LA REGRESION LINEAL DE
LOS DATOS ENLISTADOS EN LA TABLA VIIL. LOS CUALES SE
OBTUVIERON SOLAMENTE CON LOS SEIS PRIMEROS DATOS DE LA MISMA

TABLA,

INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA DIFERENCIA DE MEDIAS

ZINC:

P(-0.6722<1,-11,<3.3856)=0.90

CRITERIO: Si ¢l intervalo dc la diferencia de medias contiene el cero no existe

diferencia significativa entre éstas.
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En la grifica 2 se puede observar que la relacién entre la concentracién de zinc y la
absorbancia solo es lineal en los tres primeros puntos, posteriormente se pierde
esta lincalidad, lo que se observa tanto para la solucién de zinc solo como para la
solucién de zinc mezelado con cobre, el coeficiente de corrclacién es de 0.998

y 0.997 respectivamente.

Con base a lo anterior se establecieron los rangos de concentraciones a utilizar en

el método a lidar, do en cuenta también la relacién entre la cantidad de

suifato de zinc y sulfato de cobre contenidas en el medicamento a emplear, éste rango

para el zinc es de 1.25 a 3.7 pg/ml.

Asi mismo puede observarse que no hay diferencia significativa entre la media
de los porcientos de recobro de 1a solucién del metal selo y la de Ia mezcia, por lo gue
no s¢ presenta interaccién entre los dos metales, permitiéndose la cuantificacién de

ambos en una misma muestra preparada.
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7.2RESULTADOS DE VALIDACION

A.LINEALIDAD DEL SISTEMA PARA COBRE.

Concentracién de Cobre pg/ml Absorbancia
0.4190 0.021
0.4190 0.022
0.4190 0.022
0.6285 0.032
0.6285 0.032
0.8380 0.043
0.8380 0.043
0.8380 0.044
1.0475 0.053
1.0475 0.054
1.0475 0.054
1.2570 0.064
1.2570 0.064
1.2570 0.065

TABLA X.RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA DE LINEALIDAD DEL SISTEMA.
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Parametro evaluado Valor Valor
Aceptado Experimental

Coef. de correlacién r >099 0.9996

Coef. de determinacién r >098 0.9993

Cocl. de variacién CV <15% 1.43%

TABLA XLCONTRASTE DE VALORES DEL CRITERIO DE ACEPTACION Y

LOS OBTENIDOS EXPERIMENTALMENTE.

En al apéndice I1.1 se presenta una tabla de anilisis de varianza para 1a regresi6n

lineal de los datos de ésta prucbn como anélisis complementario.
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B.LINEALIDAD DEL SISTEMA PARA ZINC.

Concentracion de Zine pg/ml Absorbancia
1.2317 0.196
1.2317 0.196
1237 0.198
1.8476 0.285
1.8476 0.286
2.4635 0.378
2.4635 0.381
2.4635 0.381
3.0794 0.473
3.0793 - 0476
3.0794 0.476
3.6953 0.570
3.6953 0.572
3.6953 0.572

TABLA XILRESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA DE LINEALIDAD DEL SISTEMA.
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Parametro evaluado Valor Valor
Aceptado Ex-perimemal

Coef, de correlacién r >099 0.9998

Coef. de determinacién r >098 0.9997

Coef. de variacién CV <15% 1.48%

TABLA X11L.CONTRASTE DE VALORES DEL CRITERIO DE ACEPTACION

Y LOS OBTENIDOS EXPERIMENTALMENTE.

En al apéndice IL.2 se pr ta una tabla de anélisis de varianza para la regresién

lineal de los datos de ésta prucba como anélisis complementario.
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En lo que se refiere al sistema puede observarse en las grificas 3y 4 que es lineal

para amb tales aun do para el zinc se obtiene una desviacion mayor de los.

datos esto puede deberse a que la linea del zine es menos energética que la del

cobre ya que el error experimental es el mi para amb tal to que se

utiliz6 una sola solucitén para los dos metales, por tanto si la variacién se debiera a
error del analista complctamente se¢ tendrin una variacion similar tanto para cl
cobre como para el zinc. Los valores obtenidos en los parfmetros evaluados se
encuentran dentro del rango de aceptacién estipulado por las guias generales de
validacién de métodos analiticos por lo que se puede decir que es lineal para ambeos
metales; ademds de estos parimetros se realizé un anflisis de varianza de Ila
regresion lineal para observar si habia dependencia de 1a absorbancia con la
concentracién de metal, de acuerdo a la estadistica si la ordenada depende de x se
tiene una relacién lineal, Io que puede observarse tanto para zinc como para cébre

con una significancia del 95%.
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C.PRECISION DEL SISTEMA PARA COBRE

Cantidad Adicionada Cantidad Recuperada % Recobro
pg Cu/mi pg Cu/ml
0.9238 0.9151 99.06
0.9151 99.06
0.9151 99.06
0.9151 99.06
0.9151 99.06

TABLA XIV.RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA DE PRECISION DEL SISTEMA.

Parametro evaluado Valor Valor
Aceptado Experimental

Promedio recuperado 97 - 103% 99.66%

Coeficiente de variacién <1.5% 0.00

TABLA XV. CONTRASTE DE VALORES DE ACEPTACION V LOS

OBTENIDOS EXPERIMENTALMENTE,
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D.PRECISION DEL SISTEMA PARA ZINC.

Cantidad Adicionada Cantidad Recuperada % Recobro

pg Zn/mi ng Zn/ml

2.3543 2.3478 99.72
2.3478 99.72
23545 100.01
23545 100,01
2.3612 100.29
2.3882 101.44

TABLA XVLRESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA DE PRECISION DEL SISTEMA.

Parfimetro cvaluado Valor Valor
Aceptado Experimental

Promedio recuperado 97 - 103% 100.20%

Cocficiente de variacién <1.5% 0.6435%

TABLA XVILCONTRASTE DE VALORES DE ACEPTACION Y LOS ORTENIDOS

EXPERIMENTALMENTE,
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Al evaluar la precisién del sistema se & nue quelosr
para cobre son menos variables que los del zinc pero aun asi ambos entran en el
rango de aceptacion, tanto el cocficiente de variacién como el porciento de

recobro promedio especificado para anélisis espectrofotométricos.



E.LINEALIDAD DEL METODO PARA COBRE.

Cantidad Adicionada Cantidad recuperada % Recobro

pug Cw/mi ug Cufml

0.4497 0.4466 99.32
0.4497 0.4466 99.32
0.4497 0.4662 T 10367
0.600% 0.6031 100.37
0.6009 0.6031 100,37
0.6009 0.6226 103.68
0.7849 0.7791 99.26
0.7849 0.7791 99.26
0.7849 0.7791 99.26
1.1394 1.1495 100,88
1.1394 1.1495 100.88
1.1349 1.1495 100.88
1.2508 1.2590 100.65
1.2508 1.2590 100.65
1.2508 1.2590 100.65

TABLA NVILRESULTADOS OBRTENIDOS EN LA PRUEBA DE LINEALIDAD DEL METODO PARA

COBRE,
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Paréimetro evaluado . Valor Valor
Aceptad Experi 1

Cocf. de correlacion r >0.99 0.9997

Coef. de determinacién r* > 0,98 0.9995

Coef. de variacién CV <15% 1.39%

Ordenada al origen =0 -4.8035E-4

Pendiente m 1 1.0064

TABLA XIX.CONTRASTE DE VALORES DEL CRITERJO DE ACEPTACION Y

LOS OBTENIDOS EXPERFMENTALMENTE.

PRUEBA DE HIPOTESIS PARA LA PENDIENTE (m)

Ho:m=1 Ha:m#1

t = 108449 tggp5 = 2.1604

Criterio de aceptacién:  Si tew <tuy Ho scacepta
1.08449 < 2.1604 &% Ho se acepta
Intervalo de confianza

P0.993615 < M < 1.019256) = 0.95
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PRUEBA DE HIPOTESIS PARA LA ORDENADA AL ORIGEN (b).'

Ho:b=0

Ha:b#0

tew = -0.093517

togrs = 2.1604

Criterio de aceptacién: Situ <t. Hose ncepia

-0.093517 <2,.1604 & Ho se acepta

Intervalo de confianza

P(-5.6445E-3 < B < 4.6838E-3) = 0.95

En a!l apéndice IIL1 sc presenta una tabla de anélisis de varianza para la regresion

lineal de los datos de ésta prucha como anfilisis complementario.
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F.LINEALIDAD DEL METODO PARA ZINC.

Cantidad Adicionada Cantidad recuperada %Recobro
Rg Zn/ml pg Z/ml
1.2208 1.2526 10260
1.2208 1.2004 98.33
1.2208 1.2004 98.33
1.7958 1.7812 99.19
1.7958 1.7812 99.19
1.7958 1.8465 102.82
2.4526 2.4078 98.17
2.4526 24078 98.17
2.4526 2.4078 98.17
2.9429 2.9364 99,77
2.9429 29364 99.77
2.9429 2.9560 100.44
3.6134 3.6021 99.69
3.6134 3.6021 99.69
3.6134 3.6217 100.23

TABLA XX.RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA DE LINEALIDAD

DEL METODO PARA ZINC.
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. Parametro evaluade Valor Valor

Aceptado  Experimental

Coef. de correlacién r =099 0.9997

Cocf. de determinacién r? 2098 0.9994

Coef. de variacién CV < 1.5% 1.47%
Ordenada al origen =0 -1.9516E-3
Pendiente m %1 0.9971

TABLA XX1.CONTRASTE DE VALORES DEL CRITERIO DE ACEPTACION Y LOS OBTENIDOS

EXPERIMENTALMENTE.

PRUEBA DE HIPOTESIS PARA LA PENDIENTE (m)

Ho:im=1 Ha:m# 1

tew =-04318 5975 = 2.1448

Criterio de aceptacion:  Si ty < s Hoseacepta
-0.4318 < 2.1448 & 1o se acepta
Intervale de confianza

P(0.982656 < M < 1.011530) = 0.95
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PRUEBA DE HIPOTESIS PARA LA ORDENADA AL ORIGEN (b).
Ho:b=0 Ha:b=0

tear ==0.1175 tg015 = 2.1448

Criterio de aceptacién: Sit,, <t Ho seacepta
-0.1175 < 2.1448 % Ho 3¢ acepta
Intervalo de confianza

P(-0.037562 < B < 0.033659) = 0.95

En al apéndice I11.2 se pr una tabla de andlisis de varianza para Ia regresién

lineal de los datos de ésta prueba como andlisis complementario.

En la evaluacién del método se obtuve también linealidad bos metales

para
lo cual puede observarse tanto en las grificas S y 6 como en los valores de las tablas

XIX y XXI, ya que 1los coeficientes de correlacion y determinacién

a i, a2

corresponden a los valores aceptados, parala p y la ord al
origen se hicicron pruebas de hipétesis para comprobar que cumplen con o
requisito de ser igual a 1y a cero respectivamente con una significancia del 95%.
En esta cevaluacién se¢  observa nuevamente que los valores obtenidos en ¢l cobre
son menos variables y los parametros para éste metal tienen una diferencia menor

con los establecidos en las normas en comparacion con los obtenidos cen el zinc.
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G.EXACTITUD Y REPETIBILIDAD DEL METODO AL 100% PARA COBRE.

Cantidad Adicionada Cantidad Recuperada JoRecobro

pg Cu/ml 1g Cu/ml
0.8209 0.8233 100.30
0.8707 0.8784 100.89
0.8911 0.8784 98.58
0.8952 0.8968 100.18
0.9974 0.9886 99.11

' 10139 1.0069 99.31

TABLA XXI1. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE EXACTITUD Y
PRECISION AL 100% PARA COBRE.

Parametro evaluado Valor Valor

Aceptado  Experimental

Coef. de variacién. CV, <3% 0.8691%

PRUEBA DE HIPOTESIS PARA REPETIBILIDAD.
Ho:s’ <& Ha:§* >d

A = 1448 o gg9s = 12.832
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Criterio de Aceptacién:  Si % cat < %° b Ho se acepta.

1.448<12,832 & Ho se acepta

Intervalo de Confianza:

P(0.338 <0’ <5.2292)<0.95

PRUEBA DE HIPOTESIS PARA EXACTITUD

Ho: p = 100
Ha: p # 100
tm =-1.2139

(0.975 - 2.1448

Criterio de aceptacién :  Si

tew <ty Ho se acepta

-1.2139 < 2,1448 ¢% Ho se acepta
Intervalo de Confianza:

P(98.9894 < 1 < 100.4873)=0.95
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H.EXACTITUD Y REPETIBILIDAD DEL METODO AL 100% PARA ZINC.

Cantidad Adicionada  Cantidad Recuperada %Recobro

pg Zn/ml pg Z/ml

2.3534 2.3141 98.33
2.3616 2.3747 100.56
2.3653 2.3006 97.26
2.3653 2.3208 98.12
2.3980 2.3949 99.87
2.4526 2.4487 99.84

TABLA XXIlI. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE EXACTITUD Y PECISION AL 100% PARA ZINC,

Parémetro evaluado Valor Valor

Aceptado  Experi

Coef. de variacién. CV. <3% 1.289%

PRUEBA DE HIPOTESIS PARA REPETIBILIDAD.
Ho:s' < Ha:s’ >0

Xl = 28 3l e = 12,832
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Criterio de Aceptacién: Si L es %% up Ho se acepta.
2.148 < 12.832 & Hose acepta
Intervalo de Confianza:
P(0.167 < &* < 2.5854) = 0.95
PRUEBA DE HIPOTESIS PARA EXACTITUD.
Ho: ¢t =100 Ha:p = 100

teay =-19253 toors = 2.1448

Criterio de aceptacién :  Si tew Staw Ho se acepta
-1.9253 < 2.1448 &% Ho se acepta

Intervalo de Confianza:

P(97.8790 < 1 < 100.1144) = 0,95

En las guias de validacién se utiliza como criterio de aceptacién el coeficiente de

variacion para la prueba de exactitud y repetibilidad al 160% solamente, por lo que

en este trabajo s¢ anadié la prucha de y* para evalvar la repetibilidad y una

prucha de hipétesis para las medins experimentales del porcicnto de recobro con

respecto a una media de 100% para la evaluacién de 1a exactitud, Los resultados

de estas pruebas permiticron una  cevaluacion  mis amplia  de

la exactitud y

repetibilidad del método en cuestién, permitiéndose asi una aceptacién basada en

un criterio mdis amplio.
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LREPRODUCIBILIDAD PARA COBRE.

ANALISTA
1 11

101.36 99.45
1 101.42 99.45
DiA 103.22 100.62
98.44 99.84
2 101.26 99.84
103.00 100.13

TABLA XXIV.RESULTADOS DE LA PRUEBA DE REPRODUCIBILIDAD PARA COBRE.

Error exp. 8 13,7943 1.7243

Fuente de Suma de Media de F F
variacibn gl Cuadrados Cuadrades Cal Tablas
Analista 1 7.3164 7.3164 4.2692 5.32
Dia 1 0.7550 0.7550 04378 532
Dia-Analista 1 1.0740 1.0740 0.6229 5.32

TABLA XXV. TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA PARA LA PRUEBA DE REPRODUCIBILIDAD.
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PRUEBAS DE HIPOTESIS.

Ho: No hay interaccidn entre los parametros evaluados

Ha: Hay interaccién entre los parimetros evaluados

Criterio de Aceptacién: SiFy < F,, Hoseacepta

a) Analistas

4.2692 < 5.32 & Ho se acepta

b) Dfas

0.4378 < 5.32 & Ho se acepta

¢) Dia-Analista

0.6229 < 5.32 &= Ho se acepta

No hay efecto significative por interaccién entre analistas, entre dias ni entre

dias y analistas.
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J.REPRODUCIBILIDAD PARA ZINC.

ANALISTA
1 n

97.06 97.02
1 97.38 97.02
DIA 99.57 97.02
97.96 97.54
2 98.53 97.54
100.64 98.17

TABLA XXVI.RESULTADOS DE LA PRUEBA DE REPRODUCIBILIDAD PARA ZINC.

Fucnte de Sumade  Mediade F F
variacibn g  Cuadrados Cuadrados Cal. Tablas
Analista 1 38873 3.8873 3.8051 5.32
Dia 1 23496 2.3496 2.3543 5.32
Dia-Analista 1 0.0722 0.0722 0.0723 532
Errorexp. 8 7.9839 0.9980

TABLA XXVILTABLA DE ANALISIS DE VARIANZA PARA LA PRUEBA DE REPRODUCIBILIDAD.
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PRUEBAS DE HIPOTESIS.

Ho: No hay interaccién entre los pariimetros evaluados

Ha: Hay interaccién entre los parametros evaluados

Criterio de Aceptacion: Si F;, <_F., Hoseacepta
a) Analistas

3.8951 < 5.32 & Hoscacepta
b) Dias

2.3543 < 5.32 & Ho se acepta

c) Dia-Analista

0.0723 < 5.32 & Ho se acepta

No hay cfecto significative por interaccién cntre analistas, entre dias ni entre

dias y analistas.

En ésta prucba se observé cierta diferencia entre los resultados obtenides por los

dos analistas aun cuando esta no es significativa estadisticamente, tampoco se

encontré interaccién entre los dias o dia -analista que afectara de forma significativa

estadisticamente los resultados de  los andlisis, por lo que se tiene que ¢l método

propuesto ¢s reproducible,
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K.ESPECIFICIDAD PARA COBRE.

Sustancia relacionada ‘Respuesta

Sulfato de Cobre ' Detectable 99.65%
Sulfato de Zinc No Detectable
Placebo adicionado Detectable 99.26%
Placebo No detectable

TABLA XXVIILRESULTADOS PARA LA PRUEBA DE ESPECIFICiDAD. LAS LECTURAS SE
REALIZARON A UNA LONGITUD DE ONDA DE 324.8 nm.

L.ESPECIFICIDAD PARA ZINC.

Sustancia relacionada Respucesta

Sulfato de Zinc Detectable 100.40%
Sulfato de Cobre No Detectable
Placebo adicionado Detectable 99.26%
Placcbo No detectable

TABLA XXIX. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE ESPECIFICIDAD. LAS LECTURAS SE

REALIZARON A UNA LONGITUD DE ONDA DE 2138 nm,
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De'los resultados anteriores puede determinarse que el método es especifico tanto
para cobre come para zinc, 10 que concuerda con lo obtenido durante el desarrollo det

método donde no se encontré una diferencia significativa entre los resultados

con de cada metal por separadoy unn mezcla de ellos, en

esta cvaluacién se encontré que no se tiene una respuesta por parte de los otros

comp de la solucibn de anfilisis que pueda afectar ¢l resultade de los

anflisis.
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ML.ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA PARA COBRE.

Inicial 24hr 48hr 72hr

100,31 100.44 100.73 100.63
99.87 100.00 102.33 100.06

101.14 101.27 99.30 99.44

TABLA XXX.RESULTADOS DE LA PRUEBA DE ESTABILIDAD EXPRESADOS

EN PORCIENTOS DE RECOBRO.

Tiempo Intervalo de confianza Factor 1
24 hr. -1.0997 a 1.3597 100.13%
48 hr. -1.7438 a 2.5301 100.40%
72 hr. -1.6943 a 0.8077 99.56%

TABLA XXXLPARAMETROS EVALUADOS EN LA PRUEBA DE ESTABILIDAD.

Criterio de Aceptacién: Si en ¢l intervalo de confianza sc encuentra ¢l valor de cero
la muestra es estable,

Si ¢l cfecto no es mayor de un + 3% la muestra cs estable,

82



N.ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA PARA ZINC.

Inicial 24hr 48hr T2hr
97.88 97.65 97.46 97.97
101.87  101.35 100.85 101.68
101.64 100,57 100.63 101.73

‘TABLA XXXI1. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE ESTABILIDAD

EXPRESADOS EN PORCIENTO DE RECOBRO.

Tiempo Intervalo de confianza Factor]l
24 br. -4.6111 a 3.3979 99.40%
48 hr. -4.7742 a 3.1410 99.19%
72 hr. -4,1956 a 4.18%0 99.99%

TABLA XXXIILPARAMETROS EVALUADOS EN LA PRUEBA DE ESTABILIDAD

Criterio de Aceptacién: Si en el intervalo de confianza se encuentra el valor de cero

la mucstra es estable.

Si el efecto no es mayor de un + 3% la muestra es estable.
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De acuerdo a lo anterior la muestra es estable bajo condiciones de
experimentacién durante 72 horas ya que no se tuvo un efecto mayor del +3% por lo
que permite la obtencién de resultados confinbles saun cuando la muestra sea

almacenada, sin rebasar el tiempo especificado.



'8.CONCLUSIONES



De acuerdo a los resultados obtenidos puede decirse que el método propuesto para
cuantificar cobre y zinc en un polvo antiséptico por absorcién atémica es
apropiado y ademis es vilido segin los criterios estipulados en las Guias

Generales de Validacion de Métodos Analiticos.

Mediante 1n validacién se encontrd que tanto ¢l método como el sistema son
lineales dentro de un rango de concentraciones de 0.45 a 1.25 pg/ml de Cobre y de
1.25 a3.7 pg/ml de Zine, asi mismo pude observarsc que las lecturas para cobre
aun cuando se encuentra en menor concentracién son menos variables que para el

zinc, esto debido a que la linea del cobre es mis encrgética que la del zinc y menos

ruidosa.

En cuanto a la interferencia de las especies {cobre y zinc) entre si también pudo
comprobarse que no existe, y debido a esta especificidad se logra ¢l objetivo de

cuantificar los principios activos en una misma muestra preparada.

Se establ que la a preparada presenta  una estabilidad de hasta 72

horas a temperatura ambiente y bajo condiciones de experimentacion.
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'9.APENDICES



YLParfmetros a validar dependiendo del uso del método.(12)

FParimetro Control de Indicadores Biodispenibilidad
Calidad de Estabilidad

Linealidad y

precisién X X

Reproducibilidad X X
Precision y

exactitud al 100% X X X
Limite de

deteccién
Especificidad X X
Tolerancia dcl

sistema X
Estabilidad de

la muestra X X X
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IL1Tabla de anflisis de varianza de la regresién lineal para la prucba de linealidad

del sistema para Cobre,
Fuente g, Sumade Cuadrados Fcal Ftab.
Cuadrados Mocdios
Regresién 1 5.08E-3 5.08E-3 4267 6.30

Error 14 1.66E-5 1.19e-6

‘Total 15 5.09E-3

Ho: Y no depende de X Ha: Y dependede X
Criterio: Si Fou < F . Ho se acepta
4267 >6.30 & Ho { rechaza, Y depende de X
11.2 Tabla de anflisis de varianza de la regresién lineal para la prueba de linealidad

del sistema para zinc.

Fuente gl. Sumade Cuadrados Feal Ftab.

Cuadrados Medios

Regresién 1 0.39501 0.39501 11064 6.30
Error 14 SE-4 3.57€.5

Total 15 0.39551

Ho: Y nodepende de X Ha: Y dependede X
Criterio: §i F < F o Ho se acepta

11064 > 6.30 ¢ Ho se rechaza, Y depende de X
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I11.1 Tabla de anlisis de varianza de la regresién lineal para la prueba de linealidad

del método para cobre.

Fuente gl. Sumade Cuadrados Feal Ftab,

Cuadrados Medios

Regresién 1 2.1074 2.1099 12619 6.30
Error 14 1.5E-3 1.67E-4

Total 15 2.2099

Ho: Y nodependede X Ha: Y depende de X
Criterio: Si  Fou< Fuy, Ho seacepta
12619 > 6.30 Ao Ho se rechaza, Y depende de X

111.2 Tabli: de anélisis de varianza de la regresién lineal para la prueba de linealidad

del método para zinc.
Fuente gl. Sumade Cuadrados Feal Ftab.
Cuadrados Medios
Regresion 1 15,8884 15.8884 8606 6.30

Error 14 0.0277 1.84E-3

Total 15 15.9161

Ho: Y no'dependede X Ha: Y depende de X
Criterio: Si Few £ Fu, Ho se acepta

8606 > 6.30 & Ho se rechaza, Y depende de X
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