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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Una de las etapas mds importantes en la comprobacion de la calidad de los
medicamentos, en la industia farmacéutica, es la determinacion analitica
cuantitativa de los tdrmacos.! La mayoria de los medicamentos son una
combinaciéon de fadrmacos y excipientes mezclados en ciertas proporciones;
generalmente los farmacos se deben separar del excipiente para después
analizarlos por métodos espectroscédpicos o cromatograficos. De aqui surge
el interés por desarrollar una metodologia para realizar ef andlisis cuantitativo

simultaneo de mezclas de farmacos, sin separacién previa.

En este trabajo se estudia especificamente la mezcla Trimetoprim-
Sulfametoxazol, son substancias que frecuentemente se encuentran
asociadas en formulaciones farmacéuticas? El - Timetoprim y el
Sulfametoxazol son compuestos sintéticos, utilizados en el dmbito de la
medicina como antibacterianos. La mezcla de ambos faGrmacos se utiliza
especialmente en el tratamiento de infecciones del tracto urinario, vias
respiratorias, gastrointestinales y genitales no controlables por oftros
antibacterianos similares. La combinacion de los dos farmacos es sinérgica,
es decir, suman su accidén antibacteriana, si un microorganismo adquiere
resistencia a uno de los farmacos, éste puede ser destruido por el ofro. Ei
grado mdximo de sinergismo se produce cuando los microorganismos son

sensibles a ambos farmacos. *




Actualmente, la cuantificacion de la mezcla Trimetoprim-Sulfametoxazol se

realiza por la técnica publicada en la farmacopea de los Estados Unidos

Mexicanos?, via cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC, por sus

siglas en ingles). En la literatura existente sobre el tema, se encuentran

registrados tres métodos de cuantificaciéon adicionales:

1) Determinacion colorimétrica.®

2) Determinacién poér espectroscopia de resonancia magnética nuclear. *’

3) Determinacion por espectroscopia ultravioleta aplicando segunda deriva-
da.®

En estos casos, se requiere desarrollar color o separar los farmacos de los
excipientes por extraccion con disolventes, y posteriormente realizar la

cuantificacién, lo que hace a los métodos costosos y largos.

El objetivo del presente trabajo es desarroliar un método analitico, que en
forma directa (sin separar previamente los excipientes, desarrollar color o
diluir) cuantifique los dos farmacos simultdneamente y pueda aplicarse en el

control de calidad de los medicamentos.

Para dar solucion a este problema analitico se utilizd la técnica de
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier, el accesorio esfera de

integracion y métodos quimiométricos de andilisis.

Hasta antes de 1990, la espectroscopia de infrarrojo tenia su principal
aplicacién en la identificaciéon de compuestos mediante la interpretacion de
las bandas de absorcion del espectro y en menor proporcién en mediciones
cuantitativas de un sélo componente, debido a que las caracteristicas de los
espectros de muestras multicomponentes hacian dificil o imposible desarrollar

métodos cuantitativos repetibles.




Actualmente, los espectrofotometros de infrarrojo con transformada de Fourier
presentan importantes avances tecnoldgicos, que permiten procesar los
datos en una unidad de computc para obtener informgcidn que
anteriormente era dificil identificar. Esto, ha contribuido a un creciente interés
en la espectroscopia de infrarrojo, puesto que, no sdlo se utiliza en forma
rutinaria para identificar compuestos o reqglizar mediciones cuantitativas
sencillas, también se utiliza para estimar concentraciones de especies en

sislemas multicomponentes, 14 1¢

Otro punto importante en el desarrollo de la espectroscopia infrarroja es la
utilizacion. de nuevos accesorios de muestreo, los cuales minimizan Ia
preparaciéon de muestra, no utilizan disolventes y permiten realizar mediciones

répidas, uno de ellos es el accesorio esfera de integracién.’

En la mayoria de los andlisis, el excipiente (lubricantes, desintegrantes,
colorantes, antioxidantes, saborizantes, recubtimientos, etc.) se considera una
interferencia porque estas especies generalmente absorben en la misma
regién espectral en la que absorben los activos. Sin embargo, en el andlisis
de sistemas multicomponentes, como son las mezclas farmacéuticas, por
espectroscopia de infrarrojo, el hecho de que todas las especies absorban
radiacién infrarroja en la misma regién espectral no importa, porque el
andlisis se realiza mediante métodos quimiométricos con los cuales se
observa cualquier variacién en el espectro completo y no en una séla banda

como en el andlisis cldsico. '

Lo quimiometria es la disciplina que se encarga de aplicar métodos
estadisticos, matemdaticos y logicos al disefio de experimentos y andlisis de
datos. Los metodos quimiométiicos ofrecen heramientas para obtener

informacion confiable, modelar y predecir empiricamente el comportamiento




de sistemas altamente complejos que implican la interaccién de muchas

variables, basdndose en datos experimentales.'”

La finalidad del andlisis cuantitativo con métodos quimiométricos es crear
una ecuacion o serie de ecuaciones de calibracion que posteriormente se
utilizan para caicular las concentraciones de los componentes de interés en

las muestras problema utilizando Unicamente el espectro de éstas.

Para calcular estas ecuaciones, se necesita un grupo de muestras estdndar
que deben presentar la composicién de las muestras problema tan
cercanamente como sea posible, en las cuales se debe conocer todas las
concentraciones de los componentes de interés. Estos estandares se disenan
para cubrir un intervale de concentracién mas amplio que el esperado en Ias
muestras problema. Los espectros de las muestras estédndar y de las muestras

problema se miden y registran bagjo las mismas condiciones.

El grupo de espectros de las muestras estdndar y sus concentraciones forman
la curva de calibracién, con la cual, se construyen las ecuaciones que se
utilizan para caleular ias concentraciones de los componentes en las
muestras problema. El paquete de “software” que se utilizd en este trabajo
para generar las ecuaciones de calibracion es QUANT + de la compania de

instrumentacién Perkin-Elmer Corporation.'®




CAPITULO 2

FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA 2023

La espectroscopia infrarroja tiene amplia aplicacién en el andlisis cualitativo
para la determinacion de la estructura molecular e identificaciéon de
compuestos orgdnicos. La espectroscopia infrarroja  también  estd
encontrando un uso cada vez mayor en el andlisis cuantitativo, lo que
pemmite la cuantificacion de una o varias sustancia en una muestra
compleja, sin necesidad de separar previamente. También puede ser
utilizada como sistema de deteccién en cromatografia de gases, donde su
capacidad para identificar compuestos se combina con la capacidad de
separacion; o para determinar el orden de reaccién y el proceso quimico
que ocurre en un sistema reaccionante, mediante el uso de celdas térmicas
controladas se pueden estudiadar las reacciones a las temperaturas
empleadas en los procesos industriales. Las aplicaciones analiticas de Ia
espectroscopia infrarrcja  la  han convertido en una hemramienta

indispensable en el laboratorio quimico.

La reqién infraroja es la zona del espectro electromagnético que se

encuentra entre la region visible y la regién de las microondas.
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Figura 2.1: Espectro electromagnético

Como toda radiacién electromagnética la radiacién infrarroja se representa
como un campo eléctrico que oscila peridédicamente, estas oscilaciones son
perpendiculares a la direccién de propagacion de ia onda; y un campo
magnético que oscila con la misma frecuencia y perpendicular al campo
eléctrico. La radiacién infraroja, como  cualquier radiacién
electromagnéticq, se caracteriza por la frecuencia de oscilacion (1) o por la
longitud de onda (A4). La relacién entre estos dos pardmetros es la siguiente:
C
V=
A
En donde:

A es la longitud de onda en centimetros (cm)
c= 3x10" cm/s, es la velocidad de propagacién de la luz en el vacio

V esla frecuencia en ciclos por segundo (s7)

La radiacién electromagnética posee determinada cantidad de energia, la

energia se relaciona con la frecuencia como sigue:

En donde:
E es la energia en J por molécula

h=66256x107*Js, es la constante de Planck




Para identificar las posiciones de las bandas en espectroscopia inframoja se
utiliza el nimero de onda (v'), es decir, el nimero de ondas por centimetio y
se expresa en cm’'. La regién infrarroja del espectio se encuentra entre los
13 000 y los 33 cm’'. Esta regién se subdivide en tres regiones, de acuerdo al
diferente tipo de informacion que se obtiene de cada una de ellas:

La region del infrarrojo cercano comprende de 13 000 a 4 000 em™, en esta
region se encuentran las bandas de absorcidon debidas (nicamente a los
sobretonos de las vibraciones fundamentales,

La regidn del infrarrojo medio comprende de 4 000 a 400 cm', en esta regién
se encuentran las bandas de absorcion debidas a las vibraciones
fundamentales de las moléculas.

La regién del infrarrojo lejano comprende de 400 a 33 cm’, en esta region,
ademds de las bandas de vibracion se encuentran las bandas de absorcién

debidas a la rotacioén de las moléculas.

Todas las moléculas estdn formadas de Gtomos unidos por enlaces quimicos.
Estos atomos vibran uno con respecto al otro alrededor de sus posiciones de
equilibrio y el enlace actia como un resorte que los conecta entre si. Cada
molécula tiene un conjunto de frecuencias de vibracién en la regidn

infrarroja que son caracteristicas de los enlaces quimicos que la forman.

Al incidir radiacion infrarmoja de una determinada frecuencia en una muestra
compuesta de moléculas cuyas uniones quimicas vibran a la misma
frecuencia de la radiacién incidente, las moléculas absorben la radiacion e
incrementan su energia vibracional. Si la frecuencia de la radiacion incidente
es diferente de las frecuencias de vibracion caracteristicas de las moléculas,

la radiaciéon pasa a través de ella sin interactuar.




Las frecuencias de vibracion de una molecula dependen de las masas de
los Gtomos que la forman, la fuera de los enlaces que los conectan y la
distribucion espacial de los dtomos. Las frecuencias vibracionales
fundamentales, se presentan cuando las moléculas absorben radiacion
infrarroja que las promueve del estado basal (v = 0) al primer estado
vibracional excitado (v = 1). Las transiciones desde el estado basal al
segundo o fercer estados excitados {o posteriores), dan lugar a las bandas
comrespondientes a los sobretonos. En la regidén infrarroja se observan
unicamente, aquellas vibraciones que producen un cambic periddico en el

momento dipolar de un par o grupo de atomos.

Distancla

Figura. 2.2: Absorciones fundamentales

Distancia

Figura 2.3: Absorciones de sobretonos




Hay dos tipos de vibraciones moleculares: vibraciones de tension vy
vibraciones de deformacién. Una vibracién de tensidon es un movimiento
fitmico a lo largo del eje del enlace, de tal forma que la distancia
interatémica aumenta y decrece, estas vibraciones pueden ser simétricas o
asimétricas. Una vibraciéon de deformacién consiste en un cambio en el
dngulo del enlace, entre enlaces con un atomo comun. Las vibraciones de

deformacién se subdividen en tijera, torsién, aletec y balanceo.

Tensidn : k@:@ M V
v

simétrica asiméirica
Deformacion :
& - L +
Cﬁ ?:) Y Y g% ?’"3
tijera torsion aleteo balanceo

Figura 2.4: Tipos de vibraciones

El registro grafico del porcentaje de radiacién transmitida (o absorbida) por
una muestra de sustancia, en funcién del nimero de onda de la radiacién
infrarroja  incidente, se conoce como espectro de infrarojo, y estd
intimamente relacionado con las vibraciones moleculares. El espectro de un
compuesto guimico en la regidn inframojo medio se considera como una

propiedad fisica inherente que se utiliza para caracterizar la muestra.

Los espectros en el infrarrojo cercano presentan bandas anchas que
cormesponden principalmente a sobretonos y combinaciones de las
vibraciones de tensién, que se producen en la region infrarrojo medio. La

espectroscopia de infrarojo cercano es menos Uil para la identificacién y




mas Util para el andlisis cuantitativo de compuestos que contengan grupos
funcionales con hidrégenos unidos a carbonos, nitrdgenos y oxigenos. Los
coeficientes de absortividad en esta regién son pequenos, esta caracteristica
permite realizar el andlisis sin necesidad de diluir las muestras en pastillas de

KBr ¢ emulsiones de nujol.

o




2.2 PREPARACION DE MUESTRAS SOLIDAS PARA ANALISIS
POR ESPECTROSCOPIA INFRARROJA 202426

2.2.1 Pastilla de KBr ?’

En trabajos cualitativos el método mds comin de obtener espectros de
materiales sélidos, sin utilizar disolventes es la técnica de la pastilla de KBr.
Este método consiste en moler finamente la sustancia problema y mezciarla
con KBr en un morero de dgata, posteriormente la mezcla se compacta en
un “dado” formador de pastillas, y se obtiene una pastilla transparente. La
pastila se coloca directamente en el paso del haz infrarojo del
espectrofotometro, el espectio se obtiene por transmisidon a través de la

pastilla.

Las caracteristicas de esta técnica son las siguientes:

* Requiere un “dado” formador de pastillas.

* Es una técnica Ulil para obtener espectros de polvos y materiales
granulados.

* Utiliza cantidades pequefas de muestra (1 a 3 mg).

* El tiempo de preparacién por muestra es de aproximadamente 5 min.

= El tiempo de andlisis por muestra es de agproximadamente 5 min.

* El proceso de pulverizacién y prensado favorece los cambios a diferentes
formas cristalinas del mismo material (cambios poliférmicos), también
puede ocurir intercambio ibnico entre sales. Estos dos fendmenos generan
aspectros diferentes.

* Cuando la muestra y el KBr no se mezclan uniformemente las bandas se
distorsionan, paricularmente las bandas de absorcion fuere se
ensanchan.

* La absorcién de agua por el KBr puede distorsionar el espectio.

11




2.2.2 Suspencién ¥

Otra técnica para obtener espectros de polvos, consiste en pulverizar una
pequefia cantidad del mismo (2 a 5 mg) en un mortero de agata y mezclarlo
bien con una o dos gotas de nujol o fluorolube, hasta formar una pasta que
se coloca entre dos placas transparentes de NaCl o KBr sujetadas por un
soporte metdlico. También se pueden obtener espectros de sélidos a partir de
peliculas delgadas de los mismos, por fusion y posterior solidificacién o bien
por disolucién en un disolvente voldtil que luego se evapora. Estas técnicas
no son Utiles en andlisis cuantitativo, debido a que se requiere una medida
precisa de la concentracion. Para andlisis cuantitativo se pueden obtener

espectros de sustancias sélidas en fase de disolucion,

El alcance y la versatiidad de la espectroscopia infrarroja como una
herramienta andlitica se ha incrementado debido a los diferentes accesorios
de muestreo directo, Utiles en el andlisis cualitativo y cuantitativo. Algunos
accesorios de muestreo directo para el andlisis de polvos son: Accesorio de
Reflectancia Total Atenuada y Accesorio Esfera de Integracion. La
descripcion de cada uno de ellos y sus caracteristicas se presentan a

continuacion.

2.2.3 Accesorio de Reflectancia Total Atenuada Horizontal con

celda para polvos

La muestra se pulveriza moderadamente para favorecer ung distribucién
uniforme en la mezcla y se deposita sobre la superficie de la celda formada

por un cristal de Selenuro de Zinc (ZnSe).

12




Figura 2.5: Accesorio de reflectancia total atenuada

El espectro se obtiene como sigue: El haz infrarrojo procedente de la fuente
entra en el cristal a la altura de la cara contada a 45°, este material fransmite
el haz infrarrojo. El haz se refleja varias veces y con cada reflexion a lo largo
del cristal, pasa una cantidad pequefia de radiacién a la muestrq, que se
mantiene en contacto cercano con la superficie del cristal, por la accién de
una prensa manual que ejerce presion. La profundidad de penetracién del
haz dentro de la muestra es de unas pocas micras, en la parte final del cristal,

el haz se dirige a una serie de espejos antes de entrar al espectrofotémetro.

capeto I‘E‘/ N\ A \%,l’

~
Cristal
711
f

.
Haz ~ %\
Infrarrejo— — -
/j Espejo 4

Espejo 1

Figura 2.6: Diagrama éptico del accesorio de

reflectancia total atenuada
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Caracteristicas del accesorio:

*

*

Esta técnica simplifica el andlisis de pastas, geles, semi-sdlidos, polvos,
peliculas y liquidos viscosos.

Se pueden obtener espectios de cantidades muy pequefias de material
(aproximadamente 5 mg).

El tiempo de preparacion por muestra es aproximadamente de 5 min.

Eltiempo de andlisis por muestra es de aproximadamente 5 min.

Es una técnica Util para el andlisis cualitativo y cuantitativo.

Es un accesocrio sencillo de manegjar

Lo superficie de muestreo horizontal permite colectar espectros de
infrarrojo facilmente, con un minimo de preparacién de muestra, no se
necesita ningun diluyente para la muestra 10 que permite leer
directamente el problema.

Debido a que el proceso de molienda y presidn no es tan severo como en
el caso de la pastila de KBr, hay mucha menor posibilidad de que se
presenten cambios poliférmicos o modificaciones quimicas.

Particulas de diferente tamano en la muestra reducen el contacte de Ia
muestra con el cristal lo que origina que el drea de contacto entre la
muestra y el cristal cambie de muestra a muestra.

Con el accesorio de reflectancia total atenuada no se puede obtener ung
presion reproducible y por tanto el drea de contacto entre la muestra y el
cristal cambia de muestra a muestra.

Las bandas de absorcion fuerte se observan mejor en esta técnica que por
la técnica de la pastilla de KBr.

En la supetficie del cristal de ZnSe se pueden formar depdsitos de residuos.

La superficie del cristal de ZnSe se destruye con substancias abrasivas.

14




2.2.4 Accesorio Esfera de Integracién #

Este accesorio esta formado por una esfera huecaq, cuya supefficie interna se
encuentra revestida con un polimero que tiene la propiedad de reflejar el haz
infrarrcjo, en las paredes de la esfera se encuentra insenado un detector de

sulfuro de plomo de alta sensibilidad con un sistema de circuitos

amplificadores que detectan todos las variaciones espectrales en la region

infrarroja.

Figura 2.7: Accesorio esfera de integraciéon

El espectro se obtiene por reflectancia difusa del haz infrarrojo: la muestra
bien homogeneizada se deposita en una copa horizontal de 2 cm de
diametro y se introduce a la zona de lectura, el haz inframojo proveniente de
la fuente entra a través de un puerto y choca con la muestra, la radiacién se
dispersa en forma difusa, se refleja muchas veces aleatoriamente dentro de

la esfera, antes de ser registrada por el detector.

15




Entrada del haz I: |

Portamuestra

Figura 2.8: Diagrama éptico del accesorio

esfera de integracion

Caracteristicas del accesorio:

*

El accesorio esfera de integracién permite realizar mediciones de
reflectancia difusa en el infrarrojo cercano de una amplia variedad de
pastas, geles, semi-sélidos, polvos, materiales granulados y peliculas.

Se pueden oblener espectros de cantidades pequefas de material, se
requiere como minimo 20 mg.

Requiere de poca preparacién de muestra, permite medir casi todas las
muestras sin diluir y en su estado original.

El tiempo de andlisis por muestra es de aproximadamente 5 min.

Es accescrio un accesorio sencillo de manejar.

Es una técnica util para el andlisis cualitativo y cuantitativo.

El accesorio colecta los rayos reflejados en cualquier dngulo dentro de la
esferq, sin presentar saturacion de bandas en el espectro.

El tamano de particula no afecta. La copa de muestreo proporciona una
drea de contacto grande, que favorece reproducibilidad y repetibilidad
en las mediciones, ademas reduce el error de muestreo en materiales no
homogéneos y granulares. Lo que pemite que el espectro sea

representative de la muestra.,

16




* £5 mas sensible que el accesorio de reflectancia total atenuada. Con el
detector de sulfuro de plomo de alta sensibilidad es posible medir detalles
espectrales muy pequenos que frecuentemente son caracteristicas
imponantes para las mediciones cuantitativas en el infrarrojo cercano.

* Este accesorio puede utilizarse tanto en la regién infrarrojo cercano como
en una parte de la regidén infrarrojo medio (4000 a 2700cm™) dando

resultados repetibles en ambas regiones.

17




2.3 ANALISIS CUANTITATIVO ESPECTROFOTOMETRICO

El creciente interés en el andlisis cuantitativo por espectroscopia infrarroja, se
debe a la uJlilzacién de computadoras para procesar los datos
espectroscopicos. Anteriormente, la espectroscopia de infrarojo se utilizaba
en andlisis cuantitativo, en casos donde se determinaba un sdlo componente
y debia estar disponible una banda de absorcidn bien definida, que siguiera
la ley de Lambert-Beer. Actualmente, es posible realizar el andlisis cuantitativo
de sistemas donde estan presentes varios componentes, aun cuando las
bandas de ios componentes se empalman. Para realizar este tipo de andlisis
es necesario resolver una serie de ecugciones en forma ordenada parq
calcular las concentraciones. Esto es un proceso matemdtico largo, sin
embargo, una computadora con el apropiado “software” puede ejecutar

estos cdiculos en forma rdpida y exacta.
2.3.1 MINIMOS CUADRADOS CLASICOS 2°-20.31.35

La ley de Lambert-Beer es la base del andlisis cuantitativo espectroscépico,
esta ley establece una relacion lineal entre la absorbancia y la
concentracién del componente de interés. La ley de Lambert-Beer para una
longitud de paso 6ptico constante, se escribe como:

A L= qu CCI
En donde:
A, esla absorbancia en una longitud de onda dada.
Ka; es el coeficlente de absortividad para el componente a, en la longitud de onda i.

Ca  esla concentraclién de la muestra.

Para resolver esta ecuacion, se mide la absorbancia de una muestra de
concentracion conocida, y se obtiene el coeficiente de absortividad, Ka,.

Debido a ruido, errores instrumentales, erfores en el manejo de las muestras, y
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muchas ofras variables, es mejor medir la absorbancia de una setie de
concentraciones diferentes, y ejecutar una Andlisis de Regresion de Minimos
Cuadrados para caicular la pendiente (coeficiente de absortividad) de la

mejor linea recta que pasa a través de todos los puntos de datos.

Al ejecutar un Andlisis de Regresion de Minimos Cuadrados se debe utilizar
una banda aislada para el componente de interés y calcular una ecuaciéon
para dicho componente. Una vez que la ecuacidn se calcula, la
concentracion de este componente en las muestras problema se obtiene al
substituir la absorbancia de la banda, en la ecuacion correspondiente. La
prediccién de muestras problema presentard emores si hay componentes
interfilendo con el componente de interés, debido a que en este andlisis se

asume que la absorbancia corresponde a un sélo componente.

El problema es mds complejo si las muestras contienen mds de un
componente, puesto que es necesario tener fantas ecuaciones como

componentes estén presentes.

A7 Ao

Comporenie a

Components b

MeIicka a-+b

Figura 2.9: Espectros de dos componentes purosa, b

¥ una mezcla de ambos.




Debido a que, los espectros de los dos componentes puros en lg figura 2.9
no se traslapan, es necesario formular dos ecuaciones, una para cada

componente, en las longitudes de onda seleccionadas:

Ay = Kap Ca
Am = Kb,,\z Co
En donde:
A yAsr Absorbancias.en las dos diferentes longitudes de-onda.

Kasi vKbs, Cosficientes de absortividad para los dos componentes en las dos longitudes de onda
seleccionadas.

CayCb Concentraciones de los componentes a y b en las mezclas.

Estas ecuaciones asumen que la absorbancia en la longitud de onda 1 se
debe unicamente al componente a y la absorbancia en la longitud de onda
2 se debe unicamente al componente b, es decir, se requieren dos
longitudes de onda, para representar a los dos componentes. Se puede
resolver cada una de estas ecuaciones independientemente, si la
absorbancia de un componente no interfiere con la absorbancia del otro, es
decir, si las bandas estan bien definidas y suficientemente separadas una de

la otra.

En trabajos de rdtina, es dificil tener bandas bien definidas en diferentes
longitudes de onda. Sin embargo, es posible tomar ventaja de otra parte de
ley de Lambert-Beer, absorbancias de diferentes componentes en la misma

longitud de onda son adifivas.
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Ar Az

Componenie a

/

Componenie b

\

Mezcia a+b

Figura 2.10: Espectros de dos componentes puros @, b

Y una mezcla.

En este caso, los espectros se traslapan y las ecuaciones se deben resolver
simultdneamente para a y b. Asi, las dos ecuaciones para los espectros de la
figura 2.10 serdn:

Ay = Koy Ca+ Kby Co

Ayz= Koz Co + Kbz Cb

Debido a que no existen resultados cuantitativos vdlidos si no van
acompanados de alguna estimacién de los errores inherentes a elios, es
necesario corregir las ecuaciones para que reflejen los errores (ruido, errores
instrumentales, errores en el manejo de las muestras, etc.) presentes en el
cdlculo:

Aj = Koy Cot+ Kba Co + Exy

Az = Kaaz Ca+ Kbyz Cb + Epp
En donde:

Exi yEx2 Son los emores residuales entre la linea de gjuste de minimos cuadrados v las

absorbanclas actudles. Los enrores se reflejan en las absorbancias espectrales.
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Los errores serdn iguales a cero cuando se gjustan Unicamente dos muestras
estandar, sin embargo, se deben comer muchas mds muestras estandar, en
lugar de sdlo dos. Conceptualmente, se puede medir mds de una longitud
de onda para cada componente y resolver una ecuacion para cada uno, el
problema se presenta al resolver todas estas ecuaciones. Una forma de
resolver ecuaciones simultdneas es utilizar dlgebra de matrices. Esta técnica,
requiere muchos cdlculos, pero son rapidos de resolver por computadora.
Para dos muestras, dos componentes y dos longitudes de onda, las

ecuaqciones son:

Para espectro No. 1: A= KyCy +Ki2Cy + Ej
Ky Gy +KunCy + Ey

Para espectro No. 2: A

En términos de matriz, las ecuaciones anteriores se escriben como:
A=KC+E,

En donde:

La matriz A contlene los espectros de cada una de las mezclas estandar.

La mairiz K contiene los coeficientes de absortividad para cada uno de los compenentes en
las longltudes de onda seleccionadas.

La mairz C contiene las concentraciones de todos los componentes para cada uno de los
espechros.

Lamatriz E confiene los efrores medidos aleatoriamente en los espectros.

Mediante el gjuste de Minimos Cuadrados se obtiene la matriz K (matriz de
coeficiente de absortividad), en la ecuacion de ariba. Una  vez que la
ecuacion se resuelve para la matiz K, ésta se utiliza para calcular

concentraciones de muestras desconocidas.
Este método de andlisis cuantitativo se conoce como Matriz K o Minimos

Cuadrados Cldsico, tiene como principal ventaja alta precisién debido a que

considera el espectro completo, con un nimero grande de frecuencias. Una
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desventaja de esta técnica es que la calibracién debe incluir todos los
componentes presentes en la mezcla, los componentes ignorados interferiran
en el andlisis v dardn resultados incorrectos. La técnica de Minimos
Cuadrados Clasicos sélo es Util en sistemas en donde se conoce el numero
de componentes en las mezclas, la concentracion de todos ellos en las

mezclas y los espectros de los componentes puros.

2.3.2 DESCOMPOSICION DE DATOS POR MINIMOS CUADRADOS
PARCIALES (PLS1) 30 32.33.34

En el caso tratado hasta aqui, es decir, una mezcla de dos componentes,
solo hay dos variables independientes en el sistema, es decir, el componente
a y el componente b. El espectro de la mezcla formada por ambos
componentes se puede reproducir si se suman fracciones de los espectros de
los componentes puros. Aunque en problemas reales existen nuevas variables
producidas por: el procedimiento de muestreo, el uso del instrumento,
diferencias en las propiedades fisicas de las muestras, diferencias en la
composicién quimica de las muestras, interacciones entre los componentes

puros que forman la muestra, y un numero finito de variables independientes.

Esta técnica de descomposicion espectral, se encarga de identificar las
principales variables en todos los espectros de la curva de calibracién vy
obtiene un “espectro” de cada una de ellas. Estos “espectros” no son
semejantes a los espectros reales, son una representacion matemdtica de

todas las variables presentes en los datos.

Este grupo de “espectros” matemdticos se conocen como factores. Cada
espectro del grupo original de datos se reconstruye multiplicando cada
factor por una fraccién escalar y los resultados se suman hasta que el

espectro en construccion coincida con el espectro original. Las fracciones se
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conocen como escores, es decir, cuantc de cada factor se necesita para

reconstruir el espectro original.

Este proceso reduce grandemente la complejidad de los datos, de tal forma
que con un nimero pequeno de factores y escores se puede reconstruir
cualquier espectro de una muestra desconocida. Esta coleccion de escores y
factores se conoce también como un modelo para los datos de la curva de
calibracion. Cada espectro de calibracién tendrd su propio y Unico grupo de
escores, pero el mismo grupo de factores, puesto que siempre se utilizan los
mismos factores para modelar los espectros de calibracién. Asi, cada
espectro se puede representar por una serie de escores, en el espacio factor,
en lugar de una serie de intensidades, en el espacio longitud de onda. Esta
forma totalmente diferente de representar una serie de espectros, dispone de
un modelo matemdtico, el cual inicia con un grupo de espectros que
representan la composicion de las muestras de la curva de calibracién y

procede como sigue:

1. Calcula el espectro promedio de todos los espectros de calibracion.

2. Compara cada espectro de la curva de calibracion con el espectio
promedio y obtiene un nueve espectro que refleja las diferencias entre los
dos primeros. Este, es el primer factor. El primer factor es un promedio

aproximado de todos los espectros originales.

3. Calcula la cantidad del primer factor en cada espectro de la curva de
calibracién. Los valores resultantes son los escores de Ias muestras para

este factor,
4. Calcula la contribucién de los factores (factor veces el escore) en cada

espectro en la curva de calibracion y substrae esta contribucion de cada

espectro de calibracion.
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5. Los datos de calibracion resultantes los utiliza en lugar de los datos
originales. Entonces, regresa al paso 1 y repite el proceso. Hasta que se

calcula un nimero especifico de factores.

En resumen, la descomposicién espectral consiste en hallar una serle de

factores para reproducir los espectros de la curva de calibracion,

combindndolos en diferentes proporciones.

Especiro /\/\———\_‘w
e e e

2100 ang

Factor 1
Eacore () 1430

Factor 2
Estore 2181/ Na—

Y2
Factor 3 \\[V

Escoro D 0T14 p—— !n,/\-\,{\___,\
—w“'—_., ﬂ_‘__\/ S o
Farctor 4

Escore 0 0634 _.,_J\ . < A pe

e W

Fatmr 6

Escore -0 1240

Factor 8 v ~
Escore 0 1187 j—— o

Eta. I

Figura 2.11: El esquema muestra la descomposicion espectral

Un espectro junto con los 6 primeros factores y escores

Después de ejecutar la descomposicion espectral, se correlacionan los
escores y las concentraciones de las muestras de la curva de cadlibracién
mediante regresion lineal multiple, para producir un grupo de coeficientes de
regresion. Este grupo de coeficientes de regresién se utiliza para predecir tas
concentraciones de muestras desconocidas, partiendo Unicamente de los

espectros. En una regresién lineal normal, las absorbancias se regresionan
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contra las concentraciones. En una regresion lineal miltiple, los escores se

regresionan contra las concentraciones.

2.4 DISENO EXPERIMENTAL SIMPLEX 3¢

La preparaciéon de un método demanda que el analista adquiera buenos
datos espectrales de un grupo de muestras bien seleccionadas. En
experimentos con mezclas, en donde se varian las proporciones de los
diferentes compaonentes y se mantiene fija la cantldad total de muestra, es
conveniente utilizar el disefo experimental simplex para establecer la
estrategia de muestreo, Este tipo de disefio experimental permite variar
aleatoriomente las concentraciones, dentro del intervalo establecido para
cada componente. Por ejemplo, en un sistema formado por 3 componentes:

T, S y E. El disefo simplex se construye como sigue:

1. Las concentraciones de los componentes se gjustan a un 100 %, es decir;
%T + %S + %E = 100 %. Lo importante es variar las proporciones de los

componentes en las mezclas, y no la cantidad de la mezcla.

2. Se dibuja un fridngulo equildtero. Cada vértice del tridngulo se toma
como un punto de referencia para un 100% del componente con que se
designa. Los lados del triangulo representan diferentes proporciones de
los constituyentes en los sistemas de dos componentes y cualquier mezcla

compuesta de T, S, y E debe quedar dentro del diagrama.

3. Para obtener otras concentraciones de T se dividen los lados TS y TE en
10 partes iguales y se dibujan lineas paralelas a SE, cada una de estas
lineas representa un porcentaje de T que varia desde cero, sobre |lq linea
SE hasta 100% enT.
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4. Andlogamente, se dividen los lados ST y SE en 10 partes iguales y se
dibujan lineas paralelas a TE, cada una de estas lineas representa un
porcentaje de S. Mientras que las lineas trazadas a lo largo de los dos

lados ET y ES, paralelas a TS representan los diversos porcentajes de E.

5. Para leer un punto cualquiera sobre el diagrama, por ejemplo: Se localiza
primero la linea de Ty nos colocamos sobre la horizontat 30%, luego la
de 20% de 8, la interseccién de estas dos lineas nos da un punto que se
encuentra sobre la linea de 50% para E. De este modo, se localiza el
punto (30% de T, 20% de S, 50% E).

Figura 2.12: Diagrama del disefio simplex
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2.5 DESCRIPCION DEL SOFTWARE QUANT+ 173798

El paquete de software QUANT+ esta disefiado para readlizar el andlisis
cuantitativo de  sistemas  multicomponentes, mediante técnicas
quimiométricas y regresién lineal multiple. Estas técnicas establecen una
relacion entre los espectros y las concentraciones de los estdndares que
forman la curva de calibracién. Posteriormente, esta relacion se utiliza para
“predecir” las concenfraciones de los componentes de las muestras

problema.

Este paquete de “sofltware” puede utilizar informacion del espectro entero o
seleccionar algunas frecuencias, puede determinar el error asociado con el
andlisis e identificar estdndares erréneocs. Las etapas que intervienen en un

andlisis QUANT+ son las siguientes:

Valores de CONSTR!JCCIéN
Concentracién — DEL METODO «— Pardmetros del
Método
Método
Espectros de las
Mezclas Estandar - CALIBRACION e—|
ReVISION | € Modelo | vAUDACION
Espectros de las -
Muestras PREDICCION
Desconocidas

\

Repore

Figura 2.13: Elapas de un andlisis Quant +
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2.5.1 CONSTRUCCION DEL METODO

En esta etapa se describe el método y se especifican todos los pardmetros
necesarios para ejecutar la  calibracién y posterior prediccién, como son:
condiciones espectrales, opciones de preproceso (intervalo espectral,
suavizacién, normalizacién, correccién de linea base, efc) y el algoritmo
cuantitativo a utilizar. También se registran los espectros de los estandares de

cdlibracion y sus concentraciones,

2.5.2 CALIBRACION

La parte mds imporiante de un andlisis Quant+ es la calibracién, El siguiente

esquema muestra las etapas que intervienen en la calibracién:

Datos Datos
espectrales de concentracién

4

Descomposiclién
de datos
especirales

V

[ Factores |

\

Regresion Lineal Mdaltiple
Correlacién de los escores con los
datos de concentracion

2

Ecuaciones de Regresién

\

Selecclén de Factores
Descarta los factores no
correlacionados

o

Ecuaclones de regresién QUANT +

v

Figura 2.14: Etapas de una cdlibracién Quant+
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El punto de inicio de la calibracion es un grupo de muestras estdndar, el cual
se divide en dos grupos: datos espectrales, que son los espectros de las
muestras estandar y datos de concentracién, que son las concentraciones de

las especies de interés en las muestras estandar.

El “software” QUANT+ utiliza las técnicas de descomposicién de datos
Regresion de Componentes Principales (PCR+, por sus siglas en ingles) o
Minimos Cuadrados parciales (PLS, por sus siglas en ingles) para reducir cada
espectro a un pequerio nimero de factores y un grupo de scores, necesarios
para representar todas las variaciones presentes en la curva de calibracién.
Mediante regresion lineal multiple (MLR, por sus siglas en ingles) establece las
correlaciones entre los escores y las concentraciones de cada especie de los

estdndares de calibracién.

El “software” QUANT+ genera una ecuacién de regresién para cada especie
de interés. Posteriormente, optimiza las ecuaciones de regresién. Para cada
propiedad hay algunos factores que muestran pequena corelacién, estos
factores se eliminan uno a la vez, y la regresién se repite con el grupo
reducido de factores. La iteracién continGa hasta que todos los factores
sobrantes muestran una correlacién importante, sélo aquellos factores que
son estadisticamente significativos para la regresién se utilizan en las
ecuqciones de regresion final. Esto lleva a una mayor simplificacién del

modelo.

Posteriormente, se realiza la “prediccién” de las propiedades de interés en Ias
muestras problema; que consiste en qjustar las cantidades de cada factor

en el espectro problema y utilizar éstas en las ecuaciones de regresién.
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2.5.3 VALIDACION

Llos procedimientos matemdticos que utiliza el “software” QUANT+ para
realizar la validacion no son los mismos que se utilizan en una validacion
clasica. Es decir, no realiza la validacién del método andlitico, redliza la
validacion de la prediccidon del método quimiométrico.

En esta etapa se comprueba la capacidad del modelo para andglizar
muestras desconocidas después que se calibra el método. La validacion,
Indica si el modelo generado por la calibracidon proporcionard una
adecuada prediccion de las muestras problema, bagjo las condiciones

adoptadas en el método.

dealmente, el modelo de calibracion se debe probar con un grupo
independiente de muestras de validacién, las cuales se extienden en el
mismo intervalo que los estdndares de calibracion, este tipo de validacién se

conoce como validacion independiente.

Cuando no hay suficientes muestras disponibles para la validacién
independiente, se dispone de una aproximacion aiternativa que es la
validacién “cross”. En este tipo de validacion, cada estdndar en turno se
elimina, de la calibracién y se predice sobre una calibracién ejecutada con
las muestras remanentes. La validacion siempre involucra la prediccidn de

muestras no incluidas en la curva de calibracién.

2.5.4. REVISION

Una vez que el método ha sido calibrado, el “software” evalla los resultados
obtenidos, para identificar problemas potenciales con la calibracién vy
asegurar la calidad de los modelos de regresién generados. La revisién es de

tipo grdfica.
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2.5.5 PREDICCION

Una vez que se obtienen las ecuaciones de regresién para una propiedad, se
realiza el andilisis de las muestras problema, para probar el método se utilizan
muestras de composicién conocida. El andlisis se lleva a cabo determinando
los escores para el espectro de |a muestra problema y substituyendo estos
dentro de las ecudciones de regresion. Ei procedimiento de prediccion
consiste en especificar el nombre del archivo o lista de nombres de archivos

si hay mas de una muestra problema.
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CAPITULO 3

DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1 CARACTERIZACION DE LOS FARMACOS %

3.1.1 TRIMETOPRIM

Nombre genérico: Trimetoprim

Nombre quimico: 5 - [(3.4.5 - trimetoxifenii) metil] - 2 - 4 pirmidinadiamina
Formula condensada: C,;H,s N, O,

Formula estructural:

CH,
CH,0 Ny NH:
o
CHO 2
NH,

Peso Molecular: 290.32 g/mol
Punto de Fusion: 199 -203 °C
Descripcion: Polvo cristalino, blanco, inodoro.
Usos: Antibacterial
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Figura 3.1: Espectro de Trimetoprim en la region infrarrojo medio

Interpretacién del espectro

Numero de Grupo Tipo de vibracion

onda funcional

2970, 2930, 2833 |-CH,, -CH, |Tension

1458 -CH,, -CH, |Deformacioén

3012 Aromdtico |Tensiéon -C-H

2060-1860 Sobretonos | Sobretonos de vibraciones fundamentales
que se observan a bajas frecuencias

1695, 1563, 1507 |Aromatico |Tensidén del anillo aromatico

830 Sustitucién |Sustitucién 1,2,3,5

3469, 3317 -NH, Tensién

1633 -NH, Deformacion (tijera)

1235, 1127 Ar-O-C Tension -C-O-C

Tabla 3.1: Bandas principales
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3.1.2 SULFAMETOXAZOL

Nombre genérico:
Nombre quimico:

bencensulfonamida.
Formula condensada: C,,H,;;N,C,$
Formula estructural:

Sulfametoxazol
4 - Amino - N - (5 - metil-3 isoxazolil)

H,N-@SO;'NH
]

N\O CH,
Peso Molecular: 253. 28 g/mol
Punto de Fusién: 168 -172 °C
Descripcion: Polvo cristalino, blanco, inodoro.
Uso: Antibacterial
100.0
80 ] n
n 1025
60 J
1266 92
%T
40 | 1456 3142 000 884
g31
L 1502
3297 1470 \
20 | 1365
33717 1308
621 1596
0.0 . ., . 1149 ,
4000.0 3000 2000 1500 1000 700.0

cm-1

Figura 3.2: Espectro de Sulfametoxazol en la region infrarrojo medio
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interpretacién del espectro

‘INGmero de Grupo Tipo de vibracion
onda funcional
3100 Aromdtico |Tension -C-H
1960-1700 Sobretonos | Sobretonos de vibraciones fundamentales
que se observan a bajas frecuencias
1596, 1502, 1470 |Aromdtico |Tension del anillo aromdtico
831 Sustitucion | P-Sustitucion
3466, 3377 {-NH, Tension
3297 -NH, Tension
1308 -NH, Tensidon
1621 -NH, Deformacion (tijera)
1308, 1149 -C-80,-N  |Tension -SO,

Tabla 3.2: Bandas principales

3.1.3 MEZCLA COMERCIAL

Nombre comercial: Bactrim, Ectaprim, Isobac.

Principios activos: Trimetoprim y Sulfametoxazol.

Exciplente: Avicel, Acdisol, Acido Estearico, Estearato de Magnesio, Plasdone,

Polisorbato.

Laboratorios que lo fabrican: Carnot, Liomont, Quimica Son s, Roche.
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Figura 3.3: Espectro de la mezcla comercial en la regién infrarrojo medio
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3.2 SELECCION DE LOS PARAMETROS DE PROCESAMIENTO
DE DATOS DEL ESPECTROFOTOMETRO FTIR *

En la realizacién de un andlisis cuantitativo es necesario obtener buenos
datos espectrales tanto de las muestras estdndar, que forman la curva de
calibracién, como de Iags muestias problema. Para esto es necesario
identificar los parédmetros de procesamiento de datos del espectiofotometro
de infrarrojo con transformada de Fourier, que permiten obtener los mejores

espectros.

En este estudio, todos los espectros se obtuvieron en un espectrofotémetro
infrarrojo con transformada de Fourier Sistema 2000 Perkin Elmer con detector
de sulfuro de plomo y DIGS (sulfato deuterado de triglicina) con divisor de
bromuro de potasio para un intervalo espectral de 6500 ¢cm™ a 370 cm’’,
equipado con esfera de integracion Labsphere inc. La adquisicién de datos
se realizo con ung computadora Hewiett Packard de 200 Mhz, disco duro de
2000 MB, monitor UVGA, con “software” Manejo de Datos de Infrarojo y
Quant +.

Para seleccionar los pardmetros espectrales 6ptimos se utilizd el espectro del
Sulfametoxazol como sustancia de referencia. Los pardmetros espectrales son

los siguientes: Rango, Resolucién y NUmero de Barridos.

3.2.1 intervalo %

El intervalo es la region del espectro sobre el cual se colectan los espectros.
Para establecer el intervalo espectral se corrieron los espectros de todas las
materias primas en la region infrarroja media (4400 a 400 cm™) y en la regién

infrarrojo cercano (6500 a 3700 cm™).
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Posteriormente se utilizdé la funcidén COMPARE para estimar que tan similares
son los espectros de las materias primas, en cada una de las regiones. El
espectro de cada materia prima se comparo contra el espectro de
Sulfametoxazol en la misma region y se analizé que tan iguales son, sobre la
base de la correlacién matemdtica (100 % indica que son iguales, 0% no hay

igualdad).

Referencia; Suifametoxazol 100%

COMPONENTE CORRELACION CORRELACION
INFRARRQJO INFRARROJO
CERCANO MEDIO
6500 @ 3700 cm™ | 4400 a 400 cm’!
% Y%
Sulfametoxazol 100 100
Trimetoprim 11,53 16,15
Talco 9,74 1,88
Estearato de Mg 8,35 0,58
Plasdone 7,25 . 20,82
Acido Esteatico 4,83 2,88
Acdisol 2,33 99,72
Avicel 1,45 15,8
Polisorbato 0,28 4,49

Tabla 3.3: Tabla de correlaciones

Se busca una regién en donde las diferencias entre los componentes sean
mayores, en la regién media Plasdone y Acdisol tienen una semejanza de
mds del 90% con Sulfametoxazol. Es decir, se pueden confundir Plasdone y
Acdisol con Sulfametoxazol. En la regién infrarrojo cercano ninguno de los
componentes presenta semejanza con Sulfametoxazol, facimente se
establecen las diferencias entre todos los componentes. Lo anterior se

visualiza en la figura 3.4.
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GRAFICA DE SEVIEJANZA ENTRE SULFAMETOXAZOL Y LOS OTROS
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Figura 3.4: Grdfica de semejanza entre Sulfametoxazol y los restantes
componentes, en las regiones infrarrojo cercano e infrarrojo medio

Por lo anterior, se establecié ia regién inframojo cercano (6500 a 3700 cm™)

como regién de trabagjo.
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3.2.2 Resolucion

La Resolucidn, es la capacidad del espectrofotémetro para distinguir
iongitudes de onda o frecuencias espechales vecinas. Una eleccion
cuidadosa de la resolucién permite eliminar ruido sin quitar informacién

espectral. Las opciones a modificar son las siguientes: 2, 4, 6, 8 cm’.

- resolucion de 2 em-1

tesolucién de 4 cm-1

resalucion de 6 cm-1

resolucién de 8§ cm-1

, , Yl

6500.0 6000 5000 4000  3700.0

Figura 3.5: Espectro de Sulfametoxazol en diferentes valores de resolucion

Los espectros con resolucion de 8 ecm™ y 6 cm? son poco ruidosos pero
presentan bandas que no estan bien definidas. £l espectro con resolucidon de
2 cm”’ es demasiado ruidoso, Cuanto mds pequerio es el valor de resolucion
el ruido es mayor. El espectro con resolucion de 4 cm”' presenta bandas bien
definidas y es el que presenta menor rnuido. Por lo anterior, el valor

seleccionado para la resoluciéon fue de 4cm™.
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3.2.3 NUmero de Barridos

%T

s

6500.0 6000 5000 4000 37000
em-1

Figura 3.6: Espectro de Sulfametoxazol a diferente nUmero de barridos

La figura 3.6 muestra el espectro de Sulfametoxazol utilizando 5, 10 y 15
barridos. Los tres espectros no presentaron diferencicas importantes y por tanto

se tomo el minimo nimero de barridos, para optimizar el tiempo de andlisis.

Los espectros que se utilizan en métodos cuantitativos quimiométricos no se
les debe aplicar correccién de linea base o suavizacion, y en general
ninguna operacién matemdtica que modifique el tamano del espectro,

debido a que el “software” QUANT + realiza este trabgjo.
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3.3 CONSTRUCCION DE LA CURVA DE CALIBRACION 20 4445

A continuacioén se explica la serie de pasos que se siguen en la construccion de

la curva de calibracién.

Se establece el nimero de compuestos que intervienen en el andlisis, el
nimero de compuestos que se cuantifican y el nimero minimo de
estdndares necesarios en la curva de calibracién, esto es: en el presente
andlisis intervienen 2 compuestos activos (Trimetoprim y Sulfametoxazol) y 7
compuestos formandc el excipiente (Avicel, Plasdone, Polisorbato, Talco, Ac-
di-sol, Acido Estearico y Estearato de magnesio), es decir, un total de 9
compuestos, de los cuales sélo se determinan los dos compuestos activos
(Trimetoprim y Sulfametoxazol). El numero minimo de estdndares que necesita
la calibracién del “software” QUANT+, es igual a tres veces el nimero de
componentes que intervienen en el andlisis, es decir, si se tienen 9
componentes en total, se necesitaran como minimo 27 estdndares en la

curva de calibracién, aln cuando sélo se cuantifiquen dos de ellos.

Los estdndares de la curva de calibracién son mezclas de composicién
similar a las muestras problema. Se preparan mezclas de trimetoprim,
sulfametoxazol y excipiente. Las concentraciones de los tres componentes se

ajustan a un 100 % del peso de la tableta.

Se establece el intervalo de concentracién en el que cada uno de los

componentes que se determinq, debe variar, en la curva de calibracion.

Las especificaciones del producto comercial, segun el cettificado de andilisis

proporcionado por laboratorios Carnot, son las siguientes:
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Nombre genérico Trimetoprim y Sulfametoxazol tableta

Peso promedio de la tableta 605 mg

Cantidad de Trimetoprim por tableta 80 mg

Canfidad de Sulfametoxazol por fableta | 400 mg

Tabia 3.4: Tabla de especificaciones del producto comercial

b) Se calcula el porcentaje, que representa cada uno de los componentes de
interés, en Ia tableta. Asi, se tiene que:
80 mg de Trimetoprim representan el 13.2231 % de la tableta.,

400 mg de Sulfametoxazol representan el 66.1157 % de la tabletfa.

¢) En el presente andlisis se establecid el intervalo de calibracion de 60% a
120% de la cantidad de activo presente en la tableta, de acuerdo a lo
establecido en la Guia de Procedimientos Adecuados de Laboratorio
Analitico de CIPAM (Comisién Interinstitucional de Practicas Adecuadas de

Manufactura).

Para trimetoprim

El 60% (intervalo de calibracion) del 13.2231 (mg de trimetoprim/ 100 mg tab)
es 7.9339 %.

El 120% (intervalo de calibracién) de 13.2231 (mg de trimetoprim/ 100 mg tab)
es 15.8677 %.

De esta forma, el intervalo de cdlibracién calculado se encuentra entre 7.9339
%y 15.8677 %.

Para sulfametoxazol

El 60% (intervalo de calibracién) de 66.1157 % (mg de sulfametoxazol/ 100 mg
tab) es 39.6694 %.

El 120% (intervalo de calibracion) de 66.1157 % (mg de sulfametoxazol/ 100 mg
tab) es 79.3388 %.

De esta forma, el intervalo de calibraciéon calculado se encuentra entre 39.6694
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%y el 79.3388 %.

d) Se selecciona el peso de cada uno de los estandares. El peso total de cada

estdndaresde 2 g.

Se debe evitar colinearidad en la curva de calibracién. La colinearidad
ocurre cuando la concentracidon de un componente en la mezcla varia
como una funcion constante de otro componente. Por ejemplo, cuando la
concenfraciéon de un componente se incrementa siempre que Ia
concenttacion del otro decrece en la misma canfidad. Cuando esta
situacidon ocurre, la descomposicién espectral no puede establecer
diferencias entre los dos componentes en el sef de calibracion, y por
consiguiente, encuentra una séla variable, ésto lleva a calibraciones malas
y consecuentemente predicciones con errores. Para evitar estos problemas,
y debido a que no se disponia de un disefic experimental apropiado, la
curva de calibracion se construyd de la siguiente forma: la concentracién
de trimetoprim aumenta conforme se incrementa el numero de estdndar
dentro del intervalo calculado, la concentracion de sulfametoxazol se
distibuye al azar dentro del intervalo calculado, y findimente la
concentracién de excipiente es la cantidad necesaria para que las tres
concentraciones sumen 100%. Finalmente, la curva de calibracion
experimental para trimetoprim se encuentra entre 1.6500 % y 17.9500 %,
mientras que la curva de cdlibracién experimental para sulfametoxazol se
encuenira entre 59,1016 % y 97.3510 %.

3.4 PREPARACION DE MUESTRAS *°

3.4.1 MATERIAS PRIMAS

Se secO cada uno de los excipientes y principios activos, en la estufa.

Q)

Cada materia prima se colocd en un mortero de dgata y con el pistilo se

pulverizé con movimientos rotatorios, firmes y vigorosos.
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b) Después de la molienda, el pulverizado se pasa a través de una malla del
namero &0, con el fin de tener un tamafo de particula uniforme.
¢) Las materias primas se colocaron d un frasco etiquetado y se almacenaron

dentro de un desecador conteniendo silica gel con indicador de humedad.

3.4.2 MUESTRAS ESTANDAR

a) Se pesaron cuidadosamente los excipientes y principios activos para cada
una de las muestras estdndar, de acuerdo al disefio de la curva de
calibraciéon

b) Cada muestra esténdar se molid vigorosamente, para que presente una
distribucién adecuada del tamaho de particula y se evite la estrafificacion de
los componentes,

c) lLas muestras estandar se colocaron en un frasco efiquetado y se
almacenaron dentro de un desecador conteniendo silica gel con indicador
de humedad.

3.4.3 MUESTRAS PROBLEMA

a) Por cada lofe se utilizaron 20 tabletas, se peso cada una de las fabletas y se
calculd el peso promedio.

b) Se ftrturaron hasta polvo fino las 20 tabletas y se homogeneizaron
vigorosamente.

c) El pulverizado se pasa a través de una malla del nimero 60 con el fin de
tener un tamarno de particula uniforme.

d) El polvo representativo de cada lote se colocd en un frasco etiquetado y se
almacend dentro de un desecador que contiene silica gel con indicador de

humedad.

3.5 ANALISIS ESPECTROSCOPICO

Se realizé el andlisis espectroscdpico de las muestras estndar y de las muestras

problema, utilizando las mismas condiciones instrumentales en los dos casos.
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19, 46, 47, 48

3.6 CONSTRUCCION DEL MODELO DE CALIBRACION

1. Se guardan los espectros de las muestras esténdar en el disco duro de la

computadora en que se encuentra instalado el “sofftware” QUANT +.

2. Se selecciona el icono cornespondiente al programa QUANT+ en el

administrador de programas. Se abre la pantalla principal.

PERKIN ELMER

PREDICTION

Figura 3.7: Pantalla principal

Las etapas en las que se divide el software son las siguientes:

“METHOD BUILD". Construccién del método, ufiliza los espectros de las muestras
estandar.

“CALIBRATION". Calibracién utilizando diferentes tipos de algoritmos.

“REVIEW". Revision de la calibracioén.

“PREDICTION". Andlisis de muestras problema.
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3. Se selecciona ["METHOD BUILD"], se abre la siguiente pantalla:

File QUANT

Ll

M Emzw ’ A - [
I al

T (Salculstion Paraneters | (fEenderds Vabls |{print Vethod ] |

. I
B% FUNMMARY ‘
oIelF] ey 1
| e )

F at ian ] Summary | !

Status: Select tlethod Build Dption for Hethod 20010

Figura 3.8: Construccion del método

Las etapas principales de construccion de método se presentan

secuencialmente:
a) Descripcién del método. La ventana “Method Description” se abre

automdticamente, se escribe el nombre del método, el nombre del

analista y los comentarios del andlisis.
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File QUANT

B Analysx: LA ToRR
‘B Coment.: PROPIEDADES DE INTERES: TRIMETOPRIM ¥ SULFRNETORAZOL

Enter or Nodify Hethod Description for Hlethod $CONP

Figura 3.9: Descripcion del método

Status:

b) Configuracidén de datos, Seleccionar ["Configuration”] en la pantalla

“METHOD BUILD", se abre la ventana “Configuration Parameters” y se

seleccionan las siguientes opciones:

Parameiro Opcidn
i. “Technique"” Infrarrojo
ii. “Format” Manejo de datos
iii. _"Algorithm” PCR+
iv. "File Extension” |.SP

Tabla 3.5: Pardmetros de configuracién

“Technique”. Este pardmeiro permite seleccionar la técnica que se utilizara en el
andlisis. Al seleccionar la técnica, el programa asigna las unidades de numero
de onda confra absorcién  corespondiente a la regién de seleccionada, en
este caso, cm’ confra absorbancia.

“Formai”. Con este pardmetro se indica el tipo de formato en el que estdn

almacenados los especiros.

“Algorithm”.  Este pardmetro permite seleccionar el tipo de procedimiento
matemdtico mediante el cual se redliza la descomposicién espectral. Fl
programa dispone de tres procedimientos materndticos para ejecutar Ia
descomposicién especfral, que son: PCR+ RegresiSn de componentes
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principales, PLS1 minimos cuadrados parciales simples, PLS2  Minimos
cuadrados parciales complejos. Las diferencias entre los tres tipos son

pequenas, pero tienen efecto muy importante sobre los resultados.

iv. “File Extension”. Este pardmetro indica la terminacién del archivo en el cual se

guardan los espectros.

¢) Seleccidn de los pardmetros de cdiculo. Inmediatamente después, se
abre la ventana “Calculation Parameters”, en ésta ventana se introduce

la siguiente Informacion:

ile _ QUANT

Status: Enter or Nodify

Figura 3.10: Pardmetros de cdlculo

i. “Data Range”. Este pardmetro permite seleccionar el intervalo espectral que se
utilizard en el andiisis.

ii. “Step". Este pardmetrc permite seleccionar el intervale de muestreo, para la
region especiral seleccionada, es decir, cada cuantos cm™ el programa tomard
una lectura. El intervalo seleccionado puede ser igual, multiplo o submultiplo de
la resolucién de los espectros.
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vi.

vii.

viii.

“Blanks”. Este pardmefro eliminar todas aquellas regiones del espectro con
excesiva absorbancia o regiones que no estdn relacionadas con la calibracion,

por ejemplo bandas de CO,.

“Andlyse data in”. Este pardmefro define la forma en que se analizan [os
espectros, “Absorbance” procesa los datos en absorbancia y “original form"”

procesda los datos tal come se almacenan.

“Scaling”. Este pardmetro se ejecuta para dar mayer importancia a las bandas
con mayor confenido de informacion. Se puede aplicar a los espectros, asl
como a los valotes de las propiedades. Cuenta con tres opciones: la opcién
“Off" indica que no se aplica, la opcién “Mean” calcula el espectro  promedio
de todos los espectros de calibracidon y substrae éste de cada espectro, la
opcién “Autoscale” calcula el espectro desviacién estdndar y divide cada uno

de los espectros de |os estdndares por éste.

“Smooth”. Este pardmeiro permite suavizar el espectro cuando presenta ruido.

“Normalization”. Este pardmetro permite llevar un espectro a una escala de 0 a
100% de T con la findlidad de compensar diferencias de paso éptico o de
reflexion. Cuenta con cuatio opciones: "Pathlength” la cual se ufiliza para
indicar un paso optico fijo, "Ref. band” se utiliza cuando el paso éptico no es
fijo vy se ha adicionado un estdndar interno la cual tiene bandas bien definidas
que no se frasiapan con la matriz, “MSC" Es Glil en sistemas de longitud de paso
éptico indeterminado, como son las mediciones realizadas por reflectancia
difusa.

“Baseline cormection”. Este pardmetro permite corregir la linea base de los
espectros causadas por diferencias marcadas del tamano de paricula. Cuenta
con cuatro opciones: “Offset” esta opcién calcula el promedio de intensidad
para cada espectro y este promedio lo resta a cada una de las bandas del
espectio, “Derivate” Esta opcidn se utiliza cuando los espectros de una muestra
a otra presentan pocos cambios. "Flat” Establece una linea recta que pasa por

la mayoria de las bases de las bandas principales.

50




ix. “Ordenate thresholds”. Este pardmetro permite especificar las regiones del
espectro que serdn eliminadas de la calibracién, sobre la base de sus valores
de ordenada. Por ejemplo, al colocar el limite supetior de esta opcién en 1.5 A
se obliga a la calibracién a ignorar regiones del espectro donde la intensidad

es mayora 1.5 A

% “No. of factors”. Este paf@imelio permite seleccionar el nimere minimoe y maximo
de factores a ser utilizados por el modelo de calibraciéon. Un factor es un

“sspectro” matemdfico representa una variacién en los datos,

d) Construccion de ko tabla de estandares. Se abre la ventana “Standards
Table”. Los nombres de los componentes se escriben en el renglén superior
de la tabla y el nombre de las muestras en la columna izquierda. Las
concentraciones de los componentes se introducen a la tablg,
escribiendo el valor en el espacio apropiado. La tabla finglizada es la

siguiente:

File Utilities Edit

IPR(]PERHES __THIWE | RULFA
STANDARDS T I
s AABB1 1.4560 97,3518
il [ RBE2 3.8879 93,6742
YR | W 6.6225 869205
- AABB4 6.6295 98.3974
- ARGBS B.9518 79.9669
- [ y.8397 76.7468
- ARBB7 9. 9338 75.6973
v 11.4821 69.5364
- ARGETS 12,5156 68.1457
z ARO1E 12,7947 65.3642
- ARAT1 12.9988 63,4437
= AnaY2 13.8480 67.6108
z ARO1I 3.1200 67.6308
- AAB14 3.3580 68.1568
- AROTS 3.3510 59.1868
3.6291 72,7400

]
fa

Tabla 3.6: Tabla de estandares
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File Utilities Edit

Tabla 3.7: Tabla de estdndares

4. Seleccionar ["CALIBRATION"] del meni principal. Se despliega la siguiente
pantalla:

Filo QUANT

alibrate Bethod 2C0OHP o~ Change Hethod as Required

Figura 3.11: Inicio de la calibracién
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Se ejecuta la calibracién. El proceso de calibracién es central para Quant+.

Durante la calibracién, el “software” lee los datos, aplica los parametros de

calculo y construye un modelo de calibracién entre los espectros y los valores

de las propiedades de interés. Al concluir la calibracién, se presenta un

breve resumen de los resultados.

Propledad No. Factors' | % Variance® | §.E.E.® |S.E.P. "
TRIMETOPRIM 8 99.69 0.2300 0.2607
SULFAMETOXAZOL 7 99.82 0.4509 0.5176

Tabla 3.8: Resumen de resultados de calibracion

Con este resumen se puede evaluar que tan bien la calibracién se ajusta a los

datos, y que tan bien la calibracién puede predecir muestras problema.

“No. factors”. Es el numero de “espectros” matemdticos ufilizados por el modelo
de calibracién. Es importante desarrollar un modelo que este formado por un
numero adecuado de factores para modelar apropiadamente los componentes
de interés sin adicienar ruido.

“% Variance”. El porcentaje de varianza, frecuentemente, se reporta R? x 100 y
este resultado se interpreta como un porcentaje de las variaciones, presentes en
los datos, que explica el modelo matemdtico propuesto. B2, es el coeficiente de

correlacién multiple, se expresa como una fraccién de 1.0.

Error estandar de estimacién (S.E.E., por sus siglas en ingles). Es la desviacién
estdndar de los residuales para muestras dentro de la curva de cailibracién. El
residual para cada muestra es la diferencias enire los valores de propiedad
especificados y los valores de propiedad estimados. La estadistica S.E.E. es una
estimacién de la “mejor’ exactitud que se puede obtener para el modelo

matemdtico generado.
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5.

El etror estdndar de prediccion (S.E.P., por sus siglas en ingles). Es la desviacién
estdndar de los residuales para muestras que se encuentran fuera de la curva
de calibracién. El residual para cada muestra es la diferencia entre los valores
de propiedad especificados y los valores de propiedad estimados de dichas

muestras.

Revisidn y optimizacién de la calibracion.

Una vez que se ha concluido el proceso de calibracion, es importante

identificar el conjunto de pardmetros que generan un modelo matemdtico

éptimo, los pasos a seguir son los siguientes:

Q)

b)

Se realiza un andlisis del resumen de resultados de la calibracién, que se

presenta en la Tabla 3.8: Resumen de resultados de calibracion.

Se realiza un andlisis de las grdficas que se presentan en el modulo
revision, este grupo de grdficas permiten analizar e interpretar los daios
siguiendo los puntos que se indican acontinuacion:

¢ El nimero de factores utilizados son los adecuados para el modelo ?

¢ La curva de calibracién contiene algun espectro con caracteristicas
diferentes a la mayoria de los espectros ?

¢ El modelo de calibracion contiene valores de concentraciones muy
diferentes de la mayoria de los datos?

¢ El modelo de regresion se encuentra influenciado por uno o mads

estandares ?

los pasos @) vy b) se redlizan para conocer la calidad del modeio
desarrollado.

c)

Se selecciona el conjunto de pardmetros que generan un “buen” modelo

matemdtico, la seleccién consiste en modificar en forma ordenada los
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pardmetros del la Tabla 3.10: Pardmetros de cdlculo, de la siguiente
forma:

» Se modifica el valor de un pardmetro, se ejecuta la calibracion, y se
repiten los pasos Q) y b).

* El pardmetro modificado se regresa a su valor inicial y se modifica otro
pardmetro, nuevamente se realiza la calibracion, y se repiten los pasos 1
y 2. Este proceso se redliza sucesivamente hasta obtener los mejores
resultados o hasta que no se presenten cambios de importancia.

Optimizar la calibracién tanto como sea posible garantiza buenos resultados

de prediccidn en las muestras problema. En la optimizacion del método se

modificaron los siguientes pardmetros;

%
Parametro Valor Propiedad Variance S.E.E. SEP.

Resultados Trimetoprim 99.69 0.2300 0.2607

obtenidos en la Suifametoxazol 99.82 0.4509 0.5176
primera calibracién

Suavizacion 19 Trimetoprim 99.77 0.1982 0.2273

Sultametoxazol 9982 0.4590 0.5268

Normalizacién Pathlength | Trimetoprim 99.79 0.1964 0.2315

Sulfametoxazol 90.82 0.4675 0.5277

Normalizacion MSC Trimetoprim 99.7¢ 0.1964 0.2315

Sulfametoxazol 99.82 0.4675 0.56277

Correccién de linea Offset Trimetoprim 99.80 0.1953 0.2300

base Sulfametoxazol 99.82 0.4509 0.5176

Correccién de linea Flat Trimetoprim 99.72 0.2242 0.2628

base Sultametoxazol 99.82 0.5620 0.6404

Tabla 3.9: Optimizacién del método
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Al modificar los diferentes pardmetros se presentan pequefios cambios con
respecto a los valores obtenidos en la primera calibracién. El pardmetro
Correccién de linea base con opcién Offsel, presenta el % de varianza mas
alto y los errores mds pequenos, para las dos propiedades. De esta forma, el

conjunto de pardmetros al terminar la optimizacion es el siguiente:

Parametro Opcién
i. “Data Range” 6500-3700 cm’
i. “Step” 4 cm’
iii. “Blanks” No se agplicod
iv. "Analyse datain” “*Absotbance”
v. “Scaling” “Mean”
vi. “Smooth” “No™
vil. “Nomalization” “None”
viii. “Baseline corection” | “Offset”
ix. “Ordinate threshold * | “None”
x. “No. of, factors” minimo 2
mdximo 9

Tabla 3.10: Pardmetros de cdlculo

6. Seleccion del algoritmo. El paso siguiente es seleccionar el algoritmo de
trabajo que mejor qgjuste a los datos y parametros ya establecidos. Los
resultados de los tres algoritmos de cuantificacion con los que cuenta el

“software” Quant +, se presentan a continuacion.

Tipo de algoritmo Propiedad % Variance S.E.E. SEP.
PCR+ Trimetoprim 99.79 0.1964 0.2315
Algoritmoe con el que | Sulfametoxazol 99.82 0.4675 0.5277

se inicia el andlisis

PLS2 Trimetoprim 99.83 0.1766 01973
Sulfametoxazol 99.99 01319 0.1624
PLS1 Trimetoprim 99.98 0.0668 0.1990
Sulfametoxazol 99.99 0.1306 0.1624

Tabla 3.11: Seleccién del algoritmo

56




El algoritmo con el que se inicio el andlisis fue PCR+, al aplicar el algoritmo
PLS2 aumenta los valores de % de varianza y disminuyen los valores de los
erores, para cada propiedad. Al aplicar el algoritmo PLS1, el valor de % de
varianza para la propiedad Trimetoprim aumento y los valores de los errores
son los mds pequefios. Tenemos que el algoritmo PLS1 es el que proporciona

los mejores resultados.

7. Validacion. Una vez que se obtienen los mejores resultados de calibracion
es importante determinar si es confiable para cuantificar las propiedades
de las muestras problema, utilizando Unicamente sus espectros.

Esta comprobacién se realiza sometiendo la calibracién @ un proceso

conocido como validacién. El proceso de validacion se realiza utilizando un

conjunto independiente de muestras cuyos valores de concenfracién se
conocen, una opcion alternativa cuando no se dispone de este conjunto de
muestras es utilizar la validacién “full cross”. Al seleccionar la validacion “full-
cross” cada muestra se elimina de la calibraciéon y se analiza como una
muestra problema en una curva de calibracién formada con los estdndares
sobrantes. La siguiente tabla muestra los resultados de calibracién sin

validacién y con validacién.

SIN VALIDACION
Algoritmo Propiedad % Variance S.E.E. 5.E.P.
PLS1 Trimetoprim 99.98 0.0668 0.1990
Sulfametoxazol 99.99 0.1306 0.1521

CON VALIDACION FULL CROSS

Algoritmo Propiedad % Variance S.E.E. S.E.P.
PLS1 Trimetoprim 99.84 0.1652 0.2158
Sulfametoxazol 99.99 0.1306 0.2965

Tabla 3.12: Validaciéon de la curva de cdlibrgcion
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El modelo de cdlibracién con validacion proporciona un modelo optimo para

analizar muestras problema.

8. Revisién del modelo de calibracién final

Las grdficas del modelo de calibracion final son las siguientes:

a) ¢ El nimero de factores utllizados son los adecuados para el modelo?

Es muy importante identificar el numero correcto de factores, es decir, las
fuentes de variacién en los datos. Debido a gque utilzar mds factores de los
necesarios introducen ruido al modelo y al utilizar pocos factores elimina
informacién guimica importante para la propiedad. La identificacion del
niumero correcto de factores se hace mediante las graficas Variacién

Espectral y Error Estandar de Prediccion.

En la grdfica Variacién Espectral se representa el porcentaje de variacion
especiral contra el nimero de factores. En esta grafica aparece una linea de
corfe selecclonada por el programa QUANT+, que indica el nimero de
factores necesarios para describir adecuadamente las variaciones en Ias
concentraciones y en los espectros, todos los factores que se encuentran a la

derecha de la linea de corte contribuyen Unicamente con ruido.
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Para la propiedad Trimctoprim son 6 factores los que
describen ¢l 99.84% dc las variaciones presentcs en los
especetros y en las conoentraciones relacionadas a esta
propiedad

Figura 3.12: Grdfica de variacion espectral para Trimetoprim
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Para la propiedad Sulfametoxazol son 8 factores los que
describen el 98.89% de las variaciones presentes en los
espectros y en las concentraciones relacionadas con esta
propiedad

Figura 3.13: Grdfica de variacion espectral para Sulfametoxazol

La grdfica complementaria para establecer el nimero de factores es la
gréfica Error Estdndar de Prediccién (SEP), en esta grdfica se representa el
eror estAndar de prediccion contra el nimero de factores y proporciona el
numero de factores (tiles para el modelo. En las dos grdficas siguientes, el

error de predicciéon disminuye con cada nuevo factor que se adiciona, es
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decir, hasta antes de llegar al punfo minimo de la grdfica el nimero de
factores no es suficiente para modelar los componentes de interés, esto se
conoce como baijo ajuste. En algin punto, la gréfica SEP alcanza un minimo e
inicia su acenso, a parir de este punto, el modelo empieza a adicionar
factores que Unicamente contienen niido, incluir vectores de ruido en el
modelo se conoce como sobre ajuste. De acuerdo al programa QUANT+, el
numero de factores-en donde la-grdfica SEP alcanza un minimo, -es la mejor

eleccion para el modelo.

W] PoOMP SEP plot Property TRINE [
2.5 ¢
2.8
SEP
1.5
1.8
8.5
T T 1] 1
2 4 6 8
Factors

La gréfica Error Estindar de¢ Prediccion para Trimetoprim
tiene ¢l punto minimo en 6 factores

Figura 3.14: Grdfica eror estandar de prediccion para Trimetoprim
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Figura 3.15: Grdfica de error estdndar de prediccion para Sulfametoxazol

De las grdficas, Varianza Espectral y Error Estdndar de Estimacion se establece
que el nimero de factores para Trimetoprim es de 6 y para Sulfametoxazol es
de 8.

b) ¢ La curva de calibracion contiene algin espectro con caracteristicas

diferentes a la mayoria de los espectros ?

Un espectro fuera se define como un estdndar en donde el espectio tiene
caracteristicas diferentes a la mayoria de los espectros de las muestras del set
de calibracién, Es un estandar cuyo espectro se midi¢ inadecuadamente por
cambios en ia ejecucién del instrumento, malos procedimientos de muestreo
o tiene impurezas no presentes en el resto de las muestras.

La grdfica Espectros Fuera, refleja la importancia de cada muestra estdndar
en la curva de calibracién para el calculo de los factores. Es decir, indicq,
como influye cada estandar sobre la calibracién y permite detectar aguellos

espectros que se encuentran fuera de la misma.
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En esta gréfica, los valores del eje y deben encontrarse entre 0 y 1 de

acuerdo al programa QUANT+, cualquier estdndar arriba de 0.9 se considera

como un posible espectro fuera. Una vez que se detectan los espectros fuera,

se debe investigar el origen de los errores. Hay dos casos frecuentes:

Los espectros de ciertos estdndares pueden estar fuera de la calibracion
debido a que presentan ruido excesivo. En estos casos, se debe eliminar la
region ruidosa del espectro  por introduccion de una regidén blanco,

cambiar el rango de andlisis o eliminar los estdndares de la calibracion.

No todos los espectros fuera son irregulares, algunos estandares que se
encuentran en los extremos del Intervalo de concentracidon a veces
aparecen como espectros fuera. En este caso, es necesario adicionar
estAndares de una naturgleza similar para minimizar la influencia de

dichos estdndares sobre la calibracion.
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La curva de calibracion de Trimetoprim, no contiene
espectros fuera

Figura 3.16: Grdfica espectros fuera para Trimetoprim
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La curva de calibracién para Sulfametoxazol, no contiene
espectros fuera

Figura 3.17: Grdfica espectros fuera para Sulfametoxazol

c) ¢ El modelo de calibraciéon contiene valores de concentraciones muy

diferentes de la mayoria de los datos?

Es importante identificar aquellos estdndares cuyos valores de concentracién

son inconsistentes con la mayoria de los datos. La grafica de Concentraciones

Fuera se divide en cuatro dreas por dos lineas de core vertical asi, de

acuerdo al programa QUANT+:

Estdndares que aparecen en el recuadro inferior izquierdo tienen
espectros y concentraciones que ajustan bien unc con ofro.

EstGndares en el recuadro superior izquierdo tienen espectros que gjustan
bien uno con ofro pero con concentraciones sospechosas.

Estandares en el recuadro inferior derecho tienen valores de
concentracion adecuados pero sus espectros son ireguiares.

Finalmente estandares en el recuadro superior izquierdo tienen espectros y

valores de propiedad son irregulares.

Estas frecuencias de corte no se consideran absolutas, pero si un estandar no

qjusta con el modelo, dicho estandar se debe investigar.
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Figura 3.18: Grdfica concentraciones fuera para Trimetoprim

En esta grdfica, el estdndar AAD12, aparece en el recuadro inferior derecho,
los que indica que tiene un valor adecuado para la propledad pero que su
espectro es irregular, Frecuentemente, algunos estdndares aparecen en el
recuadro inferior derecho de esta grdfica porgue sus valores de
concentracion se encuentran en el extremo del rango de calibraciéon, es
decir, muestras que contienen ia concentracidon mds alta o mds baja de un
componente. Este es el caso del estandar AAD12, el cual se sitia en el
extremo superior de la curva de calibracién en la grdfica Estimado contra
Especificado. Es decir, no es una muestra fuera, sélo indica que es necesario
infroducir mas estdndares con concentraciones similares en la curva de

calibracion.
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Figura 3.19: Grdfica concentraciones fuera para Sulfametoxazol

d) ¢ El modelo de regresidn se encuentra influenciado por uno o mds

estandares ?

El modelo de regresion no debe estar influenciado por uno o dos estandares,

la grdfica Influencia de Estandar permite identificar a este tipo estandares.

Esta grdfica se divide en 4 dareas por dos lineas corte en ambos ejes. La linea

de corte vertical comesponde a un 10% de probabilidad de que el valor de

propiedad de un esténdar no gjuste con el resto del modelo. La linea de corte

horizontal, si es que se presenta, corresponde a un 10% de probabilidad de

que la ecuacion de regresién cambie significativamente cuando un estandar

se omite del modelo de regresion asi, de acuerdo al programa:

= Estandares en el recuadro inferior izquierdo no dominan la regresién,

= Estandares en el recuadro superior zquierdo dominan la regresién pero
tienen espectros que ajustan bien con los estdindares.

" Estdndares en el recuadro inferior derecho no dominan la regresién pero
tienen espectros iregulares.

= Estdndares en el recuadro superior derecho dominan la regresién y tienen

espectros iregulares.
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Figura 3.20: Grdfica influencia de estandar para Trimetoprim

Nuevamente, el estndar AAD012 para la propiedad Trimetoprim se encuentra
en el recuadro inferior derecho, lo que indica que no dominan la regresién
pero su espectro es irregular. Esto parece indicar que influye sobre la
regresion, pero debe nofarse que dicho estandar esta en el exiremo inferior
del rango de calibracién (grafica Estimado contra Especificado) para esta
propiedad, nuevamente, los estGndares en el extremo de un rango de
calibracién frecuentemente aparecen en el recuadro inferior derecho, si no
hay otro estdndar de naturaleza similar en el set de calibracién. Por lo anterior,

el estAndar AAD12 no se rechazq, ni se descana en la tabla de estandares.
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Ningin estindar de la propiedad Sulfametoxazol presenta

irregularidades, por esto no se despliegan las frecuencias de
corte

Figura 3.21: Grdfica influencia de estdndar para Sulfametoxazol

Andlisis de muestras problema. Una vez construida y optimizada la

calibracion. Se realiza la cuantificacion de las propiedades de las muestra
problema.

Se guardan los espectros de las muestras problema en el disco duro.

Se selecciona [ "PREDICCION" ] del menu principal, se despliega la siguiente
pantalla:
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Figura 3.22: Menu prediccién
¢) Para iniciar el andiisis, se selecciona [ “Start Analysis” ].

d) Cuando el proceso de cuantificacion termina los resultados se muestran

en un listado.
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CAPITULO 4

RESULTADOS

4.1. RESULTADOS DE LAS VARIABLES EXPERIMENTALES

Se ha descrito y analizadoe la construccién de un método analitico para la
cuantificacién de Trimetoprim y Sulfametoxazol. Durante el desarrollo de este
método analitico se estudiaron los pardmetros instrumentales, el disefio de Ia
curva de cdlibraciéon y los parametros del método quimiométrico, para

obtener dptimos resultados.

A continuacion se presentan los resultados del método analitico, distribuidos
en cuatro secciones: pardmetros espectrales y accesorio, pardmetros
utilizados en el método quimiométrico, resultados de calibracion, resultados

de prediccion para las muestras problema.

4.1.1 Pardmetros espectrales y accesorio

Pardmetro Valor seleccionado
Region espectral Infrarrojo cercano (6500 - 3700 cm™)
Resolucion 4cm’!

Numero de Barridos |5
Accesorio Esfera de integracion

Tabla 4.1: Resumen de los pardmetros espectrales y accesorio




Los espectros de las muestras estandar y muestras problema se analizaron en
el intervalo de 6500-3700 cm™ en una resolucién de 4 cm” y 5 baridos,

utilizando como accesorlo de muestreo la esfera de integracion.

4.1.2 Parémetros utilizados en el método quimiométrico

Pard@metro Valor seleccionado
NUmero de propiedades 2
Nimero de estdndares 31
Escalamiento Medio
Correccion de linea base “offset"
Numero de factores para Trimetoprim 6
NUmero de factores para Sulfametoxazol 8
Algoritmo PLS1
Validacién “Full Cross”

Tabla 4.2 Resumen de los pardmetros utilizados

en el método quimiométrico

El método cuantifica 2 propiedades. La curva de calibracién esta formada
por 31 estdndares. Se utilizé escalamiento medio para dar mds importancia a
las bandas con mayor contenido de informacién y correccién de linea base
“offset”, este pardmetro tiene como beneficio compensar la linea base
cuando se distorsiona por el tamafo de particula. Los espectros se
corelacionardn con sus respectivas concentraciones mediante el algoritmo
PLS1. El nimero de factores utilizados para reconstruir los espectros fue de 6
para Trimetoprim y de 8 para Sulfametoxazol, La validacién  “Full Cross”
pemitié determinar la confiabilidad del modelo de calibracién, para
cuantificar las propiedades de las muestras problema.
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4.2 RESULTADOS DE CALIBRACION

Las figuras 4.1 y 4.2 muestran los resultados de calibracién para la
propiedad Trimetoprim y para la propiedad Sulfametoxazol, respectivamente,
En la grdfica Estimado contra Especificado para cada propiedad la
coordenada-x representa los valores infroducidos a la tabla de estdndares
cuando se construye el método y la coordenada-y representa los valores que
calcula el modelo, para cada estdndar. Estas graficas permiten observar |a

distribucidon de los estdndares, sobre ia curva de calibracién para cada

propiedad.
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Trimetoprim
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Intervalo de concentracién .......... = 1.6500-17.9500 %
Correlacién Mlltiple (R).............. = 0.9992

% de varianza (R* x100)............. = 99.8415%

Error Estandar de Estimacion (S.E.E). . .. = 0.1652

Error Estandar de Prediccion (S.E.P.). . .. = 0.2158

Figura 4.1: Resultados de calibracion para la propiedad Trimetoprim
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Curva de calibracion para la propiedad

Sulfametoxazol
Intervalo de concentraciéon ......... = 59.1016 - 97.3510 %
Correlaciéon Mdltiple  .......... = 0.9999
% de varianza (RZx100) .......... = 99.9866 %
Error Estdndar de Estimacion (S.EE)... = 0.1306
Error Estandar de Prediccion (S.EP) ... = 0.2965

Figura 4.2: Resultados de calibracién para Sulfametoxazol
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Los programas de regresion multiple calculan una serie de estadisticas
mediante las cuales es posible decidir que tan bien la calibracién ajusta a 10s

datos y que tan bien la calibracién puede predecir muestras problema.

El intervalo de concentraciones seleccionado para Trimetoprim fue de
1.6500 - 17.9500 % en peso y para Sulfametoxazol de 59.1016 - 97.3510 %

en peso.

El coeficiente de correlacién (R) para la propiedad Trimetoprim es de 0.9992
y para la propiedad Sulfametoxazol es de 0.9999, un coeficiente de
correlacién ideal debe ser cercanoc a 1.00. Los valores de R para este andlisis

indican que hay un buen gjuste de los datos a la curva de calibracién.

“% Variance”. El porcentaje de varianza, frecuentemente, se reporta como R?
x 100 y este resultado se interpreta como el porcentaje de las variaciones,

presentes en los datos, que explica el modelo matematico propuesto.

El coeficiente de determinacion multiple (R?), se expresa como una fraccién
de 1.0. 8i, R? = 1.00 indica que la ecuacion de calibracion explica el 100%
de las variaciones presentes en los datos. Un R? =0.50 indica que el 50% de
las variaciones presentes en los datos son explicadas por la ecuacién de

calibracién (modelo matemdtico) y 50% no es explicado.

Cuando se desarrolla una calibracion lo mas adecuado es tener valores de
R? cercanos 1.0. El coeficiente de determinacién multiple para la propiedad

Trimetoprim es 0.998415 y para la propiedad Sulfametoxazol es de 0.99986.
Cuanto mds cercano sea al 100 % el "% Variance” mejor serd la capacidad

del modelo de regresion miltiple para predecir las muestras problema. Para

la propiedad Trimetoprim, el 99.8415 % de las variaciones presentes en los

73




datos, han sido explicadas, y para la propiedad Sulfametoxazol el 99.9866 %
de las variaciones presentes en los datos, han sido explicadas por el modelo

de regresion propuesto.

El modelo de regresion multiple presenta dos tipos de erores para cada
propiedad: Error Estdndar de Estimacién. (S.E.E.) y Emor Estandar de Prediccion
(S.E.P.). Ambos errores, son distancias relativas que existen entre el valor
qjustado y el valor observado, lo ideal es que amboes errores sean cercanos

a cero.

Error estdndar de estimacién (S.E.E). Es la desviacion estdndar de los
residuales para muestras dentro de la curva de calibracion. El residual para
cada muestra es la diferencia entre los valores de propiedad especificados
y los valores de propiedad estimados. La estadistica S.E.E. es una estimacion
de la "mejor” exactitud que se puede obtener para el modelo matemdtico
generado. El Error Estandar de Estimacién para Trimetoprim es de 0.1652 % y

para Sulfametoxazol es de 0.1306%.

El error estandar de prediccion (S.E.P.). Es la desviacion estandar de los
residuales para muestras que se encuentran fuera de la curva de
calibracion. El residual para cada muestra es la diferencia entre los valores
de propiedad especificados y los valores de propiedad estimados de
dichas muestras. El Error Estandar de Prediccién para Trimetoprim es de
0.2158 % y para Suifametoxazol es de 0.2965 %.

En la siguiente grafica se muestran los errores asociados al modelo, la linea
de 45 grados representa una calibracion ideal. El error en la direccién-Y, es el
Error Estandar de Estimacién ((S.E.E.), el eror en la direccidon-X es el Error
Estandar de Prediccién (S.E.P.).
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Figura 4.3: Errores del modelo de calibracion

Una calibracion debe predecir bien las muestras problema; un buen modelo
debe describir adecuadamente las variaciones de cada propiedad (R} en

los est@ndares de calibracion y debe tener un pequefio error de prediccién.

4.3 RESULTADOS DE PREDICCION PARA LAS MUESTRAS
PROBLEMA

Se hizo la prediccién de tres muestras problema, cada una de las muestras se
analizé por triplicado. Los resultados se presentan en la tabla 4.3. En la primer
columna se indica el nimero de problema y los promedios para cada
columna, en la segunda y quinta columna se indican las concentraciones
obtenidas directamente de “software” Quant+, estas concentraciones se
expresan en porcentaje, es decir, en mg/100 mg, de la misma forma en que
se construyo la curva de calibracion. En la tercera y sexta columna se indican
las concentraciones en mgftab, considerando que la tableta tiene un peso
promedio de 605 mg, segun las especificaciones de laboratorios Carnot. En

la cuarta y séptima columna se indica la concentracion en  %/ftabletq,
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considerando que cada tableta tiene 80 mg de trimetoprim y 400 mg de

sulfametoxazol, segun las especificaciones de laboratorios Carnot.

En la tabla 4.4 se indican las concentraciones promedio para cada una de
las tres muestras problema, en mgftab y en %ftableta. Se realizé una
correccion a la concentracion, debide al peso promedio real de las tabletas.
La correccién es la siguiente:

Concentracién comegida = Conceniracién promedio  * _Peso especificado de la tab.
Peso promedio real de la tab.

Peso especificado de la tableta: Peso especificado en el marbete.

Paso promedio real de la tableta: Peso promedio de 20 tabletas.

La Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanes nos indica que las tabletas
de trimetoprim y sulfametoxazol deben contener no menos del 93.0 % y no
mds de 107.0 % de las cantidades de trimetoprim y sulfametoxdazol indicadas
en las especificaciones. En la séptima columna de la tabla 4.4, se indica la
concentracion comegida para las tres muestras en %ftableta, todas las
concentraciones se encuentran en el intervale establecido.

La tabla 4.5 muestra los resultados finales obtenidos por el método QUANT+,
los resultados obtenidos por el método de referencia (HPLC), obtenidos de los
certificados de calidad proporcionados por laboratorios Carnot para cada
una de las muestra problema y la diferencia entre las dos concentraciones.
Los resultados obtenidos tienen la siguiente caracteristicas: los valores de
concentraciéon estdn muy préximos a los valores de concentracidn obtenidos
por el método de referencia, la diferencia entre los dos valores es menor a
1.5 %, excepto para el problema nimero 3 de sulfametoxazol, que es
ligeramente mayor. En términos generales, se puede decir que los resultados
obtenidos el método Quant+ tienen concordancia con el método de

referencia.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

La espectroscopia de infrarrojo cercano fue de gran utilidad en el desarrollo
de este trabajo debido a que en esta regién las bandas presentan pequenos
coeficientes de absortividad en muestras concentradas, esta caracteristica
permitié realizar el andlisis sin necesidad de diluir la muestra en pastillas de
KBr o emulsiones de nujol. Adicionalmente, en la regién infrarrojo cercano se
establecieron con mayor facilidad las diferencias entre los componentes de

la formulacion.

Se uiilizd el accesorio esfera de integracién para obtener los espectros de las
muestras estdndar y de las muestras problema, debido a que disminuyé
variaciones espectrales causadas por el estado cristalino de las muestras,
midi®é detfalles espectrales muy pequenos y pemitic obtener espectros
reproducibles de muestras solidas; estas caractertisticas son muy importantes

en el andlisis cuanthativo,

En general se alcanzaron los objetivos propuestos para este trabajo de
investigacion, es decir, se desarrolld una metodologia analitica que en forma
directa cuantifica los farmacos simultdneamente, y presenta las siguiente

caracteristicas:

+ Minima preparacion de las muestras. La lectura de la muestra se hace

directamente, ésto permite obtener los espectros rdpidamente.
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No requiere una separacién previa de los componentes.

Andlisis no destructivo. Mantiene la integridad de la muestra; para uso en
el laboratorio la perdida de la muestra no es un factor critico, a no ser que
las muestras o patrones sean muy caros o insuficientes para la
reaiizaciéon de otros andlisis, sin embargo, el andlisis no destructivo se

e e - 1 reuTen TYGIUAE TITTENAOIES en IMhead
de produccién, puesto que se andlizan las muestran a medida que se

producen.

No tiliza disolventes. No es téxico, evita danos al medio ambiente y

disminuye los costos de operacién.

Rapidez de andlisis. Una vez que se establece la cdlibracién se puede
realizar el andlisis de varias especies en pocos minutos, el tiempo de
andlisis varia de 30 segundos a 1 minuto por muestra, dependiendo de la
computadora que se utilice. Lo que permite salvar gran cantidad de

tiempo en estudios rutinarios de mezclas.
Andlisis de varios componentes simultaneamente. Se pueden cuantificar
hasta 15 componentes a partir un sélo espectro, sin aislar bandas para

cada especie de interés.

El nUmero de estdndares que intervienen en la calibracién es de almenos

3 veces el nimero de especies que intervienen en el andlisis.

Una vez que se establece la calibracién, ésta puede operar por largos

periodos de tiempo sin posteriores ajustes, siempre que se mantenga la
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misma matriz. La calibracién se puede monitorear con muestras de

chequeo.

La metodologia analitica desarrollada en el presente trabajo parece estar
relativamente libre de errores, puesto que es un proceso sencillo. La muestra
se pulveriza y se mezcla, se llena una celda y posteriormente se lee el
resultado. Sin embargo, se identificaron algunos puntos que influyen en forma
importante en el andlisis, estos son: construccién de la curva de calibracion,
muestreo y tamano de particula; con los cuales se debe tener cuidado en el

desarrollo de trabagjos similares.

Constiuccidn de la curva de calibracion. Siempre que sea posible es
aconsejable emplear un disefio experimental cuando se colectan los
estdndares de calibracion, este punto es importante por dos motivos: el
primero es evitar la colinearidad ente las muestras de calibracién, es decir,
evitar que la concentracién de un componente varie en forma constante con
respecto a otro componente en el grupo de muestras de calibracién; y el
segundo, que los estdndares en la curva de calibracidon presente una
distribucién uniforme en todo el intervalo de calibracién seleccionado para
cada componente. Uno de los disefos experimentales mas dtiles y que es
recomendable aplicar en trabajos similares es el diseno experimental simplex
el cual permite variar sistemdticamente las concentraciones dentro del

intervalo establecido para cada componente, sin causar colinearidad.

Muestreo. El valor de la determinacion analitica depende de que tan
representativa es la muestra sometida al andlisis. Se debe seleccionar una
cantidad de muestra manejable, cuyas caracteristicas deben corresponder
tan cercanamente como sea posible a las caracteristicas de la muestra
problema. Aunque, estdn disponibles procedimientos de muestreo

internacionalmente reconocidos, en un andlisis practico a menudo se lleva
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cabo la seleccidén de muestras al azar. Es recomendable utilzar un
procedimiento de muestreo debido a que los errores originados cuando no
se utiliza pueden ser mucho mds grandes que aquellos originados del método
analitico en si mismo. Otro punto importante que esta relacionado con el
muestreo es, mezclar la muestra antes del andlisis. Esto es particularmente
importante en el caso de gue las materias primas causen estratificacién en la

muestra, esto da lugar a la lectura de una alicuota no representativa.

Tamano de particula. La muestra se debe pulverizar hasta un tamano de
particula uniforme. El efecto del tamaio de particula sobre los espectros
influye en la exactitud y precisién del andlisis. Pulverizar la muestra es esencial

para obtener buenos resultados.

Aunque ha habido un cambio gradual hacia el uso de la guimiometiia en
muchas de las dreas del andilisis instrumental, todavia existe la tendencia a
ver los méfodos quimiometricos con escepticismo. Esto, se debe a las
dificullades que se presentan al interpretar la literatura y al manejar los
paquetes de software que se utilizan en este campo. En el presente trabajo el
estudio y compresion del software represento muchas horas de investigacion y

prueba debido a la poca bibliografia existente sobre el tema.

El propésito de este trabajo de investigacion ha sido informar sobre el
potencial de la espectroscopia infrarmoja con métodos quimiometricos y su
aplicacién en la cuantificacion de materiales activos dentro de formas
dosificadas farmacéuticas, Adicionalmente, la espectroscopia de infrarrojo
con métodos quimiometricos presenta un gran potencial como una técnica
analitica il en varias facetas de fabricacién farmacéutica. Otras
aplicaciones potenciales son: estudios de estabilidad, uniformidad de
contenido, estudio de mezclas, andlisis en tiempo real, granulacion y secado,

imitacion del producto, velocidad de dilucion, formulaciones y uniformidad
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de contenido. Por otra parte, esta metodologia es aplicable a ofras drecas de

la quimica basica o industrial.

Son muchas las ventajas que presenta la espectroscopia infrarroja para
andlisis cuantitativo pero por si séla no puede resolver todos los problemas
analiticos, la espectroscopia infratroja no compite con ninguna ofra fécnica,
mds bien se complementan; el nimero de aplicaciones de la espectroscopia
infrarroja contfinua creciendo y serdn limitadas Unicamente por la imaginacion

del espectroscopista.
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