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1. INTRODUCCION

Hoy en dia, para tener éxito, es necesario ser competitivos y brindar servicios de
calidad, por lo cual se debe estar a la altura de cualquier reto y poder solucionarlo. Cuando
se tienen interés en medir un componente en una muestra, €s necesario contar con una
metodologia de medicion apropiada, por lo tanto la validacion de métodos analiticos es
parte fundamental en el desarrollo y andlisis de control de calidad de una forma
farmacéutica, ya que durante su analisis, en donde el quimico se da cuenta si el estudio, el
cual esta siendo evaluado sistematicamente, cumple con los propositos para los cuales fue
disefiado y reune atributos de identidad, pureza, concentracioén, potencia, inocuidad y

disponibilidad para cumplir con especificaciones oficiales establecidas.

En el presente trabajo se realiza un estudio de muestras de albendazol el cual en un
medio acuoso alcalino absorbe a una longitud de onda de 309 nm, entre los pardmetros
minimos generales que se realizan para el proceso de validacion del método analitico estan:
precision, linealidad y especificidad del sistema; exactitud, linealidad, estabilidad analitica
de la muestra, precision intermedia o tolerancia intermedia / analista del método. Cada
prueba debe cumplir con el criterio de aceptacion establecido, y posteriormente se aplicara

al analisis de productos farmacéuticos comerciales en presentacion tabletas.

OBJETIVOS:
e Disefiar y desarrollar una metodologia analitica basada en las propiedades
fisicas y quimicas del principio activo, utilizando espectroscopia UV.
e Validar el método analitico disefiado, para ser utilizado como indicador de la
calidad de un producto comercial.

e Analizar muestras farmacéuticas comerciales, en presentacion tabletas.



2. DEFINICIONES

Analito.- Componente especifico de una muestra, a medir en un analisis.

Especificaciones.- Descripcion del material, sustancia o producto, que incluye la definicion
de sus propiedades y caracteristicas, con las tolerancias de variacion de los parametros de

calidad.

Especificidad.- Capacidad de un método analitico para obtener una respuesta debida

unicamente al analito de interés y no a otros componentes de la muestra.

Exactitud.- Concordancia entre un valor obtenido empleando el método y el valor de la

referencia.

Estabilidad analitica de la muestra.- Propiedad de una muestra, preparada para su
cuantificacion, de conservar su integridad fisicoquimica y la concentracion del analito,

después de almacenarse durante un tiempo determinado bajo condiciones especificas.

Intervalo.- Concentraciones incluidas entre la concentracion superior e inferior del analito
(incluyendo éstas), para las cuales se ha demostrado que el método analitico es preciso,

exacto y lineal.

Linealidad.- Habilidad para asegurar que los resultados obtenidos directamente o por medio
de una transformaciéon matematica definida, son proporcionales a la concentracion del

analito, dentro de un intervalo determinado.



M¢étodo analitico.- Descripcion de la secuencia de actividades, recursos materiales y
pardmetros que se deben cumplir, para llevar acabo el anélisis de un componente especifico

de la muestra.

Muestra.- Porcion del material a evaluar.

Muestra analitica.- Porcion del material a evaluar de acuerdo al método analitico.

Muestra adicionada.- Porcion representativa del material a evaluar, a la que se le adicionan

cantidades conocidas del analito.

Parametros de desempefio.- Parametro especifico a estudiar en un protocolo de validacion.

Placebo analitico.- Muestra que contiene todos los componentes de un producto a

excepcion del analito.

Placebo adicionado.- Muestra de un placebo analitico al cual se le adiciona una cantidad

conocida del analito.

Precision.- Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales, cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra homogénea

del producto o de una referencia.

Precision intermedia.- Precision de un método analitico, expresada como la concordancia
relativa obtenida entre determinaciones independientes realizadas en un mismo laboratorio,

por diferentes analistas, en distintos dias.



Recobro.- Cantidad del analito determinada en el placebo adicionado o muestra adicionada,

empleando el método analitico.

Repetibilidad.- Precision de un método analitico, expresado como la concordancia obtenida
entre determinaciones independientes realizadas por un solo analista, usando los mismos

instrumentos y método.

Validacion del método analitico.- Proceso por el cual se demuestra, por estudios de
laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos para la aplicacion analitica

deseada.



3. SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

b,
by

Pendiente

Ordenada al origen

Farmacopea Britanica

Coeficiente de variacion o desviacion estandar relativa.
Coeficiente de variacion de regresion.

Diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicion de
almacenaje respecto de la media aritmética del analisis inicial.
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos

Gramos

Intervalo de confianza para la pendiente poblacional.

Intervalo de confianza para la ordenada al origen poblacional.
Intervalo de confianza para la media poblacional.

Miligramos.

Numero de mediciones o recobros o blancos o muestras o
determinaciones.

Norma Oficial Mexicana

Coeficiente de determinacion

Desviacion estandar.

Desviacion estandar de la ordenada al origen.

Desviacion estandar de la pendiente

Valor de la distribucion t de Student asociado a una confianza del
97.5% y a grados de libertad establecidos.

Farmacopea de los Estados Unidos de Norteamérica

Media aritméticade Y

Porciento o porcentaje.

Grados de libertad.
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4. ANTECEDENTES.

Historia. El descubrimiento, hecho por Brown y coloraboradores en 1961, sobre la
potente actividad que posee el Tiabendazol contra nematodos gastrointestinales fue el
punto de partida para obtener benzimidazoles como antihelminticos de amplio espectro
contra parasitos de importancia en la medicina veterinaria y humana. Entre los cientos
derivados probados, los de mayor utilidad terapéutica son aquellos que tienen
modificaciones en las posiciones 2 y 5 o en ambas, del anillo de benzimidazol; algunos
compuestos, tiabendazol, mebendazol y albendazol, han sido utilizados ampliamente en la

erradicacion de la helmintiasis humana. La estructura base de los benzimidazoles es:

N
\>7R
N

H

Los benzimidazoles mas importantes son:

S
e

Albendazol

Mebendazol



Tiabendazol

El Albendazol es un carbamato de benzimidazol que se ha utilizado a nivel mundial
para erradicar diversos helmintos. Este compuesto se ha vuelto el mas indicado en la

cisticercosis y también contra la hidatidosis quistica.

Accion antihelmintica. Los benzimidazoles, cuyos miembros mas conocidos son el
mebendazol y el albendazol, son antihelminticos de multiples usos, sobre todo contra
nematodos gastrointestinales, si bien su accion medicamentosa no depende de la
concentracion que alcanza a nivel sistémico. Uno u otros productos son altamente eficaces
en ascaridiasis, capilariasis intestinal, enterobiasis, tricuriasis y anquilostomiasis

(Ancylostoma duodenale y Necator americanus), ya sea en infecciones Uinicas o mixtas.

Los medicamentos en cuestion muestran actividad contra las fases larvarias y adultas
de los nematodos que ocasionan dichas infecciones y destruyen los huevos de Ascaris y

Tricuris.

Los benzimidazoles ocasionan muchos cambios bioquimicos en nematodos sensibles,
por ejemplo, inhibiciéon de la fumarato reductasa de mitocondrias, disminucion del
transporte de glucosa y desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa. No obstante, existen
pruebas de que la accion primaria de ellos entrafia la inhibicion de la polimerizacién de
microtubulos al unirse a B-tubulina. La toxicidad selectiva de dichos compuestos depende
de que la union especifica y muy avida con la B-tubulina del parasito se produce con
concentraciones mucho menores de las que se necesitan para unirse a proteinas de

mamiferos.



Absorcion, distribucion y eliminacion. Los benzimidazoles poseen hidrosolubilidad
limitada y, por consecuencia, pequefias diferencias en la solubilidad tienden a ocasionar un
efecto mayor en la absorcion. La absorcion del albendazol es variable e irregular después
de ingerido, aunque su absorcion puede mejorar si se consume con alimentos grasos.
Después de administrar una dosis de 400 mg de albendazol, no se detecta el compuesto en
el plasma por que es metabolizado con rapidez en higado, hasta la forma de sulféxido de
albendazol dicho metabolito genera potente actividad antihelmintica alcanzando
concentraciones plasmaticas maximas de unos 300 ng / mL, pero con amplias variaciones
entre una persona y otra. El sulfoxido de albendazol se liga aproximadamente en una
proporcion de 70% a proteinas plasmaticas y su vida media en plasma es de ocho a nueve
horas. Se distribuye adecuadamente en diferentes tejidos, incluido los quistes hidatidicos,
donde alcanza una concentracion de 20%, aproximadamente de la que existe en plasma. La
formacion del sulfoxido de albendazol es catalizada mas bien por la flavina
monooxigenasa microsémica y, en menor magnitud, por algunas formas del citocromo
P450. Parte del sulfoxido es oxidado todavia mas hasta generar el metabolito sulfota que es

farmacologicamente inactivo. Los metabolitos se excretan principalmente por la orina.

A semejanza del mebendazol, el albendazol ocasiona pocos efectos adversos si se
utiliza por corto tiempo contra la helmintiasis gastrointestinal, incluso en personas con
enorme cantidad de vermes. En ocasiones, hay dolor abdominal, diarrea, nausea, mareos y
cefalea transitorios; el medicamento suele ser tolerado de manera adecuada por casi todos

los enfermos, aun usandolo durante largo tiempo. ®
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Albendazol

\ NH CH;
N % /
(0]
H
(0]

C2HsN3O,S  Masa molecular = 265.34 g/mol
N- [ 5 -(Propiltio)-1H — benzimidazol-2- il ] carbamato de metilo
Descripcion: Polvo de color blanco a amarillo claro.

Solubilidad: Soluble en acidos y bases fuertes; soluble en acido acético glacial; insoluble en
agua.

Punto de fusién: 208° C a210° C

Absorcion en la zona del ultravioleta:

e Disoluciones acuosas acidas 292 nm

e Disoluciones acuosas alcalinas 309 nm

11



Estearato de magnesio

Sinénimos. Magnesio octadecanoato; sal de dcido estearico de magnesio.

Formula. C3sH70MgO4

Masa molecular. 591.27 g/mol

Funcion: En tabletas y capsulas lubricante

El estearato de magnesio es ampliamente usado en cosméticos, alimentos y formulaciones
farmacéuticas. Es principalmente usado como un lubricante en la manufactura de capsulas

y tabletas en concentraciones de 0.25-5.0 %. ®

Didxido de silicio coloidal

Sinénimos. Aerosil

Formula. SiO,

Masa molecular. 60.08 g/mol

Funcion: Adsorbente, desintegrante en tabletas; agente que aumenta viscosidad.

El tamafio de particula pequefio le da caracteristicas de flujo deseables que se explotan

para mejorar las propiedades de flujo de polvos secos en varios procesos. ®

Ludipress

Sinénimos. Lactosa y polivinilpirrolidona

Funcion: En tabletas lubricante

Funcion: Compuesto en 96.5 % lactosa y 3.5 % polivinilpirrolidona, es un nuevo excipiente

utilizado en compresion directa, presenta propiedades de compresion y flujo excelente. ©)
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INSTRUMENTACION.

La espectroscopia de absorcion molecular se basa en la medida de la transmitancia T
o de la absorbancia A, de disoluciones que se encuentran en cubetas transparentes que
tienen un camino 6ptico de b cm. Normalmente la concentracion ¢ de un analito absorbente
estd relacionada linealmente con la absorbancia como se representa en la ecuacion

siguiente:
P
A= —logTzlog?" =¢bc

Todas las variables de esta ecuacion se definen en la siguiente tabla 1. Esta ecuacion

es una representacion matematica de la ley de Lambert-Beer.

Término y simbolo Definicion

Potencia radiante P, Py Energia (en ergios) de la
radiacion que incide y que emerge en el
detector, por cm? y por segundo.

Absorbancia A log = p?o

Transmitancia T —

0
o
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Término y simbolo' Definicion

Camino oOptico de —
la radiacion % b

Absortividad * a A
be-

A

Absortividad molar > ¢ bc

1 Terminologia recomendada por la American Chemical Society (Anal. Chem., 1990, 62, 91).

2 ¢ puede expresarse en g/L o en otras unidades de concentracidon; b puede expresarse en cm o en otras
unidades de longitud.

3 ¢ se expresa en mol/L; b se expresa en cm.

El cientifico interesado en medidas de absorcion en las regiones ultravioleta, visible e
infrarrojo cercano no dispone de algunos modelos de instrumentos para elegir. Algunos son
sencillos y econdémicos (unos cientos de dolares); otros son equipos complejos,
informatizados cuyo precio asciende y supera los 30.000 ddlares. Para muchas aplicaciones,
los instrumentos mas sencillos proporcionan informacion tan rapida y satisfactoria como la
obtenida por los equipos mas sofisticados. Por otra parte, los instrumentos mas complejos
se han desarrollado para realizar tareas dificiles, que requieren mucho tiempo, o imposibles

de realizar con los mas sencillos. ¥

COMPONENTES DE LOS INSTRUMENTOS

Los instrumentos para medir la absorcion de radiacion ultravioleta, visible y en el
infrarrojo cercano estdn compuestos por uno o mas de los siguientes componentes: fuentes
de radiacion, selectores de longitud de onda, recipientes para la muestra, detectores de

radiacion y procesadores de sefial y dispositivos de lectura.
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FUENTES

Cuando se trata de medidas de absorcion molecular es necesario disponer de una
fuente continua cuya potencia no cambie bruscamente en un intervalo considerable de

longitudes de onda.

Lamparas de deuterio e hidrogeno. La excitacion eléctrica del deuterio o hidrogeno a
baja presion produce un espectro continuo requiere la formacidn inicial de una especie
molecular excitada seguida de la disociacion de la molécula excitada para dar dos especies

atomicas mas un foton ultravioleta. Las reacciones para el deuterio son

* B

D, + E — D, —> D" + D + hv

Donde E. es la energia eléctrica absorbida por la molécula de deuterio excitada.

Las lamparas mas modernas de este tipo contienen deuterio y son de bajo voltaje, en
ellas se forma un arco entre un filamento caliente recubierto de 6xido y un electrodo
metalico. El filamento caliente suministra electrones para mantener una corriente continua
cuando se aplica un potencial de aproximadamente 40 V; para intensidades constantes es

necesario una fuente de alimentacion estabilizada.

Una caracteristica importante de las lamparas de deuterio e hidrogeno es la forma de la
apertura entre los dos electrodos, que reduce la descarga a una trayectoria estrecha. Como
consecuencia, se produce una esfera de radiacion intensa de aproximadamente 1 a 1,5 mm
de didmetro. El deuterio da una esfera algo mas grande e intensa que el hidrogeno, lo que

justifica el extendido uso de aquél.
Ambas lamparas de deuterio e hidrégeno producen un espectro continuo util para la

region comprendida entre 160 y 375 nm. A longitudes de onda mas largas (>400 nm), las

lamparas producen lineas de emision que se superponen sobre el espectro continuo.

15



Las lamparas de deuterio e hidrogeno deben presentar celdas de cuarzo ya que el

vidrio absorbe fuertemente a longitudes de onda menores de aproximadamente 350 nm.

RECIPIENTES PARA LA MUESTRA

Al igual que los demads elementos Opticos de un instrumento de absorcion, las celdas o
cubetas, que contienen a la muestra y al disolvente deben construirse de un material que
deje pasar la radiaciéon de la region espectral de interés. Para trabajar en la region
ultravioleta (por debajo de los 350 nm) se requiere de cuarzo o silice fundida; cualquiera
de estas dos sustancias son transparentes en la region UV y en la region del infrarrojo, hasta
aproximadamente 3 pum. Los vidrios silicatados pueden emplearse en la region entre 350 y

2.000 nm. En la region visible también se pueden utilizar los recipientes de plastico.

Las mejores cubetas tienen ventanas perfectamente perpendiculares a la direccion del
haz para minimizar las perdidas por reflexion. La longitud de la cubeta mas comun para los
estudios en las regiones ultravioleta y visible es de 1 cm; varias casas comerciales
suministran cubetas de este tamafio, contrastadas y calibradas. También se pueden adquirir
cubetas de otros espesores, desde 0,1 cm (o més estrechas) hasta de 10 cm. Y también es
posible disponer de espaciadores transparentes para acortar el camino Optico de las cubetas

de 1 cm y convertirlo en 0,1 cm.

La calidad de las medidas de absorbancia depende de forma critica del uso y
mantenimiento que se haga de las cubetas contrastadas. Las huellas dactilares, la grasa u
tras sefales sobre las paredes de las cubetas alteran notablemente las caracteristicas de
transmision. Por ello, es indispensable una limpieza completa antes y después de su uso; la
superficie de las ventanas no debe tocarse durante su manipulacion. Las cubetas
contrastadas nunca deben secarse mediante la accion del calor, en un horno o sobre una
llama este tratamiento puede causar dafos fisicos o cambios en el camino Optico. Las

cubetas deberian calibrarse regularmente entre si con una disolucidén absorbente. @

16



DISOLVENTES

La eleccion del disolvente usado en espectroscopia ultravioleta es muy importante. El
primer criterio para un buen disolvente es que no debe absorber radiaciéon ultravioleta en la
misma region de la sustancia cuyo espectro esta siendo determinado. Normalmente
disolventes que no contienen sistemas conjugados son muy convenientes para este
propésito, aunque ellos varian acerca de la longitud de onda mas corta a la que ellos
permanecen transparentes a la radiacion ultravioleta. Algunos disolventes comunes en

espectroscopia ultravioleta se encuentran en la siguiente tabla:

Disolvente A nm
Acetonitrilo 190
Cloroformo 240
Ciclohexano 195
1,4- Dioxano 215
95% Etanol 205
n-Hexano 201
Metanol 205
Isooctano 195
Agua 190
Trimetil fosfato 210

Cada uno de ellos es transparente en las regiones del espectro ultravioleta donde es

probable que las crestas de absorcion interesantes de las moléculas del soluto ocurran.

17



CLASIFICACION DE METODOS ANALITICOS

Un método analitico se define como la descripcion de la secuencia de actividades,
recursos materiales y parametros que se deben cumplir, para llevar a cabo el andlisis de un
componente especifico de la muestra. Un analito se define como un componente especifico
en una muestra a medir en un analisis; por lo que un método analitico mide un componente
especifico en una muestra y como todo proceso de medicion, este debe ser confiable para
ser utilizado con un proposito definido. La validaciéon de métodos analiticos es el proceso
por el cual se demuestra, por estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface
los requisitos para la aplicacion analitica deseada; es decir cumple con su proposito.

Esta actividad puede ser justificada por los siguientes aspectos:

e Moral y ética.

e Aseguramiento de calidad.
e Econdmica.

e Regulatoria.

e Seguridad.

Los métodos se clasifican bajo los siguientes criterios:

1). En funcién de su estado regulatorio:

e Métodos farmacopeicos. Todos aquellos métodos que aparecen en cualquier

farmacopea (FEUM, USP, BP, Europea, etc.).

e Métodos no farmacopeicos. Aquellos métodos no compendiados en una farmacopea.
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2). En funcién de su aplicacion (NOM-059-SSA1 NOM-073-SSA1):

e Métodos para producto a granel.
e Métodos para producto terminado.
e Métodos para materia prima.

e M¢étodos indicadores de estabilidad.

3). En funcidn de la respuesta analitica en:

e M¢todos fisicoquimicos. Cuando la respuesta es de caracter fisico (absorcion de luz,
emision de luz, voltaje, etc.) o quimico (consumo de iones —OH, consumo de un
acomplejante, etc.).

e M¢étodos biologicos. Cuando la respuesta es de caracter biologico (crecimiento de un

microorganismo, proteccion, muerte, etc.).

4). En funcion de su propdsito analitico en:

e M¢étodos para cuantificar el analito (contenido o potencia).
e M¢étodos para establecer la presencia del analito a un limite.

e M¢todos para identificar el analito.

Esta ultima es la que se utiliza para establecer los pardmetros de desempefio a estudiar

en la validacién del método analitico.
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PARAMETROS DE DESEMPENO

En funcién de la aplicacion analitica de un método, la siguiente tabla indica los

parametros de desempefio a estudiar.

Parametros de desempefio CONTENIDO/ POTENCIA/
VALORACION
Precision / adecuabilidad del sistema SI
Linealidad del sistema SI
Especificidad” sr*
Exactitud y repetibilidad SI
Linealidad del método SI
Precision del método o precision intermedia’ SI
Estabilidad analitica de la muestra’ 1
Limite de deteccion NO
Limite de cuantificacion NO
Robustez 1
Tolerancia 1
1. Puede ser requerido dependiendo de la naturaleza del método
2. La falta de especificidad de un método analitico, puede ser compensada por otra

alternativa analitica de soporte, como por ejemplo cromatografia de capa fina.

También es definido como un estudio de tolerancia.

4. Un método que es exacto y lineal, por definicidn es especifico al placebo analitico o
a los otros componentes de la muestra.

(98]
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e PRECISION DEL SISTEMA.

Metodologia.- preparar por lo menos un sextuplicado de disoluciones a la concentracion
del analito que represente la concentraciéon de la disolucién de referencia utilizada, o en
ciertos casos, la concentracion que representa el 100 % de la muestra procesada para su
medicion, preparadas por dilucion o por pesadas independientes. Medir la respuesta

analitica bajo las mismas condiciones.

Calcular S y CV de la respuesta analitica.

Criterios de aceptacion:
CV< 1.5% para métodos fisicos - quimicos

Valores superiores deben ser justificados.

Cualquier otro criterio de aceptacion, debe ser justificado. "

e LINEALIDAD DEL SISTEMA.

Metodologia.- Preparar por lo menos por triplicado, 5 niveles de concentracion de la
disolucion de referencia ya sea por dilucion, a partir de una misma disolucidon concentrada,
o por pesadas independientes, cuando no sea posible prepararlas por dilucion. La
concentracion central debe ser igual a la que se prepara la disolucion de referencia en el
método o en ciertos casos, la concentracion que representa el 100% en la muestra procesada
para su medicion. El intervalo debe incluir la especificacion para el caso de aquellos
métodos utilizados para contenido / potencia / valoracion. Medir la respuesta analitica bajo
las mismas condiciones de medicion, reportar la relacidn concentracién vs respuesta
analitica. Calcular el valor de la pendiente b;, la ordenada al origen by, el coeficiente de
determinacion r* y el intervalo de confianza para la pendiente IC(J3).

El intervalo esta en funcion del proposito del método y por lo general se expresa en %
de la concentracion de la disolucion de referencia o en funcidn del contenido del analito en

la muestra procesada para su medicion.
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Para contenido / potencia / valoracion se sugiere un minimo de £ 20%.
Criterios de aceptacion
r’ >0.98

IC (B;), no debe incluir cero.

Cualquier otro criterio de aceptacion debe ser justificado.

e ESPECIFICIDAD.

Metodologia.- Partiendo de la experiencia en el andlisis de la muestra, se deben
establecer las posibles sustancias interferentes, y adicionar cantidades conocidas de éstas,
solas o combinadas, a la muestra y evaluar su respuesta al método, bajo las mismas

condiciones de analisis.

Para métodos de contenido / potencia / valoracion. Se debe analizar placebos del
producto, como lo indica el método, muestras de producto, y cuando proceda: sustancias
relacionadas, precursores, homologos y una mezcla del producto con ellos o cualquiera de
ellos.

Criterios de aceptacion:

La respuesta del método unicamente debe ser debida al analito. M

e EXACTITUD Y REPETIBILIDAD DEL METODO

Metodologia.- Se conocen los componentes de la muestra y es posible preparar un

placebo analitico.
Un analista debe preparar el placebo analitico con el tipo de componentes que

generalmente estan presentes en la muestra. A la cantidad de placebo analitico equivalente

a una muestra analitica por sextuplicado, adicionarle la cantidad de analito, puede ser una
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sustancia de referencia secundaria, correspondiente al 100% de éste en la muestra. Los
placebos adicionados deben ser analizados por un mismo analista bajo las mismas
condiciones, utilizando como referencia, la sustancia empleada en la adicion al placebo

analitico. Determinar la cantidad recuperada del analito.

Criterio de Aceptacion:

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

incluya en el intervalo: 97 — 103 % si el método es quimico o espectrofotométrico.

El CV del porcentaje de recobro, no mayor de 3% si es quimico o espectrofotométrico.

Cualquier otro criterio de aceptacion, debe ser justificado. "

e LINEALIDAD DEL METODO.

Metodologia.- Se conocen los componentes de la muestra y es posible preparar un

placebo analitico.

Un analista debe preparar el placebo analitico con el tipo de componentes que
generalmente estan presentes en la muestra. A la cantidad de placebo analitico equivalente
a una muestra analitica por triplicado, adicionarle la cantidad de analito que puede ser una
sustancia de referencia secundaria, correspondiente al 100% de este en la muestra.
Seleccionar al menos dos niveles, superior e inferior de la cantidad del analito, intervalo y
preparar el placebo adicionado al menos por triplicado a cada nivel, manteniendo constante
la cantidad de placebo analitico en los tres niveles. Los placebos adicionados deben ser
analizados por un mismo analista bajo las mismas condiciones, utilizando como referencia,
la sustancia empleada en la adicion al placebo analitico. Determinar la cantidad recuperada

del analito.
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Proposito Especificacion Intervalo minimo

Contenido / potencia / valoraciéon | Limite inferior (L;) Li—10% aLls+ 10%
Limite superior (L)

Ejemplo

Valoracion | 90 %- 110% | 80 % a 120 %
Por lo tanto los niveles podrian ser 80%, 100 % y 120 %

Reportar la cantidad adicionada en funcion de la cantidad recuperada. Utilizando el
método de estimacion por minimos cuadrados, calcular el valor de la pendiente b;, la
ordenada en el origen by, el coeficiente de determinacion rz, el intervalo de confianza para
la pendiente IC(P;), el intervalo de confianza para la ordenada al origen IC(By) y el

coeficiente de variacion de regresion CV .

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

de variacion CV y el intervalo de confianza para la media poblacional IC(p) del porcentaje

de recobro.

Criterios de Aceptacion:

Cantidad adicionada en funcién de la cantidad recuperada:
> 0.98
El IC (B;) debe incluir la unidad.
El IC (By ) debe incluir el cero.

El CVy del porcentaje de recobro, no mayor de 3 % para métodos espectrofotométricos
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Porcentaje de recobro:

El IC(n) debe incluir el 100% o que el promedio aritmético del % de recobro se
incluya en el intervalo 97 — 103 %, si el método es espectrofotométrico.

El CV del porcentaje de recobro, no mayor de 3 % para métodos espectrofotométricos.

e PRECISION DEL METODO, PRECISION INTERDIA O TOLERANCIA
INTERDIA / ANALISTA.

Metodologia.- analizar por triplicado una muestra homogénea del producto que tenga
un nivel cercano o igual al 100 % en el caso de contenido/ potencia/ valoracién o una
muestra homogénea cuyo contenido este incluido en el intervalo lineal de concentracion de
linealidad de método, para el caso de impurezas, en dos dias diferentes y por dos analistas
diferentes. Utilizar de preferencia la misma sustancia de referencia y los mismos
instrumentos y / o equipos. Reportar el contenido / potencia / valoracién del analito de

todas las muestras.

Calcular la media aritmética y , desviacion estandar S y coeficiente de variacion CV

del contenido / potencia / valoracién, empleando todos los resultados obtenidos.

Criterios de Aceptacion:

CV < 3 % para métodos quimicos o espectrofotométricos.
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e ESTABILIDAD ANALITICA DE LA MUESTRA

Metodologia.- el analista debe establecer la etapa de andlisis en la cual se desea
evaluar la estabilidad, ademas de determinar si en dicha etapa es posible fraccionar,

muestras dependientes, o no, muestras independientes y las condiciones de almacenaje.

Para determinar la estabilidad analitica para muestras dependientes, el analista debe
procesar hasta la etapa preestablecida por lo menos por triplicado una muestra homogénea.
Fraccionar cada una de las preparaciones de acuerdo a las condiciones de almacenaje de
interés. Terminar el analisis de una de las fracciones de cada preparacién, contenido /
potencia / valoracidn inicial. Proseguir el andlisis de cada una de las fracciones al termino
de cada condiciéon de almacenaje, utilizando una disolucién de referencia recientemente
preparada, si el método contempla una disolucion de referencia. Reportar el contenido /
potencia / valoracion, de cada fraccion.

Para determinar la estabilidad analitica para muestras independientes, a partir de una
muestra homogénea, el analista debe analizar por triplicado el contenido / potencia /
valoracion inicial. Simultaneamente y de la misma muestra, procesar el nimero de muestras
necesarias para cada condicion de almacenaje hasta la etapa preestablecida al menos por
triplicado. Proseguir el andlisis de cada una de las preparaciones al término de cada
condicion de almacenaje, utilizando una disolucion de referencia recientemente preparada,
si el método contempla el uso de una disolucion de referencia. Reportar el contenido /
potencia / valoracion de cada preparacion.

Calcular la media aritmética del analisis inicial y,, y de cada condicién de
almacenaje y, . Calcular la diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicion de

almacenaje respecto del andlisis inicial

d;

Criterios de Aceptacion:

\di‘ <3% para métodos espectrofotométricos.

Cualquier otro criterio de aceptacion, debe ser justificado. "
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PARTE EXPERIMENTAL
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5. DETERMINACIONES, METODOLOGIA Y CRITERIOS DE ACEPTACION

Material

e Matraces volumétricos de 10 mL
e Matraces volumétricos de 100 mL
e Micro pipeta 1000 uL

e Bureta

e (eldas de cuarzo de 1 cm de paso Optico
e Puntas para micro pipeta

e Espatula

e Naves de vidrio para pesar

e Piseta

e Baflo maria

e Refrigerador 4°C

e Marco de pesas

e TermoOmetro

Equipo

e Balanza analitica

e Espectrofotometro UV/ Visible

Reactivos
e Albendazol 99.8%
e NaOHO.IN
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e DIAGRAMA DE FLUJO DE LA ESPECIFICIDAD DEL ANALITO:

Pesar aproximadamente con exactitud 40 mg de albendazol sustancia de
referencia, previamente secada durante 4 horas a 105°C, transferir la cantidad
pesada a un matraz volumétrico de 100 mL y mezclar con 60 mL de NaOH 0.1 N,
en bafio maria hasta disolucion total

U

Enfriar a temperatura ambiente, llevar a volumen con NaOH 0.1 N y homogenizar,
concentracion de 400 pg/mL. Transferir una alicuota de 400 uL a un matraz
volumétrico de 10 mL, llevar a volumen con NaOH 0.1 N, concentracion

l6pg/mL
iy

Filtrar y realizar un barrido de la disolucién, desde longitudes de onda de 250 a
350 nm

e DIAGRAMA DE FLUJO DE LA ESPECIFICIDAD DE PLACEBO
ADICIONADO

Preparar 100 mL de disolucion estandar de placebo adicionado de 400 pug / mL en

NaOH 0.1N
U

Transferir a un matraz volumétrico de 100 mL :
e Aecrosil 3.2 mg
e Estearato de magnesio 1.6 mg
e Ludipres 37.6 mg
e Analito albendazol referencia 40 mg

0

Disolver a bano maria en 60 mL de disolucion de NaOH 0.1 N, dejar enfriar y

aforar con la misma disolucién

Transferir una alicuota de 400 puL a un matraz volumétrico de 10 mL y llevar a
volumen con NaOH 0.1 N, concentracion 16pg/mL

U

Filtrar y realizar un barrido de la disolucion, desde longitudes de onda de 250 a
350 nm

29



DIAGRAMA DE FLUJO DE LA PRECISION DEL SISTEMA

Preparacion de la disolucion estdndar: pesar aproximadamente con
exactitud 20 mg de albendazol sustancia de referencia, previamente
secada durante 4 horas a 105° C

g

Transferir la cantidad pesada a un matraz volumétrico de 100 mL

g

Mezclar con 60 mL de NaOH 0.1 N, en bafio maria hasta disolucion

total
11

Enfriar a temperatura ambiente, llevar a volumen con NaOH 0.IN y
homogenizar, concentracion de 200 pg / mL

)

De la disolucion anterior transferir una alicuota de 510 uLL a un matraz
volumétrico de 10 mL y llevar a volumen con NaOH 0.1N y
homogenizar, la concentracion de la disolucion es 10.2 pg / mL

g

Preparar por sextuplicado la disolucion anterior filtrar y medir su
absorbancia a longitud de onda de 309 nm
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e DIAGRAMA DE FLUJO DE LA LINEALIDAD DEL SISTEMA

Preparacion de disolucion estandar de 200 pg / mL como se realizé en
precision del sistema

3y

Preparar 5 niveles de concentracion tomando alicuotas de la disolucion
estandar y transferir a matraces volumétricos de 10 mL y llevarlos a
volumen de NaOH 0.1 N, filtrar.

U

Concentracion Alicuota de la concentracién de 200 Aforo a
pg / mL pg / mL

3.4 170 pL 10 mL

6.8 340 uL 10 mL

10.2 510 pL 10 mL

13.6 680 uL 10 mL

17.0 850 uL 10 mL

U

longitud de onda de 309 nm

Preparar por triplicado cada nivel de concentracion y leer a una
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e DIAGRAMA DE FLUJO PARA EXACTITUD Y REPETIBILIDAD DEL

METODO

Preparar 100 mL de disolucion estandar de placebo adicionado de 200 pg / mL
en NaOH 0.1N

0

Transferir a un matraz volumétrico de 100 mL
e Acrosil 1.6 mg

Estearato de magnesio 1.0 mg

Ludieres 18.8 mg

Analito (albendazol referencia) 20 mg

1

Disolver a baiio maria, en 60 mL de disoluciéon de NaOH 0.1 N, dejar enfriar a
temperatura ambiente y aforar con la misma disolucién, homogenizar

1l

Transferir una alicuota de 510 pL a un matraz volumétrico de 10 mL y llevar a
volumen con NaOH 0.1N y homogenizar perfectamente, la concentracion es de
10.2 pg / mL

g

Preparar por sextuplicado la disolucion anterior, filtrar y medir su absorbancia a
una longitud de onda de 309 nm

NOTA: Preparar estandar para determinar % de recobro
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DIAGRAMA DE FLUJO DE LINEALIDAD DEL METODO

Preparar 100 mL de disolucién de placebo adicionado de cada nivel en NaOH

0.IN
g

Transferir analito equivalente a cada nivel y excipientes, los cuales permanecen
constantes, a un matraz volumétrico de 100 mL:

e Aecrosil 1.6 mg

e Estearato de magnesio 1.0 mg

e Ludieres 18.8 mg

e Analito (albendazol referencia) la requerida para cada nivel

U

Disolver a bafio maria, en 60 mL de disolucion de NaOH 0.1 N, dejar enfriar a
temperatura ambiente y aforar con la misma disolucion, homogenizar

gl

Preparar 5 niveles de concentracion, tomar alicuotas de la disolucion estandar y
transferir a matraces volumétricos de 10 mL, llevarlos a volumen con NaOH
0.1 N, homogenizar

U

NIVEL Analito Aforo Alicuota Aforo
% Adicionado mL pL mL
60 12 mg 100 306 10
80 16 mg 100 408 10
100 20 mg 100 510 10
120 24 mg 100 612 10
140 28 mg 100 663 10

U

Preparar por triplicado cada nivel de concentracion por pesadas independientes,
filtrar y leer a una longitud de onda de 309 nm

NOTA: Preparar estandar para determinar % de recobro

———

33



e DIAGRAMA DE FLUJO DE PRECISION DEL METODO, PRECISION
INTERDIA O TOLERANCIA INTERDIA / ANALISTA

Preparar 100 mL de disolucion estandar de placebo adicionado de 200 pg / mL
en NaOH 0.1IN

.y

Transferir a un matraz volumétrico de 100 mL :
e Aecrosil 1.6 mg
e Estearato de magnesio 1.0 mg
e Ludipres 18.8 mg

Analito (albendazol referencia) 20 mg

4

Disolver a bafio maria, en 60 mL de disolucién de NaOH 0.1 N, dejar enfriar a
temperatura ambiente y aforar con la misma disolucién, homogenizar

)

Transferir una alicuota de 510 pL a un matraz volumétrico de 10 mL y aforar a
con NaOH 0.1N, homogenizar, concentracion obtenida de 10.2 pg / mL

I

Preparar por triplicado la disolucion anterior, partiendo de la misma disolucion
estandar, filtrar y medir su absorbancia a la longitud de onda de 309 nm

4

Analizar por dos analistas diferentes y en dos dias diferentes

NOTA: Cada analista debe realizar pesadas independientes
por dia tanto para la muestra como para el estandar.
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PREPARACION DE LA DISOLUCION ESTANDAR

Preparacion de disolucion estandar: pesar aproximadamente con exactitud, 20
mg de albendazol sustancia de referencia, previamente secada durante 4 horas
a105°C

gt

Transferir la cantidad pesada a un matraz volumétrico de 100 mL

4

Disolver a bafio maria, en 60 mL de disolucién de NaOH 0.1 N, dejar enfriar a
temperatura ambiente y aforar en la misma disolucion, homogenizar,
concentracion 200 pg /mL

g

Transferir una alicuota de 510 pL a un matraz volumétrico de 10 mL y llevar
al aforo con NaOH 0.1N, homogenizar, la concentracion es de 10.2 pg /mL

g

Filtrar y medir su absorbancia a una longitud de onda de 309 nm

NOTA: De esta forma se debe preparar el estandar en cualquier parametro que
lo requiera, antes de realizar lecturas se debe ajustar a cero de absorbancia con
blanco de NaOH 0.1 M
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DIAGRAMA DE FLUJO ESTABILIDAD ANALITICA DE LA MUESTRA

Preparar 100 mL de disolucion estandar de placebo adicionado cuya
concentracion sea de 200 ug / mL en NaOH 0.1N

Il

Transferir a un matraz volumétrico de 100 mL :
e Aerosil 1.6 mg
e Estearato de magnesio 1.0 mg

Ludipres 18.8 mg

Analito (albendazol referencia) 20 mg

I

Disolver a bafio maria, en 60 mL de disolucion de NaOH 0.1 N, dejar enfriar
a temperatura ambiente y aforar con la misma disolucidén, homogenizar

U

Transferir una alicuota de 12.8 mL a un matraz volumétrico de 250 mL y
llevar al aforo con disolucion de NaOH 0.IN y homogenizar, la
concentracion obtenida es de 10.2 pg / mL

1

Fraccionar la disolucion anterior de acuerdo a las condiciones de interés:

e Luz blanca y temperatura ambiente
e Oscuridad y temperatura ambiente
e Temperatura 40° C

e Temperatura 4° C

I

Preparar por triplicado la disolucion anterior, partiendo de otra disolucién
estandar, filtrar y medir su absorbancia a una longitud de onda de 309 nm,
por cada dia de la muestra

NOTA: Preparar disoluciones estandar por cada dia del
analisis para determinar % de recobro
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RESULTADOS
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6. RESULTADOS

TABLA 1. Precision del sistema.

Concentracion de analito que representa el 100% equivalente a 10.2 pg/mL

Disolucion Absorbancia a A 309 nm y
1 0.5157
2 0.5229
3 0.5157
4 0.5229
5 0.5229
6 0.5229
n 6
y 0.5205
S 0.003707
% CV 0.7
El CV no excede el 1.5%
TABLA 2. Linealidad del sistema.
X Concentraciéon | Y Absorbancia
Disolucion png/ mL a A 309 nm
1 34 0.1561
2 34 0.1549
3 3.4 0.1549
4 6.8 0.3546
5 6.8 0.3468
6 6.8 0.3635
7 10.2 0.5200
8 10.2 0.5129
9 10.2 0.5258
10 13.6 0.6778
11 13.6 0.6576
12 13.6 0.6676
13 17 0.8386
14 17 0.8239
15 17 0.8327
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TABLA 3. Promedios de absorbancia para cada nivel de concentracion, en base a los

datos de la tabla 2.

X pg/mL Y Promedio
3.4 0.1553
6.8 0.3550
10.2 0.5195
13.6 0.6676
17.0 0.8317

Grafico 1. Absorbancia obtenida en los cinco niveles de concentracion, para evaluar

linealidad del sistema.

Intervalo de confianza para la pendiente
IC(B;)=0.049£(2.160 * 0.0100 )= 0.0706, 0.0274
S yx=3.4740
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Absorbancia en funcion de la concentracion
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TABLA 4. Especificidad

Absorbancia
A nm Analito Placebo adicionado
250 0.7959 0.7696
260 0.4685 0.4815
270 0.3979 0.4437
280 0.3098 0.3279
290 0.4318 0.4949
300 0.7212 0.7447
310 0.7959 0.7696
320 0.3979 0.3768
330 0.1192 0.1135
340 0.0000 0.0506
350 0.0000 0.0410

Grafico 2. Absorbancia del analito y placebo adicionado, disuelto en NaOH 0.1 N
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TABLA 5. Exactitud y repetibilidad del método.

Cantidad Cantidad
Placebo analitico | Absorbancia adicionada recuperada
adicionado 309 nm mg mg % Recobro Y
1 0.5346 20.4 20.7 101.27
2 0.5302 20.0 20.5 102.30
3 0.5272 20.1 20.4 101.29
4 0.5086 19.8 19.7 99.30
5 0.5302 20.0 20.5 102.30
6 0.5376 20.0 20.8 103.79

Y = Es el cociente porcentual de la cantidad recuperada respecto de la cantidad adicionada.

n 6

S 1.4967

y 101.7083
% CV 1.47

t0.975.0-1
t0.975,5= 2571
IC (1) = 101.7083£(2.571*(1.4967/2.4494)=103.2792, 100.1374

Ejemplo de calculo:

Absorbancia de muestra * peso del estandar

mg Recuperados =
g P Absorbancia del estandar

mg recuperados * pureza

% Recobro=
’ mg adicionados
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Estandar

Peso del estandar 1 20.2
Peso del estandar 2 20.0
Promedio 20.1
Pureza 99.8 %
Absorbancia del estandar 1 0.5229
Absorbancia del estandar 2 0.5157
Absorbancia promedio 0.5193
S 0.0051
(A 0.0098
% CV 0.9800

Para el placebo analitico adicionado 1

mg Recuperados =

% Recobro=

0.5346 * 20.1mg

0.5193

20.7mg *99.8%

20.4 mg

=20.7mg

=101.27%
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TABLA 6. Linealidad del método.

Placebo analitico

adicionado Nivel de concentracion en % Absorbancia A 309 nm
1 60 0.3097
2 60 0.3027
3 60 0.3134
4 80 04112
5 80 0.4009
6 80 0.4165
7 100 0.5622
8 100 0.5415
9 100 0.5567
10 120 0.6314
11 120 0.6234
12 120 0.6171
13 140 0.7452
14 140 0.7468
15 140 0.7316

TABLA 7. Cantidad adicionada-cantidad recuperada, de linealidad del método.

Placebo analitico X Cantidad adicionada Y Cantidad recuperada
adicionado (mg) (mg) %Recobro
1 11.9 11.9 99.80
2 11.6 11.7 100.66
3 12.0 12.1 100.63
4 16.2 15.8 97.34
5 15.9 15.4 96.66
6 16.3 16.0 97.96
7 21.5 21.6 100.26
8 20.9 20.8 99.32
9 21.4 21.4 99.80
10 24.5 24.3 98.98
11 24.4 23.9 97.75
12 244 23.7 96.93
13 28.9 28.7 99.11
14 28.6 28.7 100.14
15 28.8 28.1 97.37
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Estandar
Peso estandarl 204
Peso estandar2 20.1
Promedio 20.25
Pureza 99.8 %

Absorbancia estandar; 0.5302
Absorbancia estandar; 0.5229
Absorbancia promedio 0.5265
S 0.0052
CV 0.0098
%CV 0.98
Para el placebo analitico adicionado 1
0.3097* 20.25
mg Recuperados = e _ 11.9mg
0.5265
* o
% Recobro= 1 ME "98% _ g9 g0,

11.9mg
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TABLA 8. Promedio de mg de cantidad adicionada-cantidad recuperada de linealidad del

método, en base a los datos de la tabla 7

Promedio Promedio
X cantidad adicionada (mg) Y Cantidad recuperada (mg)
11.8 11.9
16.1 15.7
21.3 21.3
24.4 24.0
28.8 28.5

Grafico 3. Cantidad recuperada para cada nivel

Cantidad adicionada contra Cantidad recuperada

Cantidad recuperada mg
9
L

10 - y=0.9823x + 0.1622
. R? =0.9991
0 5 10 15 20 25 30 35

Cantidad adicionada mg

Pendiente b;=0.9823
Ordenada al origen b= 0.1622
Coeficiente de determinacion | r = 0.9991
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TABLA 9. % de recobro de linealidad del método.

Placebo analitico
adicionado Nivel de concentracién en % %Recobro
1 60 99.80
2 60 100.66
3 60 100.63
4 80 97.34
5 80 96.66
6 80 97.96
7 100 100.26
8 100 99.32
9 100 99.80
10 120 98.98
11 120 97.75
12 120 96.93
13 140 99.11
14 140 100.14
15 140 97.37
n 15
S 1.3929
promedio 98.85
CVv 0.0140
% CV 1.40

Determinar el valor de t de Student, n = niimero de recobros

t 0.975,n-1

t 0.975, 14— 2. 145

Intervalo de confianza para la media poblacional

IC(w) = 98.85£(2.145% (1.3929/3.8729) = 99.62, 98.08
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Precision del método, precision intermedia o tolerancia interdia / analista.

TABLA 10. Analista 1, dia uno.

DiA 1

Placebo analitico| Absorbancia | Cantidad adicionada Cantidad
adicionado a A 309 nm (mg) recuperada (mg) | % Recobro
1 0.5346 20.4 20.7 101.27
2 0.5302 20.4 20.5 102.39
3 0.5317 20.4 20.6 102.67
Estandar
Peso estandar 1 20.2
Peso estandar 2 20.0
Promedio 20.1
Pureza 99.8
Absorbancia 1 0.5228
Absorbancia 2 0.5157
Promedio Absorbancia 0.5193
S 0.0051
CvV 0.0098
% CV 0.98
Ejemplo para el placebo analitico adicionado 1 del analista 1:
0.5346 * 20.1 m
mg Recuperado s = & _20 Tmg
0.5193
k 0
% Recobro = 20/ Mg T8N 5y o7,
204 mg
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TABLA 11. Analista 2, dia uno.

Cantidad adicionada | Cantidad recuperada
Absorbancia (mg) (mg) % Recobro
0.4962 20.1 20.5 101.88
0.4921 20.1 20.3 101.79
0.4855 20.1 20.1 99.8
Estandar
Peso estandar 1 20.5
Peso estandar 2 20.2
Promedio 20.35
Pureza 99.8
Absorbancia 1 0.4935
Absorbancia 2 0.4908
Promedio Absorbancia 0.4921
S 0.0019
Ccv 0.0039
% CV 0.39

Ejemplo para el placebo analitico adicionado 1 del analista 1:

mg Recuperado s =

% Recobro=

0.4962* 20.35 mg

0.4921

= 20.5mg

20.5mg *99.8%

20.1 mg

=101.88%
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TABLA 12. Analista 1, dia dos.

DIA 2

Ejemplo para el placebo analitico adicionado 1 del analista 1 en el dia 2 :

mg Recuperados =

% Recobro=

*
0.5031* 20.3 mg ~19.9mg
0.5130
% 0
19.9mg 99'84:99.84%

19.9mg

Placebo analitico | Absorbancia Cantidad Cantidad
adicionado 309 nm adicionada (mg) | recuperada (mg) | % Recobro
1 0.5031 19.9 19.9 99.84
2 0.5157 19.9 20.4 102.34
3 0.5114 19.9 20.2 101.48
Estandar
Peso estandar 1 20.2
Peso estandar 2 20.3
Promedio 20.3
Pureza 99.8
Absorbancia 1 0.5162
Absorbancia 2 0.5097
Promedio absorbancia 0.5130
S 0.0051
(A 0.0098
% CV 0.98
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TABLA 13. Analista 2, dia dos.

Absorbancia Cantidad adicionada | Cantidad recuperada
309 nm (mg) (mg) % Recobro
0.4980 20.5 20.3 97.37
0.5106 20.5 20.8 101.26
0.5045 20.5 20.5 99.81
Estandar
Peso estandar 1 20.2
Peso estandar 2 20.3
Promedio 20.3
Pureza 99.8
Absorbancia 1 0.5017
Absorbancia 2 0.4949
Promedio absorbancia 0.4983
S 0.0048
(O\Y 0.0096
% CV 0.96

Ejemplo para el placebo analitico adicionado 1 del analista 2 en el dia 2:

0.4980 * 20.3 mg
0.4983

mg Recuperado s = =20.3mg

20.3mg *99.8%
20.5mg

% Recobro= =97.37%




TABLA 14. Precision intermedia o tolerancia interdia / analista.

Analistal

Analista 2

Cantidad
recuperada (mg)

Cantidad
recuperada (mg)

Dia 1 20.7 20.5
20.5 20.3
20.6 20.1
Dia 2 19.9 20.3
204 20.8
20.2 20.5

§ =0.2558

Promedio =20.4

% CV =1.25
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TABLA 15. Estabilidad analitica de la muestra.

Almacenamiento luz y temperatura ambiente

(Tiempo Cero)

Absorbancia A 309

Cantidad adicionada

Cantidad recuperada

Muestra nm (mg) (mg)

1 0.5317 20.4 20.6

2 0.5258 20.0 20.4

3 0.5243 20.1 20.3
Almacenamiento luz y temperatura ambiente  (Tiempo 24 hrs)

Absorbancia A 309

Cantidad adicionada

Cantidad recuperada

Muestra nm (mg) (mg)
1 0.5031 20.4 19.4
2 0.4976 20.0 19.2
3 0.5100 20.1 19.7

Almacenamiento luz y temperatura ambiente

(Tiempo 48 hrs)

Absorbancia A 309 Cantidad adicionada Cantidad recuperada
Muestra nm (mg) (mg)
1 0.4330 20.4 16.5
2 0.4283 20.0 16.3
3 0.4449 20.1 17.0
Almacenamiento luz y temperatura ambiente  (Tiempo 72 hrs)

Absorbancia A 309

Cantidad adicionada

Cantidad recuperada

Muestra nm (mg) (mg)
1 0.4330 20.4 16.7
2 0.4283 20.0 16.5
3 0.4260 20.1 16.4

Para cada dia del analisis se preparo por duplicado estdndar

Datos de estandar

Peso promedio de
estandar;+ estandar,

Absorbancia promedio de
estandar;+ estandar,

t(ceroh) 20.1 0.5193
t(24h) 20.2 0.5236
t(48h) 20.4 0.5332
t(72h) 20.2 0.5236
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Ejemplo de célculo para el tiempo cero muestra 1 en almacenamiento luz a temperatura
ambiente:

0.5317*20.1mg

mg Recuperados =
8 P 0.5193

=20.6mg

20.6 mg *99.8%
20.4mg

% Recobro= =100.67%

Calcular la diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicion de almacenaje
respecto del analisis inicial ( | d;|)

|di|=|yi=y0 |

Ejemplo para almacenamiento luz a temperatura ambiente 24 horas:

| dogrs| = | 96.14-101.00 | =4.86
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TABLA 16. % de recobro de estabilidad analitica de la muestra.

Almacenamiento luz y temperatura ambiente

% Recobro % recobro % recobro % recobro
Muestra ceroh 24 h 48 h 72 h
1 100.67 94.95 80.85 81.72
2 101.55 95.79 81.57 82.45
3 100.77 97.70 84.32 81.59
PROMEDIO 101.00 96.14 82.25 81.92
d 4.86 18.75 19.08

Almacenamiento oscuridad y temperatura ambiente

% recobro % recobro % recobro % recobro
Muestra ceroh 24 h 48 h 72 h
1 100.67 100.34 88.93 81.72
2 101.55 101.22 89.97 82.45
3 100.77 100.44 89.03 81.82
PROMEDIO 101.00 100.66 89.31 81.90
d 0.34 11.69 19.1

Almacenamiento 40 ° C

% recobro % recobro % recobro % recobro
Muestra ceroh 24 h 48 h 72 h
1 100.67 82.83 54.76 47.67
2 101.55 79.15 55.21 48.03
3 100.77 80.71 52.41 46.18
PROMEDIO 101.00 80.90 54.13 47.29
d 20.1 46.87 53.71

Almacenamiento 4 ° C

% recobro % recobro % recobro % recobro
Muestra ceroh 24 h 48 h 72 h
1 100.67 100.34 99.27 93.65
2 101.55 101.22 100.14 90.69
3 100.77 100.44 99.37 90.98
PROMEDIO 101.00 100.66 99.60 91.77
d 0.34 1.40 9.23




% de recobro de las condiciones de almacenaje en los diferentes tiempos.

TABLA 17.
Luz y Oscuridad y
temperatura temperatura Temperatura

Tiempo ambiente ambiente 40°C Temperatura 4°C
en horas % recobro % recobro % recobro % recobro

0 101.00 101.00 101.00 101.00

24 96.14 100.66 80.90 100.66

48 82.25 89.31 54.13 99.60

72 81.92 81.90 47.29 91.77

Grafico 4. % de recobro obtenido de las diferentes condiciones de almacenaje.

% Recobro

120 ~

100 73

80 -

60 -

40 +

20 -

Estabilidad analitica de la muestra de albendazol.

% de recobro en funcion del tiempo

0 10

20 30

40 50

Tiempo horas

60 70 80

—@— luz blanca y temperatura ambiente
— — temperatura 40

—l— oscuridad y temperatura ambiente
— <~ temeperatura 4
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e Determinacion del contenido de albendazol en productos comerciales, presentacion
tabletas.

Las siguientes muestras se preparan igual que la disolucion estandar, excepto que la
cantidad equivalente a 20 mg de principio activo se calcula en base al peso promedio de 20
tabletas

PRODUCTO I

Albendazol tabletas 200 mg

Lote: 042340

Caducidad: AGO 2006

Peso promedio de 20 tabletas: 431mg

TABLA 18. Analisis de tabletas del Producto I

Absorbancia A 309 % principio activo con
Muestra| Masa mg nm mg / tableta | respecto al marbete
1 43.2 0.5751 220.9 110.46
2 43.3 0.5686 217.9 108.96
3 42.5 0.5702 222.6 111.31
Promedio
110.24
%CV
1.08
PRODUCTO 1II
Albendazol 200 mg
Lote: 38152
Caducidad: 180CTO05
Peso promedio de 20 tabletas: 342 mg
TABLA 19. Analisis de tabletas del Producto II
Absorbancia A 309 % principio activo con
Muestra| Masa mg nm mg / tableta | respecto al marbete
1 33.5 0.5391 211.9 105.95
2 34.1 0.5346 206.4 103.22
3 34.2 0.5452 209.9 104.96
Promedio
104.71
%CV
1.32




Para la valoracion de productos comerciales se preparo estandar por duplicado:

Estandar
Peso estandar 1 20.1 mg
Peso estandar 2 20.3 mg
promedio 20.2 mg
Pureza 99.8
Absorbancia
0.5214
0.5258
S 0.0031
Promedio 0.5236
CV 0.0059
% CV 0.59

Ejemplo de célculo:

Cantidad de principio activo en mg / tableta

Abs muestra , mgreferencia , alicuota , pureza ,  aforo . aforo  PPtabletas

mg /tableta =
8 Abs referencia aforo aforo 100  mgmuestra alicuota  ltableta

0.5751,202mg , 0.510m/ 998, 100 . 10mL , 43lmg

*

mg /tableta=
8 0.5236 100m! 10mL 100 432mg 0.510mL ltableta

mg /tableta= 220.9
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% de principio activo con respecto al marbete

o — Absmuestra , mgreferenia , alicuota, pureza, aforo , aforo , PPtabletas, ltableta £100%

Absreferencia aforo aforo 100  mgmuestra alicuota ltableta mgmarbet

_0.5751,202mg , 0.510m/ ,99.8 , 100 10mL , 431mg , 1iableta

*

©0.5236 100m!  10mL 100 432mg 0.510mL ltableta 200mg

%

*100%

% =110.46
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7. ANALISIS DE RESULTADOS

Basados en las propiedades fisicoquimicas del albendazol, se analizo en un medio

acuoso alcalino a una longitud de onda de 309 nm.

En el estudio de los parametros de desempefio se encontro:

e Especificidad

Se compararon los espectros de absorcion de las muestras de placebo adicionado y
analito en las cuales solo se observo un solo maximo de absorcion, el cual era el mismo
para ambas muestras, lo que indica que los excipientes aerosil, estearato de magnesio y
ludipress, presentes en la formulacién no interfieren en la lectura, este maximo de
absorbancia se encuentra en la longitud de onda de 309 nm, el que corresponde a

albendazol reportado en literatura.

e Precision del sistema

Se analizaron seis muestras de diferentes porciones de una muestra homogénea de
referencia y los resultados individuales, obtenidos tienen concordancia, ver Tabla 1 en
donde indica que el de CV es de 0.7%, lo que indica que la dispersion entre muestras no es

significativo.

e Linealidad del sistema

Los resultados obtenidos en los cinco niveles de concentracion, preparados por
triplicado, demuestran concordancia, ver Tabla 2, y en el Grafico 1 se observa que los
valores obtenidos directamente o por medio de una transformacion matematica definida,
son proporcionales a la concentracion del analito, dentro de un intervalo determinado, en el

que se calcula r* la cual es igual a 0.9971 que compara los valores estimados y reales, y los
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rangos con valor de 0 a 1. Si el valor es 1 hay una correlacion perfecta en la muestra, es

decir no hay diferencia entre el valor estimado y el valor real.

e Exactitud y repetibilidad del método

Al placebo adicionado preparado al 100% por sextuplicado presenta concordancia en

los valores obtenidos independientes, estos resultados se muestran en la Tabla 5 teniendo

un CV de 1.47 %.

e Linealidad del método

Para los niveles de concentracion preparados por triplicado, en el Grafico 3 se observa
que el valor r* es de 0.9991 el cual indica la proporcionalidad del analito adicionado y
recuperado, y en la Tabla 9 se observa que el % de recobro obtenido para cada nivel, tiene

un CV de 1.40 %.
e Precision intermedia
En la Tabla 14 se observa que la cantidad recuperada individual por analista tiene
concordancia entre un dia y otro, no se observaron diferencias significativas entre las
medidas de ambos analistas, el CV para este pardmetro es de 1.25 %, lo que indica la poca
dispersion entre muestras.
e [Estabilidad analitica de la muestra
En la Tabla 16 se observa que la diferencia absoluta en condicion de almacenaje:
* Almacenamiento luz y temperatura ambiente, los valores para las 24 h d=4.5, 48 h
d=18.75 y para 72 h d=19.08

* Almacenamiento oscuridad y temperatura ambiente, los valores para las 24 h d=0.34, 48 h

d=11.69 y para 72 h d=19.1
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* Almacenamiento 40°C, los valores para las 24 h d=20.1, 48 h d=46.87 y para 72 h
d=53.71
* Almacenamiento 4°C, los valores para las 24 h d=0.34, 48 h d=1.4 y para 72 h d=9.23

Se observa en el Grafico 4 que la condicién a la que se encuentra mas estable la
muestra, es a 4°C durante 48 h, en la condicion oscuridad a temperatura ambiente solo es
estable durante 24 h, y para las otras dos condiciones que son luz a temperatura ambiente y

40°C alas 24 h se observa que el valor d es mayor al 3%.

e Determinacion de contenido de albendazol en muestras comerciales

En la determinacion de contenido, en los productos farmacéuticos: para el Producto I
el % de principio activo respecto al marbete es de 110.2 % y para el Producto Il el % de
principio activo respecto al marbete es de 104.7 % de albendazol, basados en la FEUM el
contenido indicado es no menos del 95.0 por ciento y no méas del 105.0 por ciento de la
cantidad de Albendazol, indicada en el marbete, por lo tanto el Producto I se encuentra
fuera de lo especificado, por tener mas contenido de principio activo, y para el Producto II
este se encuentra dentro de los limites especificados.
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8. CONCLUSIONES

Se disefio y valido un método analitico, utilizando espectroscopia ultravioleta, con el
objetivo de cuantificar los parametros de validacion de este.

Basados en los resultados, el parametro de especificidad, demuestra que los
excipientes no interfieren en el analisis, para precision del sistema, linealidad del sistema,
exactitud y repetibilidad del método, linealidad del método, precision interdia, se evaluaron
estadisticamente con el modelo de linea recta, en el cual el coeficiente de determinacion 1
fue mayor a 0.98 y los CV fueron menores al 3% especificado para los pardmetros de

desempefio que se realizaron.

La estabilidad analitica de la muestra solo se logra a 4° C durante 48 horas y en la

condicion de oscuridad a temperatura ambiente solo es estable durante 24 horas.

Se cuantifico albendazol en formas farmacéuticas comerciales presentacion tabletas,
para el Producto I se obtuvo 110.2 por ciento de principio activo respecto al marbete, lo
que indica que se encuentra fuera de una especificacion establecida y para el Producto II
104.7 por ciento de principio activo respecto al marbete, resultado que cumple con lo

especificado.
Conforme a lo anterior podemos decir que el método es adecuado para cuantificar

Albendazol en forma farmacéutica presentacion tabletas, logrando los objetivos planteados

al inicio de este trabajo.
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10. ANEXOS

ANEXO 1.

FORMULAS

Media aritmética

g

n

y=

Desviacion estandar

n(Zyzj(zy)z
n(n - 1)

S =

Coeficiente de variacion

cv =S
Y
Pendiente
b :any—Zny
'Yy - (Ex)

n= numero de mediciones

Ordenada al origen

:Zy—ble

n

b
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Coeficiente de determinacion

i (n(Zxy)-(Ex)Zp))
bleo -5 (2 )7 )

Intervalo de confianza para la pendiente

1C (B1)= bi%t0.9750-2Sb1

S :\/zyz_bl 2xy=b,2y

n-2

t0.975.n2= Referirse al anexo 2, para determinar el valor de t de Student.

Intervalo de confianza para la vida poblacional

IC;, :G)i t0975,n71 * \L/g;



Media aritmética del analisis inicial

— X
Yo = Yo

Ny

no= numero de muestras del analisis inicial

Media aritmética de cada condicion de almacenaje

3y
yi:y

n.

1

Diferencia absoluta de la media aritmética del analisis de cada condicidon de almacenaje
respecto de la media aritmética del andlisis inicial

q

:‘yi_yO‘
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ANEXO 2.

Tabla estadistica de la distribucion t de Student.

GRADOS DE | tp975 GRADOS DE t0.975 GRADOS DE t0.975
LIBERTAD LIBERTAD LIBERTAD
1 12.706 26 2.056 51 2.008
2 4.303 27 2.052 52 2.007
3 3.182 28 2.048 53 2.006
4 2.776 29 2.045 54 2.005
5 2.571 30 2.042 55 2.004
6 2.447 31 2.040 56 2.003
7 2.365 32 2.037 57 2.002
8 2.306 33 2.035 58 2.002
9 2.262 34 2.032 59 2.001
10 2.228 35 2.030 60 2.000
11 2.201 36 2.028 61 2.000
12 2.179 37 2.026 62 1.999
13 2.160 38 2.024 63 1.998
14 2.145 39 2.023 64 1.998
15 2.131 40 2.021 65 1.997
16 2.120 41 2.020 66 1.997
17 2.110 42 2.018 67 1.996
18 2.101 43 2.017 68 1.995
19 2.093 44 2.015 69 1.995
20 2.086 45 2.014 70 1.994
21 2.080 46 2.013 71 1.994
22 2.074 47 2.012 72 1.993
23 2.069 48 2.011 73 1.993
24 2.064 49 2.010 74 1.993
25 2.060 50 2.009 75 1.992
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