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Hutreduccion, 

Z 
INTRODUCCION. 

Para el hombre Ja cabra constituye una de las especies domésticas mas importantes, ya 

sea como fuente de alimento (carne y leche), para su vestimenta (pelos y pieles) asi 

como para el control de las malas hierbas y como productores de abono organico de alta 

calidad y atin como animal de ornato, por fo que representa una parte importante de ja 

economia de los ganaderos. 

Estos animales como otros animales de engorda, pueden padecer coccidiosis, 

enfermedad infecciosa y contagiosa. En la ganaderia mexicana, esta infeccién ha tenido 

un considerable impacto econémico al ocasionar altos indices de morbilidad y mortalidad 

del ganado. Algunos de los costos adicionales a la enfermedad son: antibidticos, 

desinfectantes, equipo especial, salarios de profesionales de la salud, salarios de los 

vigilantes, costo de administracion, entre otros. 

Las sulfonamidas son agentes quimioterapéuticos activos que se han usado con éxito en 
las infecciones bacterianas y son de bajo costo. En el desarrollo de formas farmacéuticas 
y formulaciones que contengan éste farmaco se requiere como parte importante el 

establecimiento y uso de fas pruebas de disolucién ya que la cuantificacién confiable del 

farmaco liberado, durante ef proceso de disciucién, proporciona ayuda para: 

© Guiar el desarrollo del procesofformulaci6n y optimizacion. 
4 Monitorear el desempefio del proceso de manufactura durante el desarrollo y 

aprobacién def producto 
Asegurar equivalencia de lote a lote. ° 

En el presente trabajo se muestra la obtencién de un método de anialisis 

espectrofotometrico confiable para la cuantificacian de sulfametazina sOdica liberada 

durante e! estudio de disolucién “in vitro” de bolos para cabras. 

En el capitulo J se da un panorama general sobre el proceso de desarrollo y validacién de 

métodos analiticos asi como de los modelos de analisis espectrofotométricos que se 

reportan como herramientas utiles en fa cuantificacién, también se mencionan las 

  

    

caracteristicas fisicoquimicas de la sulfametazina y de su sal sddica. 

En el capitulo 2 se muestran los andlisis espectrofotométricos que permitieron el 
desarrollo del método por ef modelo de Minimos Cuadrados Parciales para la 

cuantificacién de sulfametazina sddica fiberada, mientras que en e) capitulo 3 se 

muestran los procedimientos y pruebas realizados para evaluar la confiabilidad del 

método establecido. 

Al final def capitulo 3 se sefialan fas conclusiones a las que se llegaron a través det 

presente trabajo.
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OBJETIVO GENERAL: 

Desarroltar un método espectrofotométrico para cuantificar ia Sulfametazina 

Sodica liberada de bolos. : 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

6 Establecer un modelo que permita determinar fa cantidad de Sulfametazina 

Sodica liverada durante ei proceso de disolucién. 

6 Determinar las condiciones espectrofotométricas éptimas para la determinacion 

de Sulfametazina Sddica liberada de bolos. 

© Validar el método espectrofetemeétrico establecido.
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(1) GENERALIDADES SOBRE EL DESARROLLO Y VALIDACION DE 
METODOS ANALITICOS. 

Los productos farmacéuticos, para ser aceptados en el mercado, requieren de métodos 

analiticos y clinicos que garanticen fa calidad, funcionalidadé y cumplimiento de jas 

especificaciones establecidas. Con la evolucién de las tecnologias analiticas, el QFB 

cuenta con una serie de herramientas que facilitan el proceso de desarrollo de métodos y 

su validacion. 

El desarrollo de métodos analiticos se refiere a los experimentos realizados para obtener 

el(los) procedimiento(s) capaz(ces) de identificar y/o cuantificar una sustancia dada. 

Para ello el QFB debe determinar previamente: 

*los objetivos del métedo, 
*el analito de interés y 

*si existen métodos que puedan ser adaptados u optimizados, 

todo to cual sirve como una guia inicial para el desarrollo del método analitico. 

Una vez que ha sido determinado el método y su uso final, se puede empezar su 

desarrollo evaluando tas propiedades fisicas y quimicas del analito en el sistema: 

1) Propiedades fisicoquimicas relevantes 
Solubilidad. 
pKa. 

Absortividad. 
Coeficiente de absortividad. 

2) Estabilidad de las soluciones y muestras en diferentes condiciones ambientales 

(luz, temperatura, humedad). 

Esto ayuda a definir si son necesarios solventes acuosos (ej. amortiguadores de pH), 

controles de temperatura, condiciones de luz reducida, etc. 

Con todo ésto, e! analista elige las propiedades criticas de! métado y puede 

adicionalmente re-definirlo, o bien, puede optar por controlar dichas propiedades en los 

procedimientos de! laboratorio (Riley C., 1984:316-367). 

Finalmente, se debe tener siempre en mente que los tres componentes principales 

durante un proceso analitico son: el problema, la muestra y el método empleado; por lo 

que éstos deben permanecer conectados y optimizarse en conjunto (Eckschtager K., 1994:5- 

6): 

Analisis 
Quimico 

      



Captitto I. 
  

Una vez que el método ha sido desarrollado, debe realizarse un estudio de validacion 
antes de que el método pueda ser incluido en un documento regulatorio y sea usado. Las 
caracteristicas del método que se evaltian en una validacién varian dependiendo de los 
fines para los que fue creado dicho método. 

En general e! disefio de validaci6n toma en cuenta algunos criterios como son: 

® que el método responda a los requerimientos regulatorios 

® que genere la confianza requerida al incorporar el andlisis estadisticos para evaluar 
sus cualidades (Riley C., 1994:316-367). 

En el cuadro | se muestran algunas bases tedéricas que pueden tomarse en cuenta 
durante el desarrollo de un método analitico, mientras que en el diagrama 1 se presentan 
las etapas principales en dicho desarrollo. 

CUADRO |: Bases tedricas del andlisis quimico 
(Eckschlager K., 1994:260). 

  

  

FUNDAMENTOS FUNDAMENTOS 
GENERALES ESPECIFICOS 

Quimica. METODOS ANALITICOS 
« Composiciones quimicas. » Basados en reacciones quimicas. 

« Basados en interacciones fisicas. 
e Basados en principios bioquimicos. 

»* Basados en propiedades fisicoquicas. 

e Estructura de moléculas. 

  

QUIMIOMETRIA OPERACIONES ANALITICAS 

e Teortas de probabilidad. » Muestreo. 
Estadistica. Separacion. 

Medicién. e Regresi6n y correlacién 
« Analisis de datos. Estandares de calibracion. 

Procesamientos de sefiales. 

  

TECNICAS COMPUTACIONALES 

° Hardware. 

+ Software. 

  

MANEJOS DE LABORATORIO, 
AUTOMATIZACION.        
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DIAGRAMA 1: Etapas principales en el desarrollo de 

métodos analiticos (Willard H., 1991:5) 

Sistemas de contro!: 
Objetivos, analito de 
interés, tiempos Optimos. -     

Analista —> Definir el problema 

Seleccionar el (los)      

  

Describir la muestra, 
la informacién deseada 

  

<—— Técnicas pruebas y 
método(s} apropiado(s) 

  

y los métodos apropiados 

Desarrollo: Obtener la 

informacion primaria de 
la muestra, propiedades 

fisicoquimicas, 

metadologias, estabilidad 
de las soluciones. 

  

1 
  

Obtener y almacenar la 
muestra 
  

1 
  

Tratar previamente fa 

muestra 
  

I 
    Realizar la mediciones   
  

propiedades 
analiticas criticas. 

Puede ser necesario 

requeridas modificar algunos 
t procedimientos y repetir 

algunos andalisis para 

Determinacion obtener la informacion 
de parametros criticos deseada 
del método 
  

Comparar los resultados 

con los esténdares 

q 
Aplicar los métodos 

  

  

  
  

    Refinar los datos y estadisticos necesarios 
convertirlos en 

informacion ctil y__] tT 

confiable Presentar los resultados | <— 
en forma comprensible     para el analista 

q 
Presentar los resultados a 

las autoridades 
pertinentes. 

  

  La informacién se 
transforma en 

conocimiento util para 
cumplir los cbjetivos det 
desarrollo de! método. 
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(2) DESARROLLO DE PRUEBAS 

DE DISOLUCION. 
(Skoug J., 1996:8-15) 

E! disefio y aplicacién apropiada de las pruebas de disolucién “in vitro” contribuyen en el 
desarrollo de un producto farmacéutico y forman parte del control de calidad del mismo ya 
que permiten: - : 

el seguimiento de los procesos de formulacion, 
su optimizacion, 
el monitoreo del desemperfio del proceso de manufactura, 
la disminucién del riesgo de bioinequivaiencia de lote a tote y 
obtener la aprobaci6én regulatoria del producto, entre otros" e

e
e
 

(2.1) ESTABLECIMIENTO DE PROPIEDADES 
FISICAS Y QUIMICAS. 

Como ya se mencioné, una de las primeras etapas en la seleccion y optimizacién de un 
método de cuantificacién, es la recopilacién de las propiedades fisicas y quimicas 
relevantes del compuesto de interés. 

En el caso de jas pruebas de disolucién, algunas propiedades importantes son: 
*el pK,. 
*la solubilidad como una funcién del medio pH/tensoactivo, 
‘la estabilidad de la solucién muestra como una funcién del pH y 
“la estabilidad del farmaco en el medio de disolucion. 

Asi por ejemplo, la presencia de impurezas mas solubles que el farmaco de interés puede 
conducir a errores serics si se us@ un ensayo no especifico para determinar la cantidad 
disuelta; de igual forma la estabilidad de Ia solucién muestra y dei farmaco en el medio de 
disolucién se deben considerar en el disefio de la prueba de disolucién, ya que pueden 
limitar e! intervalo de pH sobre el cual se optimiza la prueba (Skoug J., 1996:8-15). 

En el diagrama 2 se sugieren algunos pasos previos al tratamiento de las muestras 
provenientes de una disolucién para ilegar a su cuantificacién, ya sea que el analito de 
interés se encuentre formando parte de una mezcla (impurezas que generen 
interferencias o interacciones) o no. 

  

{1} Idealmente, se recomienda que las pruebas de disolucién se realicen en ef sistema vivo. Sin embargo un 

sistema bien disefiado para pruebas de disolucién “in vitro” puede proporcionar ventajas en et costo, tiempo y 

elaboracién del andlisis, en comparaci6n con las pruebas “in vivo”. (Banakar, 1992:16-27} 

“5S



Capttite 1. 
  

DIAGRAMA 2: Estrategias para el desarrollo de 
métodos y analisis quimico 

( Modificado de: Eckschlager K., 1994:46). 

CUANTIFICACION DE 

Componentes mezclados 

    

(Componentes aislados 
  

      

  
  

  

    

    

  

  

  

Prepiedades fisicas informocién 
caracteristicas. sobre: Métodos de ° 

separacién       

  Reacciones 
especificas : wos IMétodos selectivos 

: Quimica —     

  

Extraccién —   Reacciones 

especificas de grupo.               

  

Cromatografia <—4 

  

i 

METODOS INSTRUMENTALES DE 
ANALISIS. 

  

      

(2.2) METODOS ANALITICOS DE CUANTIFICACION 

Una estrategia para escoger el método analitico consiste en seleccionar un conjunto de 
instrumentos que se encuentren disponibles en ei laboratorio o con los que ef analista 
esté familiarizado. 

Los siguientes aspectos deben tomarse en cuenta: 

° 

° 

La rapidez (duracién del andlisis). 
La confiabilidad (es decir que los resultados deben cumplir con las caracteristicas 
adecuadas a la composicién de la muestra y el propésito del andlisis: precision, 
exactitud, etc.). 

Los costes (el proceso completo debe ser econdmicamente ventajoso o al menos 
tolerable (Eckschlager K., 1994:160-168).



Capituto i. 

En la eleccién de un método para una prueba de disolucién, se debe considerar la 
informacién relativa a las caracteristicas espectrales, cromatograficas, electroquimicas y 
quimicas del farmaco. El método debe ser lo suficientemente sensible para determinar ef 
compuesto de interés en la muestra. Entonces y debido a fa probabilidad de que fas 
formulaciones cambien durante el desarrollo de un producto, se considera ventajoso 
emplear un procedimiento de cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR). Sin 
embargo, dada la facilidad de automatizaci6n y tiempos de andlisis mas rapidos, son mas 
empleados los métodos de analisis espectrofotométricos para las pruebas de rutina de 
disolucién de los productos. Asi aunque existan cambios en ia formulacién, se considera 
que un programa de revalidacién puede asegurar que no existan desviaciones 
provocadas por interferencias espectrales (traslapa4ndose espectros o luz dispersa) 
durante el desarrollo del producto (Skoug J., 1996:8-15). 

Los métodos de andlisis espectrofotométricos, sé basan en la medicién de {a radiacién 
electromagnética absorbida o emitida por la materia. No se limitan al uso de Ia luz visible 
(VIS), sino que también incluyen a aquellas muestras que emplean energia radiante de 
otras regiones del espectro electromagnético, como Ia ultravioleta (UV) y el infrarrojo (IR). 

Estas formas de radiacién pueden describirse en funcién de dos modelos: el ondulatorio y 
et corpuscular. En e! primer caso se describe a la radiacién como ondas que viajan ala 
velocidad de la luz en el vacio (3X10"° cm/seg.), mientras que en el segundo caso se dice 
que la luz es un flujo de particulas (fot6én) en donde cada una esté asociada con una 
cantidad definida de energfa. 

La espectrofotometria UV es un método instrumental que mide las transiciones 
electrénicas en las moléculas y consiste en la transferencia de un electrén desde un 

orbital ocupado ( n, 0, 1) hasta otro de anti-enlace desocupado (o , nr). La cantidad de 

energia absorbida en la regién ultravioleta del espectro depende de la estructura 
electrénica de la molécula, y coresponde a la promocién de los electrones desde 
orbitales en e! estado basal a orbitales de energia en estado excitado. 

n > 

° KR—»T™ 

La espectrofotometria analitica se basa en dos leyes fundamentales. La primera ley, 
atribuida a Bouger (1728), dice que la proporcién de la luz absorbida en un medio es 
independiente de la intensidad de fa luz incidente y que cada capa sucesiva del medio 
absorbe una fraccién igual a la luz incidente. La segunda ley es la de Beer (1852) que 
introduce e! concepto de nimero de entidades o moléculas absorbentes (la 
concentraciin). 

La combinacién de estos descubrimientos es conocida como la fey de Lambert-Beer, y es 
de gran uso en quimica analitica, quizds porque la dependencia de la absorbancia con la 
concentracién es la que m4s se aplica.
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La ecuacién que describe a la ley de Ja absorcién de la luz (Ley de Lambert-Beer) se 
expresa como: 

A = tog(1/T) = fog (100/HT) = KIC A) 

donde A= absorbancia 
T= Transmitancia 
K= Coeficiente de absortividad 
| = Ancho de Ia cefda? . 
C= Concentraci6n de la sustancia absorbente 

El coeficiente de absortividad es una constante de proporcionalidad que varia con la 
longitud de onda de la radiacién empleada y es una propiedad molecular de la especie 
que absorbe ta [uz. 

La ley de Lambert-Beer presenta algunas limitaciones pues no toma en consideraci6n los 
efectos del pH, temperatura e interacciones sofuto-solvente, por lo que se aplica 

generalmente a soluciones diluidas en las que estas interacciones son insignificantes 
(Skoog 0.A., 49867160). 

Dentro del andlisis de disofucién, en muchas ocasiones no es posible separar la fectura 
de! analito de interés dei resto de fas sustancias. Con el objeto de resolver mezclas de 
componentes, se han empieados diversos métodos de analisis espectrofotométrico. En 
algunos se ha propuesto medir a una tongitud de onda en la cual no contribuya(n) el (los 
compuesto(s) interferente(s); en otros casos el problema se resuelve planteando un 
conjunto de ecuaciones de cuya solucién se obtengan los resultados deseados. 

(2.2.1) METODO ESPECTROFOTOMETRICO UV-VIS. 

Los cambios en una molécula ocasionados por la absorcién de la luz, pueden ser 

electrénicos (cambio en la energia de Jos electrones distribuidos alrededor de los 4tomos 
de la mofécula), vibracionales (cambios en la separacion promedio de tos nucleos de dos 
o mas atomos) y rotacionales (rotacién de un dipolo quimico). 
Para efectuar transiciones electrénicas (cambios), se requiere aplicar radiacién de 
energia mas alta que para realizar transiciones rotacionales o vibracionales. 
Por consiguiente, las transiciones electrénicas son ocasionadas por absorcién de la luz 
VIS y UV, en tanto que fos cambios rotacionales y vibracionales son acasionados por la 
absorcién de radiaci6n IR 0 de longitudes de onda mayor. 

Para el caso de las moléculas que absorben en la regién de UV-VIS son importantes los 
siguientes tipos de electranes: 

  

{2) Et ancho de la celda se expresa en centimetros, y generalmente tiene valor de 1, por lo que en dichos 
casos se omite y la ecuacién finat generada es A= KC_
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4) Electrones de enlaces sencillos Go. Estos electrones estan enlazados fuertemente, por 
lo que se requiere de gran energia para promoverlos @ orbitales desocupados, por 
consiguiente su absorcién se observa en el UV lejano (175-200 nm). 

2) Electrones en orbitales p presentes en los dobies y triples enlaces. Estos enlaces p 

son mas débiles que fos o por lo que se requiere de menos energia para la excitacion de 

sus electrones. 

3) Electrones de no enlace, conocidos- como electrones n. Estos contribuyen 

potencialmente en los rasgos espectrales distintivos de las moléculas que los poseen 

(Harris, D.C., 1992:451-473). 

La absorcién de la radiacién por las moféculas, a longitudes de onda especificas, se 

utiliza frecuentemente para el andlisis cuantitativa debido a ta relacién directa existente 

entre absorbancia y concentracién (ec. 4). En espectrofotometria de absorcién el primer 

paso, al desarrollar el método cuantitativo para determinar fa concentracién desconocida 

de una especie dada, es escoger la banda de absorcién a fa cual se realizaran las 

mediciones de absorbancia. Se obtiene ef espectro de absorcién VIS o UV de las 

especies que se van a determinar y se selecciona una longitud de onda de absorcion 

conveniente por medio de una inspeccién del espectro obtenido. 

La banda de absorcion no debe trasiaparse con bandas de absorcién del disolvente o de 

posibles contaminantes o sustancias interferentes, incluyendo los reactivos en exceso 

que pueden encontrarse en !a muestra. Existen muchos compuestos organicos que 

absorben fuertemente, sin embargo sdélo un numero limitado de iones inorganicos lo 

hacen, por lo que normalmente se agrega una especie seactiva a la solucién del i6n 

inorganico para que reaccione con él y, durante el proceso , se provoque un cambio 

marcado en las caracteristicas del espectro de absorcién. 

Se supone que la absortividad de una especie quimica es una constante caracteristica a 

una longitud de onda determinada. E1 valor numérico de la absortividad determina la 

pendiente de Ia curva analitica y tiene influencia sobre et intervalo de concentracién en et 

que pueden realizarse las determinaciones analiticas. 

Aunque muy pocas reacciones son especificas para una sustancia en particular, muchas 

reacciones pueden hacerse selectivas mediante fa introducci6n de agentes 

enmascarantes, et control del pH, la extraccién con disolventes, ei ajuste del estado de 

oxidacién o la remocién previa de interferentes. 

Tanto el reactivo encargado de desarrollar color come el producto absorbente deben ser 

estables por un periodo de tiempo razonable. Siempre es aconsejable preparar y analizar 

los estandares y las muestras problema de acuerdo a un programa de tiempo definido 

{Willard H., 1994:159, 166, 167).
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(2.2.2) METODO POR ESPECTROFOTOMETRIA DERIVATIVA. 
(Willar H., 1991:174-176), (Rodriguez G.,1997:9-17), (Haver T.C., 1976:312-318) 

Las principales ventajas del métedo derivativo son e] mejoramiento en la detectabilidad 

de las caracteristicas espectrales menores (por ejemple tos llamados codes) y, en el caso 

del anélisis cuantitativo, la reduccién potencial de! error causado por “sobreposiciones” de 

espectros interferentes en ia banda espectral de! analito. 

En éste tipo de espectrofotometria, se registran derivadas de primer orden a partir de la 

absorbancia con respecte a la variacién de la longitud de onda. 

dAida para la primera derivada 

PAI? para la segunda derivada. 

Siendo A= absorbancia y A= longitud de onda. 

Con base en lo anterior, se puede decir que la primera derivada de un espectro de 

absorcién, es la representacién grafica de la pendiente de la curva de absorcién en cada 

longitud de onda del intervalo medido, o sea: 

AAIAX Cuando Ai tiende a cero, 

Podemos decir también que la primera derivada de un espectro de absorcién es ia 
velocidad de cambio en la absorcién con respecto al cambio en la longitud de onda, 

mientras que la segunda derivada de un espectro de absorcién, es la aceleracién de 

cambio de la absorcion con respecto al cambio en la longitud de onda. 

Algunos autores consideran que en fos espectros de primera derivada existe un valor 

maximo y un valor minimo, pero en realidad el nimero de maximos y minimos dependera 

del tipo de espectro de absorcién en estudio. 
Si se supone que un espectro de absorcién tiene un solo maximo y que cumple con las 
caracteristicas de un pico Gaussiano (pico simétrico), al obtener la primera derivada del 
pico y la gr&fica de dichos valores contra la longitud de onda, se observa que este 
espectro presenta un valor maximo y un valer minimo para el primer pico. A la distancia 
vertical existente entre ef maximo y el minimo de la primera derivada, se le conoce con el 
nombre de amplitud del espectro de primera derivada. Esta distancia es proporcional a la 

concentracién de la sustancia de estudio (fig. 1b). 

Ahora, si se obtiene la segunda derivada del espectro de orden cero y se observa la 

gréfica con los valores de dicha derivada, se encuentra que e] nuevo espectro presentara 

dos valores maximos y un valor minimo (figura 1¢). El valor minimo de este espectro de 
derivada, se presenta a la misma longitud de onda a la cual se presenta el valor maximo 
de la absorcién del espectro de orden cero. 

10
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La distancia vertical entre ef valor minimo y cualquiera de los valores maximos, siempre 

es proporcional a la concentracién del analito en estudio. 

FIGURA 1: 

(a) Espectro de orden cero, espectro comun. 

b) Espectro de primera derivada. 

( ¢) Espectro de segunda derivada. 
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Ademas en el espectro de orden cero (figura 2a), se observa que éste puede constar de 
uno o mas maximos de absorcién; mientras que ai analizar la primera derivada del 
espectro (figura 2b) vemos que hay un mayor numero de caracterfsticas utiles en la 
cuantificacién de dicha sustancia. Estas caracteristicas estan constituidas por las 
distancias verticales entre maximos y minimos (EF, EG y FG). 

De igual forma, en algunos casos al analizar la segunda derivada del espectro de 
absorcién se observa que el numero de caracteristicas utiles para evaluar el analito se 
incrementan (aunque ésto depende de !a sustancia. 

FIGURA 2: Espectrofotometria derivativa tanto para componentes 
solos como con sustancias interferentes 

  

Espectrofotometria de 
absorcion 

(Espectros normales) 

  

  

  
Espectrofotometria derivativa. 

(Primera derivada) 

  

G 

  

(a) (b) 
Banda del analito solo _ [| Con banda interferente       
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A partir de los componentes puros de la mezcla a analizar, se obtienen los valores 
absolutos de la derivada (ya sea de primer o segundo orden) y se realiza un analisis 
individual. Posteriormente se elige aquella longitud de onda a ia cual el valor de derivada 
de! componente cuya interferencia se desea evitar sea cero. Las medidas realizadas a 
esta longitud de onda en e! espectro mezcla, podr4n ser funcién solamente de la 
concentracién del componente de interés (ver la figura 2). Esto es particularmente «til 
cuando se presentan problemas de espectros de absorcién de orden cevo interferidos. 

Para evaluar cuantitativamente la sefial, una vez seleccionada la longitud de onda mas 
adecuada, se compara la sefial obtenida contra un estandar o se extrapcla en una curva 
patrén obtenida de igual manera. 

Cuando se emplea la técnica de espectrofotometria derivativa para la resolucién de 
espectros traslapados (sobrepuestos), es de suma importancia considerar lo siguiente: 
e La relacién entre la altura de la banda que interfiere y la altura de la banda que se 

desea medir. 
© La relacién entre el ancho medio de la banda que interfiere y el ancho de la banda que 

se desea medir. 
e Separacibn entre los maximes de absorcién de los dos componentes en estudio. 

Asimismo algunas de las ventajas que se obtienen con e! empleo de la espectroscopia de 
derivadas son: 

a) Medida exacta de Ame. 
b) Mejor resolucién de tos espectros. 
c) Analisis de muestras turbias. 
d) Determinaciones cuantitativas en sistemas de dos o mas componentes. 

13
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(2.2.3.) MODELO DE MINIMOS CUADRADOS PARCIALES. 

Como ya se ha mencionado los métodos espectrofotométricos frecuentemente presentan 
dificultades para encontrar las regiones de frecuencia donde el constituyente de interés 
absorbe o emite luz selectivamente. Sin embarge, con la técnica de Minimos Cuadrados 

Parciales (MCP) la totalidad de los espectro pueden ser analizados simultaneamente, lo 
cual proporciona mayor selectividad y precisién en las determinaciones cuantitativas 
(Hagman A., 1990:2527-2545}. _ 

A continuacién se da una introduccién a ésta y otras técnicas que en conjunto forman los. 
métodos conecidos como “Métodos de Multicomponentes” 

La quimiometria se define como la aplicacién de métodos matematicos y estadisticos 
para el disefio o selecci6n de procedimientos experimentales éptimos, a través del 
analisis de datos quimicos. 

Desde el punto de vista de la quimiometria, el proceso de andlisis puede dividirse en dos 
etapas: 1) optimizacién/disefio experimental y 2) Analisis de multicomponentes. 
A groso modo, podemos decir que en el primer caso, se busca una alta eficiencia 

experimental al disefiar e implementar un andalisis a partir de ta recopilacién de 
informacion util. 

El andlisis de multicomponentes tiene una amplia aplicacién dentro del andalisis 
farmacéutico, el desarrollo de procesos y formulaciones; asimismo es una herramienta en 

la caracterizaci6n de particulas, el establecimiento de porcentajes de disolucién y 
estudios de permeabilidad, entre otras aplicaciones (Hagman A., 1990:2527-2545), {Lindberg N., 
1995:987-1007). 

Es bien sabido que generalmente en el andalisis cuantitativo se busca alguna relacion 
lineal entre la variable independiente y la variable dependiente de un componente en 

particular. En espectrofotometria, como ya se ha mencionado, la ley de Lambert-Beer 
define la relacion entre absorbancia y la concentracién (ec 1). 

Aunque la ecuacién puede resolverse para una sola muestra siempre es recomendable 
anatizar cierto némero de muestras de distintas concentraciones, obtener la grafica de 
los resultados (curva de calibracién) y ta linea recta que mejor explique los puntos ®), 

Si la mezcla contiene dos componentes, es posible establecer una ecuacién para cada 
uno a partir de la ley de Lambert-Beer (ec 1) produciendo las ecuaciones independientes 
para cada componente: 

Ag=Caky + Ey ee ee eee (2) 

Ag= Coky t Eg cee .. 2a) 

  

{3} El método de minimos cuadrados es fa herramienta matemalica a través de la cual se encuentra fa 

ecuacién de la secta donde el error total entre las variables dependientes es minimo. 
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donde E, y E2 son los errores residuafes para cada muestra a partir de la linea ajustada 

por minimos cuadrados y las absorbancias reaies. 

Es factible dar solucién a cada ecuacién de manera independiente mientras la 

absorbancia de un componente no interfiera con la absorbancia del otro (bandas bien 

resueltas). 

Por otro lado, partiendo de la ley de Lambert-Beer y de que las absorbancias son aditivas, 

las ecuaciones también se pueden resolver simultaneamente manejando asi el caso 

donde exista interferencia entre las dos absorbancias dentro de un espectro (bandas 

sobrepuestas): 

Ay= Cokin + Coker t.00 . tOnKe FEr Lo... . 8) 

Ag= Cyk 2+ Cok oe 2 + Onna + Ep. -o ue. . (3a) 

Ay= CaKyy +C2Koq + +CaKng * Ey . (3b) 

donde A= diferentes longitudes de onda (1,2,3,..... ») 

n= numero de componentes de la mezcla (1.2.3,..... n), 

A)= absorbancia de ja mezela a diferentes longitudes de onda, 

C,= concentraci6n de cada uno de !as “n” componentes de la mezcla, 

Kp)= coeficiente de absortividad de cada uno de los componentes a Jas diferentes 

longitudes de onda, 

E,= errores residuales“), 

  

Sin embargo, solucionar ecuaciones simultaneas se convierte en algo tedioso cuando se 

trata de mas de dos componentes. Ademas, como se observa, es factible medir ja 

absorbancia a mas de una longitud de onda para cada componente y resolver las 

ecuaciones respectivas, con lo cual crece atin mas el ndmero de evaluaciones 

Un camino particularmente eficiente para resolver ecuaciones simultaneas es utilizar 

métodos matriciales, pues si bien implican numerosos calculos, éstos pueden efectuarse 

por computadora. En términos matriciales, las ecuaciones anteriores pueden expresarse 

como sigue: 

Aingy = Com Kino * Eon . (4) 

en las que “n’” es el numero de soluciones patrén, “p” ef numero de valores de longitudes 

de onda y “m” el ndmero de componentes. 

  

{4} En este caso los errores residuales 0 también flamados errores de ajuste, son la diferencia entre la 

absorbancia experimental y la determinada a cada tongitud de onda segtn el modelo. 
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Mediante algebra matricial! es facil encontrar la solucién de estas expresiones de 

mutticomponentes al plantear ia matriz de calibracién (o matriz de coeficientes de 

absortividad), que proporciona la mejor linea de los datos. Una vez resuelta, la matriz 

puede utilizarse para predecir concentraciones de muestras desconocidas. 

Dentro del método de multicomponentes existen varias técnicas para resolver estos 

sistemas: 

© Andalisis o regresion del Componente Principal, ACP o RCP (Principal Component 

Analysis, PCA) . 

e Minimos Cuadrados Clasicos, MCC (Classic Least Square, CLS) 

® Minimos Cuadrados Inversos, MCI (Inverse Least Square, ILS} 

© Minimos Cuadrados Parciales, MCP (Partial Least Square, PLS) 

El métedo de MCC aplicado a espectrofotometria, es un método de espectro completo y 

proporciona una buena sensibilidad al promediar varios resultados, pero se requiere 

conocer la concentracion de todes los componentes de la mezcla, algo que comunmente 

no ocurre en la realidad. El método MCI tolera esta situacién, pero no permite utilizar 

muchos puntos de andalisis, ya que se encuentra limitado por el ndmero de frecuencias del 

espectro que pueden ser incluidas en el analisis. 

En ei caso del ACP se descomponen los espectros independientes, luego se integran y 

se ajustan para obtener el espectro desconocido y, finalmente, se relaciona con la 

concentracién de los componentes, por lo que para su uso se requiere de conocer a 

todos los componentes af igual que en MCC. 

Por otra parte, el método de MCP ha sido aplicado exitosamente al analisis cuantitativo 

de datos provenientes de estudios en Ultravioteta, Infrarrojo, cromatografia y 

electroquimica. Este método hace uso conjunte de los métodos establecidos para MCC y 

MCI, de esta forma presenta algunas de fas ventajas separadas de ambos métodos y 

mejora algunas del ACP, generando asi un método de analisis de espectro completo en 

el que no se requiere conocer a todos los componentes de la mezcla y se analiza a un 

componente quimico a ta vez sin la necesidad de un proceso de separacion. 

EI método de MCP consta de dos grandes etapas: 

. Calibraci6n. 

. Prediccién. 
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A) ETAPA DE CALIBRACION. 

En esta etapa, Ja relacién entre las absorbancias obtenidas a diferentes longitudes de 

onda y la concentracién del componente de interés se estima a partir de un conjunto de 

soluciones de referencia que presentan las posibles combinaciones de los componentes 

de fa mezcla. Entonces de acuerdo a! algoritmo de MCP establecido por Haalad 

D.,4988:1193-1202 y en Resendiz L. (éste ditimo en proceso de impresién) se obtienen 

expresiones matriciales compuestas por valores de absorbancias a diferentes longitudes 

de onda y el numero de soluciones (en columnas y filas respectivamente): 

Longitudes de onda: 1, 2, 3...n 
  

Numero de Ain Aan 
soluciones Ag Agi 
a diferentes An Aax 
conc.: h, j, k....x Ax Axx   

  

    

Un aspecto importante en la étapa de calibracién es el disefo del conjunto de soluciones 

patron a partir de las cuales se obtienen el numero de soluciones para la matriz; las 

soluciones deben ser representativas de las diferentes composiciones de las muestras 

que se esperan analizar en el estudio final. Un esempio de este disefio se muestra a 

continuacion: 

  

  

  

  

  

    
  

Concentracion del componente de interés Cantidades adicionadas de soluciénes de 

(por duplicado} componentes interferentes 

A x ¥ Zz n 

B x ¥ Zz n 

c x Y Zz n 

oO x Y Zz no 

E x ¥ Zz n 

Cada solucion por duplicado.       
At igual que en cuatquier método cuantitativo, las muestras deben cubrir el intervalo de 

concemraciones esperadas en todo el estudio posterior. Por otra parte las cantidades 

adicionadas de las soluciones de los interferentes se establecen de acuerdo al numero de 

éstos y seguin convenga para cada método 0 estudio. 

Otro punto importante en el disefio de la serie de calibracién , para el caso de métodos 

espectrofotométricos, es la eleccién de las longitudes de onda a las cuales se Nevara a 

cabo el estudio. Se requiere que sean representativas del componente de interés de tal 

forma que los calculos estén enfocados a dicha sustancia. 
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Una vez que se obtienen las matrices de calibracién los datos deben centrarse y 

normalizarse™ para obtener una segunda matriz la cual se resuelve para convertir las 

sefiales analiticas (absorbancias a diferentes longitudes de onda en la banda del 

espectro) a términos respecto ai valor promedio, los cuales pueden relacionarse con 

concentracion. 

la 

La elaboracién del modelo establecido para MCP se logra resolviendo los datos de las 

matrices conforme af siguiente algoritmo: 

CUADRO II: Algoritmo de MCP para la calibracién 

  

PASO 1: Pretratamiento de los datos. 
CentrarAyc 

Primer conjunto para h 7. 

PASO 2: Formacioén de los vectores cargadores 

de peso, w,*. 
Modelo: 
Solucién per minimos cuadrados (MC): 

A= cw,’ + E,. 
w,° = A’elc’c 
normalizar wi,” 

PASO 3: Formaci6n del vector resoluci6n 
(variable latente) ty”. : 

Modelo: 
A= th wy" + Ea. : : 

Solucién por MC: ty = A Wy" Pw Wa = Aw, 

PASO 4: Relacion del vector resolucion, t)’, con las 

concentraciones. 
Modelo: 
Solucién por MC: 

C=Vyt, + Ao. 
Vn = te cf th the 

PASO 5: Formacion de b,° ,vector de carga de MCP 

paraA 
Modelo: 
Solucién: 

5 b,! + Ea 

bP =A tet t= 

  

PASO 6: Calculo de vesiduates en A y c. 
Residuales espectrales: 
Residuales de las concentraciones: 

E, =A -t,° by? 
eS O-Vy ty 

PASO 7: Incrementar h, sustituir E, por A y e€, por c en el paso 2 y continuar para 

decidir e1 numero de vectores de carga.     
  

  

(8) Centrar: Distribuir fos datos alrededar det valor medio. 
Normatizar’ Obtener la dispersién de datos respecto a! valor medio. 
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Cuadro Hl, continuacién. 
  

  

      
  

Simbolo 

A= Matriz de absorbancias centradas. 
c= Vector de concentraciones centradas. 
h= Namero de iteraciones. 
Wr = Vector de cargadores de peso. 

‘ Valores transpuestos. 
. Valores estimados. 
Eq Valores residuales espectrales. 
ee Valores residuales de concentracién 

th Vector resoluci6n. 
Vn Vector de carga de MCP para c (coeficiente de regresién de su madelo). 

b, Vector de carga de MCP para A (coeficiente de regresién de su modelo). 

8) ETAPA DE PREDICCION. 

En esta etapa, las respuestas analiticas de la matriz de calibracion se usan para estimar 
los resultados (concentraciones) del componente de interés a partir del espectro obtenido 
para una muestra problema. 

Asi, el principio basico en MCP es la generacion de “Residuales Espectrales’, que no es 
mas que minimizar la suma de cuadrados de Jas diferencias entre los valores espectrales 

estimados por el modelo y los valores espectrales medidos experimentalmente. Tales 

valores espectrales se refieren a ios valores centrados, o los valores de residuales 
provenientes de un anialisis anterior. 

De esta forma el método de MCP va relacionando 2 o mas bloques de datos entre ellos 

mismos hasta obtener la menor suma de cuadrados. E! algoritmo para la etapa de 
prediccién se muestran en el siguiente cuadro: 

CUADRO Itt: Algoritmo de MCP para prediccion: 

  

PASO 1: Centrar a usando [os datos de la catibracion escalada, 
juego de datos para h=1 

PASO 2: t,= Wha 

PASO 3: Cp = Chat Vp th 

PASO 4: @n = Cha - Dba th 

PASO 5: Incremenie h, sustituya e, por a y repita con el paso 2 hasta h =r 
r= némero de factores éptimos en el modelo 
2 = vector de absorbancias centradas para cada muestra problema a todas las longitudes de 

onda evaluadas.     
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Se debe hacer notar que en este aigoritmo de prediccién wy’, Va y b;° provienen de la 
calibracién por MCP, también se emplea el valor de concentracién promedio de! analito 
de la calibracién. 

Finalmente, se puede decir que este método es considerado como una HERRAMIENTA 
ESTADISTICA de prediccian (Lépez A-P.L., 1996:34-44), (Haafand D. M., 1988:1203- 1208) 
(Rodriguez G., 1997:14), y se cuenta con una amplia documentacién que indican un algoritmo 
para aplicar esta herramienta mateméatica: Haaland D.M,-1988:1193-1202, Geladi P.-1986:4-17, 
Arcos M.J.-1997:63-77, Resendiz L.-en proceso de impresién. 

(2.3) CONDICIONES PARA LAS PRUEBAS DE DISOLUCION. 
(Skoug J., 1996:8-75) 

Una vez elegido ei método analitico mas conveniente, se deben estudiar el proceso 
optimo de trabajo y las condiciones en las cuales el andlisis tendra su desempenio. Los 
principales factores que se necesitan investigar para realizar pruebas de disolucion son el 

tipo de aparato, la velocidad de rotacién y el medio de disolucién principalmente. 

En ausencia de datos de biodisponibilidad, la seleccién de las condiciones iniciales de la 

prueba son de alguna manera arbitrarias y se basan en las propiedades fisicoquimicas 

del farmaco, el disefio de la formuiacién y la dosis pretendida. 

Se puede establecer que el porcentaje de disolucién del farmaco y la velocidad pueden 

ser afectados por varios factores, los cuales pueden estar dentro de las siguientes 5 

clases: {Banakar, 1992:133-181), (Goodhart F., 1974:1748-1751} 

1) Factores relacionados con las propiedades fisicoquimicas del farmaco: 

Caracteristicas forma farmacéutica. 
Polimorfismo. 
Caracteristicas de la particula. 
pKa. 

2) Factores relacionados con la formulacién del producto: 
Excipientes y aditivos (tipo, cantidad y propiedades). 
Famanrio de particula. 
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3) Forma de dosificacion: 
Proceso de manufactura. 
Interaccién farmaco-exciptente? 
Almacenamiento. 

4) Mecanismos de la prueba de disolucién: 
Agitacién. 
Vibracion. 
Pasicién de la forma farmacéutica. 

5) Condiciones de fa prueba de disolucion: 
Temperatura 
Medio de disolucién ( Gases disueltos, pH, composicidn del medio, 

viscosidad) 

Cabe destacar que los factores que afectan la disolucién in vitro de fas formas 

farmacéuticas convencionales también afectan ia disolucién de los Sistemas de 

Liberacién Controlada (SLC.) 

CUADRO IV: Factores y condiciones tipicos para el 

desarrollo de una prueba de disolucién 

  

FACTORES. 2 CONDICIONES. 

Medio de disolucién. Depende de las propiedades fisicoquimicas del 

medicamento: amortiguadores de pH acuosos 

relevantes fisiolégicamente, surfactantes, sales 

  

  

  

biliares, etc. 

Medio de deareacién. Si, sies necesario 

Aparatos. Canasta rotatoria (USP 4). 

Pateta rotatoria (USP 2). 
Aparato de cilindro reciprocante (USP 3). 
Aparato para flujo continuo (USP 4). 
  

  

  

  

  

        
Velocidad de Agitacion. 50 r.p.m. en la paleta (25-100 r.p.m.). 

400 r.p.m. en la canasta (50-150 r.p.m.). 

Volumen del vaso y 4000 ml (500-900 mi). 
volumen del medio. 
Temperatura. 37°C (36.5-37.5 °C). 

Método de muestreo: Manual: +5 mi (10-20 mi). 

Volumen. Automatizado: <3 ml. 

filtracion. Filtro de membrana desechable <10 mcm tamafio 

de poro. 

Método de andlisis de CLAR. 
muestras. . Espectrofotometria. 
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A) MEDIO DE DISOLUCION: 

El medio y volumen de disolucién, se seleccierian cén base en los datos de solubilidad; ta 

dosis y las condiciones SINK. 

Las caracteristicas fisiolégicas son un término que se utiliza frecuentemente en la 

eleccién de fos medios de disolucién. Idealmente las pruebas de disolucién in vitro 

‘imitarian" directamente al medio ambiente en ef tracto gastro intestinal (Gl). 

Independientemente de los avances en el entendimiento de la fisiologia Gl, 

probablemente no es factible imitar de forma confiable condiciones in vivo para la prueba 

de disolucién. En ocasiones es mas apropiado utilizar correlaciones empiricas entre los 

parametros farmacocinéticos y de disolucion. 

Si una prueba de disolucién se puede correlacionar con el desempefio in vivo y si dicha 

correlacién es confiable, entonces [as preocupaciones acerca de la relevancia fisiolégica 

del medio son probablemente de importancia secundaria. 

Sin embargo, en algunos casos para mejorar las posibilidades de correlacién, se 

recomienda elegir medios que contengan soluciones amortiguadoras sobre el intervalo 

fisiolagico (pH 1-8) con o sin tensoactivos, dependiendo de las caracteristicas de 

solubilidad del farmaco. Entonces, los datos de solubilidad deben usarse como una guia 

para seleccionar racionalmente los medios que se probaran. Por ejemplo, no es util 

investigar la disoluci6n en medios en los cuales la solubilidad es baja (Skoug J., 1996:8-15). 

B) EQUIPOS DE DISOLUCION. 

Si bien es cierto que para elegir las condiciones de trabajo se toman en cuenta ios 

factores que afectan la liberacién de farmacos a partir de sus formas farmacéuticas, 

también es importante recordar que existe una enorme demanda de tecnologias de 

disolucion que sean capaces de reflejar las propiedades de la formulacion. 

Los datos de las pruebas de disolucién in vitro, por si solos, no predicen el desempefio in 

vivo. Esto es particularmente cierto para los SLC. Entonces las pruebas de disolucién 

pueden ser empleadas y validadas como un proceso de control de calidad primario que 

muestra las diferencias entre varios lotes manufacturados, asi como en los estudios de 

desarrollo de productos. 

Con el surgimiento de los SLC, en 1982 aparecieron algunas politicas sobre los equipos 

de disolucién, fueron introducidas por primera vez en compendios oficiales y se adoptaron 

como estandares oficiales. Al inicio se establecié que todos los productos estaban sujetos 

a los requerimientos de disolucién especificos, empleaban 900 ml de medio de disolucién 

y el aparato 1 y 2 de la USP a 100 y 50 r.p.m. respectivamente. 

  

(6) En los modelos de difusién establecidos para formas farmacéuticas convencionales, el solvente es 

constantemente removido y reemplazado con solvente fresco, por io que se conservan concentraciones bajas 

en el medio de disolucién. De esta forma al tener una cantidad de farmaco disuelto menor o igual al 15% de 

su solubitidad, se dice que existen "Condiciones SINK". 
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Sin embargo con el crecimiento y desarrollo de los SLC, se han creado nuevos equipos 

destinados para el estudio de estas formas farmacéuticas (Banakar, 1992:133-181) 

(Wennesgren B., 1989:35-41). 

Inclusive ha sido necesario la adaptacion y disefio de aparatos o equipos que satisfagan 

las necesidades propias de las muestras; tal es el caso de fos estudios de formas 

farmacéuticas veterinarias, para los cuales se han adaptado los mecanismos de canasta 

de disolucién de los compendios oficiales (Frazier W., 1976:1823-1826). 

La USP XXI (Sanghvi P., 1994:961-980) reconoce 7 mecanismos para las pruebas de 

disolucién. Tres de éstos fueron disefiados especificamente para parches transdérmicos 

(Aparato V, VI y Vil). Los otros cuatro (Aparato 1, Hi, II, IV) son destinados a la evaluacién 

de todas las formas de dosificacién, sin importar cual farmaco o tipo de formas 

farmacéuticas sea probada; asi por ejemplo el aparato Ill (Cilindro reciprocante) ha sido 

recientemente incluido para fas pruebas de liberacién de farmacos en SLC como una 

alternativa a fos métodos de paleta y canasta (Rohrs B., 1995:922-926}. 

La introduccién de todos estos equipos genera una situacién dificil ya que no se cuenta 

con estudios de disolucién, comparativos, relativos a los resultados para un farmaco y/o 

forma farmacéutica usando estos instrumentos. Tampoco hay suficientes estudios que 

demuestren la necesidad de emplear diferentes mecanismos de disolucién para 

diferentes formas de dosificacién (Ver el cuadro V): 

CUADRO V: Ventajas y limitaciones de los equipos para pruebas de 

disolucién (Sanghvt P., 1994:961 -980). 

  

  

Equipo de Ventajas Limitaciones 

disolucion 

Equipos de Facit de usar Condiciones SINK limitadas para farmacos 

disoluci6n USP Poca perturbacién mecanica | poco solubles. 

de la forma farmacéutica. Distribucién no uniforme de farmacos a bajas 

velocidades. 
Requerimiento de reposicién del medio de 
disolucién, por to que se requiere un factor de 
correccién para determinar ta concentracion. 

Equipo de botella | Toda ia muestra esta provista Cambio del medio de disolucién por cada 
  

  

rotatoria de condiciones SINK y nose | cambio de muestra, consumo de tiempo, peligro 

necesita de un factor de potencial de pérdida de fracciones de la forma 

correccién pues se reemplaza | farmacéutica. 

la muestra. La rotaci6n fisica proveca dajics en la forma 

farmacéutica. : 

Bio-Dis Tester La contaminacién entre La programacion de intensidad de agitacion y 

muestras es minima. tiempos de muestreo estan fimitados a la 

El movimiento fisico provee _| liberacién del producto. 

dafios minimos en la forma Porciones de Ia forma farmacéutica pueden 

farmacéutica. perderse a través de la sima de el tubo debido 

a la agitacion. 

Todos fos equipos sefialados en fa tabla son resistentes y presentan facilidad en el control de la 

temperatura. Asimismo todos tienen la desventaja de que fos cambio en la intensidad de la 

agitaci6n alteran los perfiles de disolucién, ademas de que el proceso de filtraci6n puede permitir 

pérdidas de farmaco en el filtro. 
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C) CONDICIONES DE MUESTREO. 

El! comportamiento de disolucién no se caracteriza completamente durante las etapas de 

evaluacién preliminar, por lo que fos perfiles se colectan comtinmente en e! periodo de 

tiempo que abarque la disolucién completa de ta forma farmacéutica. 

-A medida que se gana mas experiencia con la forma farmacéutica en estudio, el numero 

de puntos de muestreo con respecto al tiempo se reducen segtin convenga o apoye las 

especificaciones requeridas del estudio. Los tiempos de muestreo importantes que deben 

cubrirse en las formas farmacéuticas de fiberacién inmediata son normalmente aquellos 

que cubren el 70% de farmaco disuelto, asi los puntos apropiados de intervalos de tiempo 

pueden ser escogidos de tal manera que cubran al menos de! 50-100% del porcentaje 

disuelto.(ver ei cuadro V1). 

Para caracterizar correctamente la proporcion de farmaco liberado en los SLC, el numero 

apropiado de puntos en un intervalos de tiempo, pueden ser determinados durante el 

desarrollo de dichos sistemas 

El volumen de muestreo es usualmente de 10-15 ml, pero puede ser mucho menor si se 

utiliza el muestreo automatizado, como en el case de pruebas para SLC (Skoug J., 1996:3- 

15), 

CUADRO VE 
Especificaciones tipicas para formas farmacéuticas 

convencionales y SLC 
{(Skoug J., 1996:8-15). 

  

Formas farmacéuticas de SLC Observacion 

liberacién convencionat 
  

  

No menor de 20-25% en 
1 hora. 

Asegura la descarga por si 
ocurre una falta de dosis. 

  

No menor de 40% y No 
mayor de 60% en el 
tiempo especificado. 

Asegura una liberacion 
consistente. Uno o dos limites 
laterales pueden ser 
necesarios. 

  

No menor de 70,75 u 80% 
en el tiempo especificado 

{Usualmente de 15 a 90 
min.).   

No menor de 80% en eJ 
tiempo especificado 
(Usuaimente un intervalo 
de dosis entre 12-24 
horas.   Asegura la liberacién 

completa del medicamento. 
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(2.4) LIBERACION DE FARMACOS DE SISTEMAS 
DE LIBERACION CONTROLADA (SLC) TIPO MATRIZ, 

En teoria, un sistema farmacéutico debe suministrar tanto la cantidad especifica de 

farmaco en él sitio de accién, asi como durante el tiempo y con la velocidad apropiados. 

Es por ello que el establecer los intervalos de dosificacién y la eficacia terapéutica de los 

medicamentos se reconocen como factores importantes para el tratamiento exitoso de 

las enfermedades. 

En ja actuatidad los farmaces se preparan en un vehiculo denominado “sistema de 

fiberacion de farmacos’”), Dependiendo del modo de administracion y de las necesidades 

terapéuticas, el vehiculo presenta un estado, forma fisica o tipo de dosificacién diferente 

(Won H, 1997:15-18). De este modo las caracteristicas de liberacién det farmaca se eligen en 

funcién del tiempo y/o fas condiciones del sitio de disolucion . Con el fin de optimizar fa 

biodisponibilidad , se debe modular el tiempo que permanece la concentraci6n terapéutica 

de farmaco en sangre (Banakar V., 1992:299-305). Por eflo, durante el desarrollo y estudio de 

una forma farmacéutica es de suma importancia el estudio de! transporte de masas en 

los sistemas farmacéuticos con el fin de obtener datos que contribuyan a la predicci6n 

del comportamiento del sistema ©. 

En un Sistema de liberacién controlada (SLC), al igual que en cualquier otra forma 

farmacéutica sélida, la proporcién de farmaco liberado depende de! proceso de disolucion 

y difusién. En el desarrollo de los SLC se emplean estos procesos en forma combinada o 

por separado segtin convenga (Banakar V., 1992:299-305). 

Los dispositivos de matriz, consisten en farmacos dispersos homogéneamente en 

matrices poliméricas, a través de las cuales el farmaco difunde desde el interior; ef 

proceso continua con la formaci6n de una interfase entre la solucion y la superficie de fa 

matriz. 

Existen varios mecanismos a través de los cuales se lleva a cabo la liberacién del 

farmaco en las matrices ( Banker G., 1990:647-650): 

  

(7) Existen adn algunos farmacos que se administran en su forma quimica pura (etancl y polvo de sulfatiazol) 

(8) El transporte de masas en los sistemas farmacéuticos se lleva a cabo a través de los procesos de 

difusién y de disolucién 
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(1) cuando la matriz es soluble, la disolucién de la misma, permite la liberacién 

lenta del medicamento: 

FIGURA 3: Sistemas de matriz soluble. 

Farmaco disperso 

en el polimero Farmaco liberado 

  

Tiempo = 0 Tiempo = t 

(2) En las matrices insolubles, ja liberacién del farmaco depende de la difusion 
del mismo a través de la matriz. 

FIGURA 4: Sistemas de matriz insoluble. 

Farmaco disperso Pollmero remanente 

en el polimero “fantasma” 
Farmaco disperso 
en et polimero 

Farmaco liberado 

Tiempo =0 Tiempo =t 

Algunos factores que pueden complicar el uso de estos sistemas son: 
4) Disolucién parcial de las sustancias de la matriz, 
2) Rompimiento simultaneo de la matriz, 
3) Farmaco en la superficie de la matriz, el cual se libera mas rapido que el 
farmaco interno (Banakar V., 1992:305). 
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(2.5) ESTUDIOS DE DISOLUCION DE SLC (BOLOS) 
EN RUMIANTES. 
(Evrard 8., 1995:107-115), (Quiroz R.,1984:130,135), 

Los rumiantes han desarrollado un organo digestivo llamado rumenreticulo (rumen), el 
cual funciona como sitio inicial para la ruptura de celulosa (fermentacion realizada por 
bacterias simbidticas y protozoarios). 

El rumenreticulo es una especie de “tina de fermentacién’, tiene una capacidad de 100 a 
200 litros en ta vaca y de 10 a 15 litros en la oveja. Presenta una entrada que se conecta 
directamente con el final del eséfago que controla la entrada del alimento y la saliva, asi 
como fa salida del esfinter a través del cual el contenido ruminal entra al abomasc o 
“estomago verdadero”. El tracto digestivo restante es similar al de otros mamiferos 
monogastricos. 

El rumen presenta un pH entre 5-7, cuando el animal esta sano. Este valor varia 
dependiendo principalmente del tipo de dieta y de la especie o rasgos hereditarios del 
animal. 

En el rumen se presenta un proceso conocido como regurgitacién mediante el cuai el 
contenido ruminal que ha sido colectado y tragado durante el pastoreo es remasticado. 
Aquel alimento o material, tragado por el animal, permanece en el rumenreticulo cuando 
es de una densidad alta o presenta una geometria que impide su regurgitacién (martinez 
C., 1994), (Blood D.C., 1989:998}. 

Las caracteristicas fisiologicas del tracto digestivo de los animales rumiantes dan fa 
oportunidad de uso de SLC, especiaimente al aprovechar la propiedad de} rumen. Una 
forma farmacéutica retenida en este Grgano puede ser capaz de liberar sus ingredientes 
activos por largos periodos de tiempo. 

Como ya se mencioné a lo largo de este capitulo, cuando se desarrolla una forma 
farmacéutica se requiere establecer fas pruebas de disolucién apropiadas para evaluar la 
liberaci6n del farmaco en estos sistemas. Existen varios reportes sobre el uso de matrices 
lipidicas para el desarrollo de estos sistemas asi como las estrategias para elaborar los 
estudios de disolucién. 
(Ver el cuadro Vil) 

  (9) La medida de los bolos puede ser hasta de 10 cenlimetros y Hegar a pesar 40 gramos. Los bolos de 5 

gramos han sido usados comunmente para su administracién en ovejas y becerros. 

Algunos esludios reportan que una densidad de 2.25 a 3.5 g/ml mantiene o previene ta regurgitacién de este 
dispositive: para los rumiantes mas pequefios se ha cbservado que una densidad de 1 8g/mi es suficiente, 

aunque éste tltimo valor también es aplicable a aquellos animales que reciben dietas finas ya que la 

actividad de! rumen se ve disminuvida por este factor. 
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Capitulo 1. 
  

(3) VALIDACION DE : 
PRUEBAS DE DISOLUCION 

El QFB, ya sea en el area de desarrollo, aseguramiento de la calidad, produccién o 

tegutacién farmacéutica, debe familiarizarse con el siguiente axioma: “La calidad de un 
producto no se prueba, sino que se construye”. Este es un concepto importante ya que 

durante el aseguramiento de la calidad, el proceso de validacién es una herramienta 

importante. 

La validaci6n de métodos analiticos se define como “el proceso a través del cual se 

establece evidencia documental, por estudios de laboratorio, que las caracteristicas del 

método cumplen con los requerimientos para su aplicacién analitica confiable”"(USP Xxxil, 
1990:4710-1742), 

(3.1) LA NECESIDAD DE LA VALIDACION EN 
EL DESARROLLO DE METODOS ANALITICOS, 
(Berry |., 1993: 167,411) (Manual de validaci6n, CNQFB:i) 

Existen varias razones_ por las cuales se debe validar ef método analitico (durante el 

desarrollo y para el proceso de un producto farmacéutico): : 

©  Aseguramiento de la calidad: Cumplir con las reguiaciones establecidas (por ejemplo 
Buenas practicas de manufactura, BPM) 

* Economia: Evitar el rechazo o retiro de lotes de produccién 

¢  Confiabilidad: por ejempio en la uniformidad y reproducibilidad dei producto. 

Asi, la vatidacién del método analitico se considera una piedra angufar en ef desarrollo de 

nuevas formulaciones y en los procedimientos de control de calidad de la forma 

farmacéutica, ya que sin sistemas de prediccién apropiades, no hay forma de asegurar 

que e! método cumple o no con la funcién para la cual fue disefiado. 

(3.2) EL PROCESO DE VALIDACION. 
(Berry t., 1993: 168) 

Segun ha sido reportado, hay cuatro elementos clave que forman las bases de un 

programa de validacién: 

@ Definicidn de los atributos deseables en el producto farmacéutico o en el método 

analitico. 
¢ Establecer las limitaciones o contratiempos que pueden presentar estos atributos. 

¢@ Determinacién de los controtes o caracteristicas. 
¢ Inicializar fos estudios para establecer fos controfes o limites para aquellos atributos 

claves que afectan el proceso, desempefio y calidad del producto. 

Estos criterios representan un proceso légico de actividades que también se abarcan 

dentro dei desarroilo del producto farmacéutico. 
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(3.3) CONSIDERACIONES EN METODOS ANALITICOS 
PARA PRUEBAS DE DISOLUCION). 

Cuando se esta validando un nuevo método analitico, se debe demostrar que no se ve 
afectado por errores sistematicos. 

En general el enfoque para la validacién de un método de andlisis para las pruebas de 
disolucién, es similar a fa de cualquier otro método analitico (Skoug J., 1996:8-15). 

Debido a la existencia de una gran variedad de métodos analiticos, se deben considerar 

previamente las siguientes categorfas: 

CATEGORIA 1: Métodos analiticos para la cuantificaci6n de los compuestos principales de 
farmacos a grane! o ingredientes activos (incluyendo conservadores) en productos 
farmacéuticos terminados o finales. 

CATEGORIA 2: Métodos analiticos para la determinaci6n de impurezas en farmacos a 
granel o productos de degradacién en producto terminado. Pueden ser métodos 
cuantitativos o de prueba limite. 

CATEGORIA 3 Métodos analiticos para la determinaci6én de  caracteristicas de 
desempefio, tales como viscosidad, pH, disolucién, desintegracién, etc (USP XXII). 

Las caracteristicas que deben evaluarse durante {a validacion de los métodos analiticos 
dependen tanto del tipo de método analitico, como del uso que se pretende dar a éstos 
(Ver el cuadro vill ¥ XIX). Sin embargo nay que destacar ae En la-aplicacion de los 

  

CUADRO VIII Caracteristicas consideradas al validar un 
método seguin su tipo (Val. Anal, Proc...,1993:3-7). 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Tipo de método analitico (categoria) 

Caracteristica de! Categoria 4 Categoria 2 Categoria 3 
método (identificacion) (Pureza) {Solo medicién) 

Cuaniif. Limite 

Exactitud - + - + 

Repetibilidad - + - + 

Precisién - + - + 

Reproducibilidad - -(1) - -(1) 

Especificidad + + + +(2) 
Limite de deteccién - + + - 

Limite de cuantificacién - + - - 

Linealidad - + - +             
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Simbologia det cuadro VIH 

+ significa que esta caracteristica normalmente no es evaluada 

+ significa que esta caracteristica normalmente se evalua 

(1) puede ser necesario en algunos casos 
(2) Puede no ser necesario 

CUADRO IX 
Caracteristicas a evaluar segtn el uso del método 

(Manual de validacton, CNQFB:54) 

  

    

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Indicadores de Revalidaci6n del método. 

Control estabilidad 

de Baja Alta Biodis- Cambio en|Sin cambio en 

Caracteristica calidad |Conc. |Conc. } ponibili- condicién de|condicién de 

dad operacién operacion 

Linealidad y precision del x x x x x x 

sistema 
Limite de detecci6n x x 

Limite de cuantificacién xX x 

Exactitud y repetibilidad x xX x x x x 

al 100% 

Linealidad del método x x x x x x 

Reproducibilidad x x x x x 

Especificidad x x x x x xX 

(control de calidad) 
Estabilidad x x 

Tolerancia de} sistema x x x xX 

Estabilidad de la muestra x x x x             
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(4) PROPIEDADES FISICOQUIMIGAS DE LA 

(Florey K.,1978:400-420), (Clarck’s, 1986:984,985) 

DESCRIPCION. 

Funcién terapéutica: antimicrobiano. Uso veterinario: infecciones bacterianas en puercos, 
becerros, ganado. - 

Nombre genérico: sulfadimerazina, sulfadimidina, sulfamidin, suifadimetilpirimidina. 

Nomenciatura: N'- (4-metil-2-pirimidinil) sulfanilamida; 4-amino.N-(4-metil-2-piramidinil) 
bencensulfonamida. 

Peso molecular: 278.33 gimol 

Estructura quimica y formula : Cy2H,4N,02S 

CHs 
IN. 

“{) {5 N. 

Apariencia, color y olor: 

CH, 

La Sulfametazina se presenta como polvo cristalino blanco o ligeramente amarillento. 
Puede obscurecerse por exposicién a la luz, tiene un ligero sabor amargo y es inojoro. 
Cuando se expone al aire absorbe biéxido de carbono y se vuelve menos soluble en 
agua (Clarck’s, 1986:984,985). 
En su forma sdédica es un polvo altamente higroscépico que puede obscurecerse 
ligeramente por exposicién a la luz. En exposicién prolongada a aire hGmedo, absorbe 
bioxido de carbono y es menos soluble. 

PROPIEDADES FISICAS 

Solubilidad. 

La Sulfametazina es casi insoluble en agua (150 mg/100 mi a 29°C, 192 mg/100 ml a 
37°C y pH 7.0) ( index Merck, 1968); soluble 1 en 120 de etanol, 1 en 2500 de éter yten 
600 de cloroformo; soluble en acidos minerales diluidos y en soluciones acuosas de aleali 
(hidréxidos y carbonatos). 
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La sal sédica presenta caracteristicas de solubilidad de 1 en 2.5 partes de agua y 1 en 60 
de etanol. { index Merck, 1968) y su solubilidad en solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M 
con pH de 5.5 es de 600mcg/ml (Evrard B., 1996:411-418). 

Temperatura de fusion, 

La temperatura de fusién citada en la USP XIX es de 197 a 200°C. 

Constante de disociacién 

El valor de pKa reportado es 2.66 + 0.2 para el equilibrio #4 y de 7.4 + 0.2 para el 

equilidrio #2. 

Equilibrio #1: 

Ht - CHs 
NZcHs N 

n-{O)- SO,NH xO —— ww _-{O)- $0.NH XO 

NA crs Nhs 

Equilibrio #2: 

N Hs on” nN CHs . 

w(Oy- som 46) =} m{)- so 6) 
A cHs N CH, 

Espectro ultravioleta, 

£! espectro de absorcién de la Sulfametazina en solucién acuosa (pH 6.6), exhibe un 

maximo de absorcién a 241 nm ( £*'™ = 670). 

Por otro lado, el espectro en NaOH 0.1 N muestra dos picos de absorcién a 243 y 257 
nm { E*I™ = 765 y 776, respectivamente). 

Cuando se disuelve el farmaco en HCI 0.1N, se observan dos picos de absorcién a 241 y 

297 nm ( E™"™ = 560 y 266 respectivamente). 
(ver la fig. 5} 
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FIGURA 5 
Espectro UV en diferentes soluciones acuosas: 

) en agua.   | oe Jen HC! 0.1N, (------) en NaOH 0.7N, ¢ 

p
e
a
s
e
 
o
r
o
O
H
o
D
 

  

  

t longitud de onda 

Propiedades de luminiscencia, 

La Sulfametazina no presenta actividad fluorescente en soluciones acuosas a ningtin pH, 
sin embargo muestra un pico de fosforescencia a 440 nm cuando existe a 310 nm a 
77°K, en estas condiciones su tiempo de vida es de 0.8 segundos. 

Estabilidad y degradacién, 

Al reflujar 10 gramos de Sulfametazina en 135 mililitros de HCI por 6 horas, se obtiene 
Acido sulfanilico (I) y 2-amino-4,6-dimetil (-pirimidina) (1). 

CH, 

na 0) sou HN + 0 
N 

() a 

GHy 
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Capitulo 1. 

METODO DE ANALISIS COLORIMETRICO. 

Uno de los métodos mas ampliamente utilizados para !a determinacién de suifonamidas 

es la prueba de Bratton- Marshall, la cual se basa en fa diazotizacion y complejacién con 

N-(1-naftil-etitendiamina dihidroclérica). 

Las aminas aromaticas, como las sulfonamidas, son capaces de reaccionar con una 

solucién acida de acido nitroso o nitrito de sodio para formar sales de diazonio; esta sa! 

de diazonio es altamente reactiva y se puede hacer reaccionar con compuestos que 

posean un dtomo de carbono con alta densidad electronica (agente acomplejante) para 

generar un compuesto diazo altamente conjugade (Bratton y Marshall en 1939, sugirieron 

que el mejor agente de acoplamiento es la N-(1-naftil-etilendiamina dihidroclérica) 

{Connors K., 1950:518). 
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Fyipotesis. 

Sob2 (Se?



Hipstesis. 

HIPOTESIS: 

© El método de Anatisis de Multicomponentes de Minimos Cuadrados Parciales 
(MCP) permite la cuantificacién de analitos en muestras donde no solo un 

componente presenta propiedades de absorbancia; entences el analisis 

espectrofotométrico por MCP se puede usar para cuantificar la Sulfametazina 
Sdédica (SMZ-Na) liberada de bolos en un estudio de disolucion. 

© La confiabilidad del método de MCP depende de las condiciones del ensayo 
que se establezcan; si las condiciones son las adecuadas, entonces e! método 
que se desarrollo sera lineal, preciso, exacto y reproducible bajo tales 
condiciones. 
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Captiuio 2, 

Para desarrollar un método analitico por MCP es primordial elegir !a banda del espectro 

en la cual se realizan las mediciones de absorbancia que presentan fos rasgos 

espectrales caracieristicos de la sustancia de interés. 

En este capitulo se presentan los materiales, equipos, soluciones y pruebas generales 

que permitieron desarrollar el método analitico 

desde bolos. 

(1) EQUIPO Y REACTIVOS. 

(1.1) REACTIVOS. 

SUSTANCIA. 

Acido Clorhidrico 

Acido Sulfanilico 

Agua purificada. 

Cutina HR (Rilanit Especial). 

Estearato de Magnesio 

Fosfato de Potasio Dibasico. 

Hidréxido de Sodio (lentejas). 

Hierro Reducido. 

Nitrito de Sodio. 

N-naftil etilen diamina 

Sulfamato de Amonio. 

Sulfametazina (SMZ-base). 

Sulfametazina sédica (SMZ-Na). 

2amino4-Gdimetilpirimidina (prod. base) 

PROVEEDOR. 

UNAM 35.88% p-p, 1.178g/ml 

J. T. Baker Chemical. 

8 micro ohm. 

Henkel Mexicana. 

Alanit. 

Quimica Monterrey. 

Merck. 

Janssen Chimica. 

Quimica Monterrey. 

Merck 

Sigma de México. 

Quimica Carter Internacional. 

Quimica Carter Internacional. 

Obtenido segtin Cap. 1 
secc. 4 

por MCP para cuantificar SMZ-Na liberada 

No. DE LOTE. 

0-21. 

Equipo MiliQ. 
Marca Watters 

160257. 

Ex-E13. 

002013. 

6002106498. 

66992/1. 

4490. 

6237.0005. 

0.1190C. 

9506061319 
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(1.2) MATERIAL Y EQUIPO. 

Balanza: 

Computadora con electrodo 

Disolutor: 

Espectrofotémetro: 

Mezclador de cubo: 

Papel fittro: 

Prensa: 

Sistema purificador de agua: 

Tamizador: 

Termoebalanza: 

Vemier. 

Marca OHAUS, mod. AP250D-0, # serie 1115481240. 

Interfase PASCO Scientific, Serie 6500 para uso de 

electrodo medidor de pH 

Marca ELECSA, modelo DIE 25-250 

Marca Varian, modelo Cary 13.E. 

Marca Erweca, modelo AR400. 

Marca Whatman, matla #41, diametro de poro 110. 

Carver Press, modelo C. 

Marca Watters, MilliQ, 18mQ. 

Marca Erweca, modelo AR400, maila: 14. 

Marca Mettler Toledo, Modelo HR73. 
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(2) PROCEDIMIENTOS ANALITICOS REALIZADOS 

PARA EL DESARROLLO DEL METODO. 

La disolucion de !os bolos de sulfametazina sédica (SMZ-Na) se efectué en un litro de 

agua desionizada (18 mQ y pH 6.6 } como medio de disolucién a 37°C de acuerdo al 

método de paleta de la USP XXII a 60 r.p.m. 

A continuacién se muestran los barridos espectrofotométricos que se obtuvieron para 

establecer las condiciones y realizar el andlisis para el método de MCP. Cabe sefialar que 

todos los espectros que se comparan en una misma figura se encuentran a la misma 

concentracién. 

Barridos caracteristicos de SMZ-Na. 

En la figura 6 se observan los espectros caracteristicos de SMZ-Na a diferentes pH. El 

analisis de muestras se realizé en pH alcalino empleando NaOH 0.1N, ya que ademas de 

que a dicho pH tenemos presente una sola especie quimica de SMZ-Na, los rasgos del 

espectro son mas definidos que a pH acide. 

FIG. 6: Barrido de SMZ-Na estandar en diferentes condiciones de pH. 

  

200 220 240 260 280 300 320 
tong. onda (nm) 

  

1) SMZ-Na std. en NaOH 0.1N, pH 12.6. 
2) SMZ-Na std en buffer de fosfatos pH 5.3. 
3) SMZ-Na std en buffer de fosfatos pH 1.3.     
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Barridos de soluciones que contienen el medio de disolucién con los 

componentes disueitos del bolo. 

Con el fin de observar la posible interferencia de los demas componentes del bolo en el 

especiro de la SMZ-Na, se colocé un bolo placebo en el medio de disolucién y se tomé 

una muestras de 10 ml a fas 24 horas, una vez filtradas se diluyé 1 ml en 25 ml de NaOH 

0.1N (pH 12.5) y se efectué su barrido. 

Este proceso se repitié con muestras de 48 horas de disoluci6n (ver figura 7). 

Las especificaciones de los botos utilizados en el estudio asi como el proceso de 

preparacién de ios mismos se muestran en la tabla ly ef diagrama 3 respectivamente. 

Tabla |: Caracteristicas generales de los 
bolos empleados para el estudio. 

{Amador E., en proceso de publicacién). 

  

  

  

    
    
  

    

BOLOS PLACEBO. BOLOS CARGADOS. 

Sustancia. Porcentaje Sustancia. Porcentaje 

Formula- Cutina HR 25 Cutina HR. 25 

ci6én Hierro Reducido 46 Hierro Reducido. 46 

Estearato de Magnesio. 0.5 Estearato de Magnesio. 05 . 

Sulfametazina Sodica. 28.5 

Peso final. 9.89 gramos 13.84 gramos 

Ancho 
promedio 16.41 mm. 

Largo 
promedio 39.00 mm.     
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Capttula, 2. 

DIAGRAMA 3: Proceso de fabricacién de bolos placebo 
y bolos cargados. 

Bolos cargados. Bolos placebo. 

  

  

          

  

  

Fundir la cantidad de Cutina, Fundir ta cantidad de Cutina, 

necesaria para elaborar 20 bolos, en necesaria para elaborar 20 bolos, en 

un vaso de precipitado metilico, un vaso de precipitado metalico, 

usando una parrilla (ja temperatura usando una parrilla (la temperatura 

no debe ser mayor de 70°C). no debe ser mayor de 70°C). 

Retirar ef vaso de la parvilla, agregar la cantidad Retirar el vaso de la parvilla, agregar la cantidad 

necesaria de SMZ-Na y de Hierro segtin la necesaria de Hierro seg.un la formulacién antes 

formulacién, antes de que solidifique la Cutina. de que solidifique la Cutina.       
  

J 
J 
  

  

  

f Esperar a que se enfrie y solidifique. 

Triturar con ayuda de un mortero. | 

| Pasar por malla # 14. | 
  

  

Dispersar en el polvo obtenido el Estearato de 
magnesio requerido, segtin cada formuiacién por 

separado, con ayuda de un mezclador de cubo 
durante 15 min. a 25 t.p.m.       

    

Pesar aproximadamente 13.84 gramos para Pesar aproximadamente 9.89 gramos para 

cada bolo cargado. cada bolo placebo. 

| 
I 

[ Comprimir a 3 toneladas durante 10 segundos. J 
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Como se observa en la figura 7 los componentes del bofo placebo presentaron respuesta 

tanto a 24 como a 48 horas de disolucién en toda la banda de longitudes de onda, 

ademas, fa cantidad de excipientes disueltos aumento conforme paso e! tiempo de 

disolucién. 

FIG. 7: Barridos de bolo placebo. 

  

O7 .. 
06 
0s; 
04 

Bg 203 . 
02. 
0.1 1 

0 . 

2389 «2304 2303 2395 2307 2309 2401 
Long.onda (nm) 

  

  

1) Solucién de bolo placebo en NaOH 0.1 N después de 24 horas de disolucién. 

2) Sotuci6n de bolo placebo en NaOH 0.1 N después de 48 horas de disoluci6n.       
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Con et fin de observar la forma en que afectaba al espectro de SMZ-Na !a respuesta de 

los componentes del bolo, asi como elegir las longitudes de onda, se realizaron los 

barridos descritos en la figura 8a y 8b . 

En ambas figuras se observé que, cuando los excipientes del bolo se encontraban en la 

maxima cantidad esperada, el espectro de [a mezcia continuaba siendo similar al de la 

SMZ-Na con las respuestas aumentadas, por lo cual se reafirma el hecho de que las 

absorbancias obtenidas no correspondian sdlo a la SMZ-Na. 

FIG. 8a: Comparaci6n de soluciones estandar de SMZ-Na. 

  

Ab
s.

 

  

ao 19 219 Za 22 
Long, onda (nm) 

  

4) Sofucién de SMZ-Na de 10 mog/mi en NaOH 0.1N 
b} Se colocé un bolo placebo trturado en medio de disoluci6n y se mantuvo 4 dias a 3c y 60 1pm. de acuerdo al métod 

de paleta de USP XXII. A partir de esta solucian filtrada, se obtuvo una segunda solucion estandar de SMZ-Na de 250 
meogim!. De la solucién anterior se tomé un . 

mt. ¥ se diluyd en NaOH 0.1N en un matraz de 25 ml para obtener una solucién de 10 megiml       
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FiG. 8b: SMZ-Na en presencia de diferentes cantidades de 
medio de disolucién con bole placebo. 

Capitule 2, 

  

  

' 
abs 0-3 eae 

02 4 O™ 

oO ©. —.-— 

199 219 239 258 279 299 
   

Long. onda 

  

  
Se colocé 1 bolo placebo triturado en medio de disolucién y se mantuvo 4 dias a 
37°C y 60 r.p.m. de acuerda al métode de paleta de USP XXII. A partir de este 
medio se obtuvieron 2 soluciones independientes: 

1} se ditryS ef medic de disolucién at 10% con agua purificada, a partir de ésta se 
teafizé una solucién de SMZ-Na de 250 meg/m y se tomé un ml para diluir en NaOH 
0.1N en un matraz de 50 m! para obtener una solucién de 5 meg/ml 

2) se obtuvo una solucién de SMZ-Na, ja cual se diluyo para obtener una 
solucién de 5 megimi en N3OH 0.1 N.   
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Proceso de extraccién de los excipientes del bolo en solucion. 

Nufiez A., reporta que al triturar el bolo y realizar una extraccién con cloroformo es 
posible separar a los excipientes del bolo en solucién y la SMZ-Na empleando como fase 
acuosa NaOH 0.1 N. 

Este proceso se usé6 para tratar de eliminar la interferencia producida por los excipientes 
disueitos en el medio. En éste caso no se trituré el bofo, sino que se realiz6 la limpieza de 
la muestra de! medio de disoluci6n de un “bolo placebo” mediante el proceso de 
extraccién de los componentes disueltos. Se observé (figura 9) que este proceso no es 
eficaz y que conforme aumenta el tiempo de disalucién el espectro de la solucién cambia. 

Este comportamiento puede deberse a que durante la disolucién los componentes del 
bolo se degradan, por lo que el proceso de extraccién de dichos componentes no es el 
adecuado para fas muestras. 

FIG. 9: Espectros obtenidos después de extraer los componentes presentes 
en la solucién de! bolo placebo con cloroformo. 

  
  

  

28 2B 28 3B 2B 2B Bw 

Lory arh(n) 

  

i 
i 

1) Solucién de balo placebo a la que se le realizé el proceso de extraccién, después de 30 minutos 
de disolucién, iectura en NaOH 0.1 N. 

2) Solucién de bolo placebo a !a que Se le realizé el proceso de extraccién, después de 24 horas de 
disolucion, lectura en NaOH 0.1 N. 

3) Solucién de bolo placebo a fa que se te realiz6 ef proceso de extracciOn, después de 72 horas de 
disolucién, lectura en NaOH 0.1 N. 

4} Agua purificada a la que se fe realizé e! proceso de extraccion, lectura en NaOH. 
El blanco empleade para fa lectura espectrofotamétnca fue NaOH 0.1N tratado también con el proceso de extraccién 
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Ensayo para la estimacion de las concentraciones de SMZ-Na liberada. 

Debido a las caracteristicas de los espectros antes observados y que ei analito no 

presenta absorcién selectiva, la cuantificacion de SMZ-Na se realiz6 por el método de 

MCP. 

Previamente al establecimiento del método para aplicar el modelo empirico de MCP fue 

necesario realizar una curva de calibracién (por duplicado) usando el método 

colorimétrico de Bratton-Marshali, de tal forma que se obtuvo una curva de calibracién 

apropiada. 

En la diagrama 4 se describe e! procedimiento para la obtenci6n del compuesto colorido 

y en la diagrama 5 se muestra el procedimiento para realizar la curva de calibracién. 

Asi mismo, fos resultados obtenidos de la evaluacién de fa curva de calibracién se 

muestran en la tabla Il. 

DIAGRAMA 4: Procedimiento para la formacién de] compuesto colorido caracteristico de 
sulfonamidas y cuantificable por espectrofotometria visible 

(Adams R., 1958:3-34). 

  

| En un tubo de ensaye perfectamente limpio colocar | m! de muestra. 

  

  

   Esperar 1 minuto. 
  

$ t ' ' t : ' ' : 
t 
i Para fa 
' preparacién de 
: los reactivos se 
' debe empiear 
' agua purificada 

Icon el fin de 
' t : t ' : ' ' t i r t i 1 i ' t i : ' : ' t : t ' 

, 

  

Agregar | ml de una solucién al 0.2% 
de nitrito de sodio. 
  

J Esperar 2 minutos. 

  

Colocar en el mismo tubo J ml de solucién al 1% 

de Sulfamato de Amonio. evitar 
lcontaminacione 

's durante la 
zeaccion. 

  

J Esperar 3 minutos. 

        Agregar t ml de solucién de 
N-naftiletilendiamina al 0.2%. 

t 
Se produce una coloracién rosa caracteristica de ta presencia de| 

sulfonamidas, fa cual es proporcional con la concentraci6n. 
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DIAGRAMA 5: Preparacién de la curva de calibracién empleando el método colorimétrico. 

  

[ Preparar una solucién de SMZ-NA de 50 mcg/ml en agua purificada. 

4 
Realizar un barrido con la solucién anterior desde 200 hasta 600 nm. 

J - 

Obtener Ia longitud de onda para realizar las Jectura de la curva de calibracién: 543.5 nm ] 

  

  

      

  

  

| *Pesar 0.0500 gramos de SMZ-Na y disolver en 200 mi de agua desionizada. | 
  

Y 
Tomar 0.5, I, 2, 3, 4 y 5 ml de la solucién anterior y Hevar por separado a matraces volumétricos de 25 mil. 

(realizar cada solucién por triplicada). 

q 
Llevar a marca de aforo con agua desionizada para obtener soluciones de 5, 10, 20, 30, 40 y 50 meg/ml 

respectivamente. 

J 
[ A cada soluci6n realizar la reaccién cotorida de Bratton-Marshall. ] 

J 
Leer en ef espectrofotémetro a 543.5 nm (no dejar que pase mas de 10 minutos entre la adicién del ultimo 

reactivo y Ja lectura de dicha muestra). 

  

  

  

  

        

TABLA Il: Datos de la evaluacién de resultados 
obtenidos para las curvas de calibraci6n. 

  

  

    

Curva de calibracién 1. Curva de calibracién 2. 

CV % 1.90 1.47 
Coeficiente de determinacién (1°). 0.9991 0.9974 
Pendiente (m). 0.9943 1.0710 
Ordenada al origen (b) 0.02878 0.029134 
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La estimacién de las concentraciones que se emplearon al desarrollar y validar el método 

de cuantificacisn de SMZ-Na por MCP se obtuvieron a partir del siguiente ensayo: 

Se realizé e! procese de disolucién (por duplicado)m empleando “bolos cargados” y se 

determinaron las concentraciones de SMZ-Na liberada a diferentes tiempos de disoluci6n 

empleando e! Método colorimétrico de Bratton-Marshail y la curva de calibracién antes 

descrita. . 

El diagrama 6 sefiala el procedimiento general de obtencién de las muestras para la 

determinacién de la concentracién de SMZ-Na liberada durante fa disolucién, mientras 

que en /a tabla Il se muestran las concentraciones determinadas. 

DIAGRAMA 6: Procedimiento para la determinacién de concentraciones de SMZ-Na 

durante la disolucién (método de Bratton-Marshall). 
Se realizé fa disolucién por duplicado. 

  

Colocar un bolo “cargado” en un litro de agua desionizada. 

J 
Seguir la disolucién segin el método de paleta de la USP XXII, a 60 r.p.m. y 

37°C. 

J 
Tomar y filtrar muestras de 10 mia diferentes tiempos durante 4 dias, el volumen de Ja muestra 

debe ser repuesto con agua desionizada. 

q 
Fomar un ml y Hevar aun volumen de afore con agua purificada de 

ta} forma que Ja concentraci6n final se encuentre deniro de Ja curva 

de calibracion. 

  

  

      
  

      

  

      
| Realizar la reaccién colorimétrica. 

  

Leer a $43.5 nm. (no dejar que pasen mAs de 10 min. desde ta 
adicién del dltimo reactivo y esta lectura. 

J 
Estimar las concentraciones con Ja curva de calibraci6n. 
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TABLA Ili: Datos de disolucién obtenidos. 

  

  

  

Tiempo de Bolo 1. Bolo 2. 
disolucién 
(horas). Factor de Porcentaje Factor de Porcentaje 

diltucién. disuelto. diluci6n. disuelto. 

0.25 50 3.59 50 3.61 
05 50 6.14 50 6.85 

1 50 9.59 50 10.99 
2 50 16.01 50 10.42 

3 50 20.18 50 20.92 
4 50 25.16 50 23.43 
5 50 25.41 50 23.50 

6 50 23.22 50 24.89 
7 100 30.36 100 25.18 
9 100 31.29 100 27.14 
12 100 40.93 100 37.91 
24 100 46.75 100 50.30 
48 400 73.21 100 73.45 
54 100 77.93 100 77.58 
58 100 81.78 100 84.50 
74 100 81.54 100 83.30 
79 100 92.47 4100 98.27         
  

Cabe mencionar que aunque el método colorimétrico ayud6 a estimar las concentraciones 
de SMZ-Na, no fue el mas adecuado para el estudio de las cantidades liberadas del 
farmaco, pues si bien los excipientes liberados del bolo placebo no presentan lectura en 
la banda de 400-600 nm (figura 70) el uso de este método implicaria: 

o
o
o
 Incremento en costos de andiisis, 

mayor tiempo de andlisis, 

establecer ej tiempo de estabilidad del compuesto colorido, (e! cual podria cambiar 
muy facilmente para las muestras dependiendo de! tiempo de disolucion y 
almacenaje). 

© Sila SMZ-Na se degrada, sus productos pueden preducir interferencia (fig. 11), por lo 
cual seria necesario establecer previamente si existe la degradacidn de ésta. 
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Capttulo 2. 

FIG. 10: Barrido de tas solucién de bolos placebo siguiendo el mismo 
procedimiento de andlisis que para las muestras con SMZ-Na. 

  

  

dm 
iY 

317, % 

1 \ 2,7 

Abs. 

4 

o 4 

200 3c0 400 

Long. onda (nm).       

Solucién de bolo placebo diluida en NaOH 0 1N, después de 96 horas 
de disolucién y usando el método colorimétrico.       

FIG. 11: Barridos de soluciones de diferentes sulfonamidas usando el método de Bratton- 
Marshall. : 
  

  

Long anda(n) 
  

1) Solucién estandar de SMZ-Na 10 mcg/mlen agua purificada, usando el método colorimetric. 
2) Solucién de Ac. suHfanilico 10 meg/mt en agua purificada, usando el método colorimétrico. 
3) Solucién de Suifanilamida 10 meg/mt en agua purificada, usando el método colorimétrico.       
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Captirlo 2, 
  

Desarrollo del modelo MCP. 

Recordando !o mencionado en e! capitulo 2, una parte importante en el método matricial 

de MCP es fa eleccién de la banda de longitudes de onda para realizar las ‘ecturas 

espectrofotométricas de las muestras y su tratamiento matematico. Si bien el modelo de 

MCP es de “andlisis de espectro completo”, por cuestiones del funcionamiento del equipo 

espectrofotométrico con el que se cuenta, sdlo se eligieron 8 longitudes de onda por lo 
que el criterio de seleccién de longitudes de onda se realiz6 tomando en cuenta ios 
puntos de inflexi6n del espectro puro principalmente ya que son representativos de las 
tendencias del espectro. 

De acuerdo al barrido de fa solucién de SMZ-Na (figura 12), se eligieron las longitudes de 
onda donde se encuentran los rasgos espectrales caracteristicos de este analito: 

225, 230, 243.5, 248.5, 257.5, 268, 280 y 292. 

A partir de estas longitudes se analizé si el método de MCP era capaz de predecir ja 

concentracion de SMZ-Na aun en presencia de los demas componentes disueltos del 
bolo y sin analizar todas las respuestas a !o largo de la banda espectral completa. 

FIG. 12: Barrido de la solucién estandar de SMZ-Na en NaOH 0.1 N. 

  

Preparacién de las soluciones cuyas respuestas de absorbancia forman la 

matriz de calibracion. 

Durante el estudio de disolucién las cantidades de componentes disueitos cambian, para 

establecer ef modelo de MCP se empleo un conjunto de soluciones de referencia que 

representaron las posibles combinaciones de las mezcias de andlisis. Para obtener ios 

datos de absorbancias a diferentes !ongitudes de onda que formaron ta matriz se hicieron 

soluciones agregando diferentes cantidades de medio de disolucién del bolo placebo de 
tal forma que se obtuvieron diferentes “niveles de concentracién de excipientes” como se 

indica a continuacion: 
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Capttulo 2. 
  

Para obtener las sofuciones que conformaron Ja calibraci6n se tomaron en cuenta los 

volumenes de dilucién empleados en el estudio de disolucién. Entonces, para realizar las 
soluciones de SMZ-Na se decidié agregar 1 mi de medio de disolucién det bolo placebo 
en 25 ml de NaOH 0.1N para tener presentes la mayor cantidad de excipientes disueltos 
que pudieran interferir con la respuesta de la SMZ-Na. 

En el diagrama 7 se indica el procedimiento que se siguié para obtener jas soluciones 

que formaron fa matriz de calibracién, mientras que en la tabla IV se muestra el ntimero 

de sistemas obtenidos para la misma 

TABLA IV: Sistemas obtenidos al elaborar fas soluciones para obtener 
fos datos de absorbancia para la matriz de calibracion. 

  

  

Concentracién Nivel cero de Nivet 1 de excipientes || Nivel 2 de excipientes 

de SMZ-Na excipientes presentes presentes. presentes. 

(meg/ml). 

5 sist. 1 sist. 2 sist. 3 sist. 4 sist. 5 sist. 6. 
10 sist. 7 sist. 8 sist. 9 sist. 10 sist. 11 sist. 12 
15 sist. 13 sist. 14 sist. 15 sist. 16 sist. 17 sist. 18 
20 sist. 19 sist. 20 sist. 21 sist. 22 sist. 23 sist. 24 
25 sist. 25 sist. 26 sist. 27 sist. 28 sist. 29 sist. 30               

  Nivel cero: sin medio de disolucién del bole placebo. 

Nivel 1: un ml. de medio de disolucién dei bolo placebo segun el procedimento del diagrama 7. 
Nivel 2: dos ml de medio de disolucién del bolo placebo seguin el procedimiento del diagrama 7.     
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Capituio 4 

De igual forma se observa que los valores de t, son una imagen directa de las 
concentraciones: 

TABLA VI: Valores de Th obtenidos a partir de los Wh 
para cada concentracién de SMZ-Na real (matriz de calibraci6n 1). 

  

  

            

Concentra- | Concentra- | Vectores Concentra- | Concentra- | Vectores de 
ciones reales ciones de carga_ | ciones reales ciones carga de 

segiin la centradas de segun la centradas. | marcadores 
solucién marcado- solucién (th). 
estandar. tes (th). estandar 
4.9352 -9.8704 8.28 14.8056 0 0.09 
4,9352 ~9.8704 -7.89 414.8056 oO 0.14 
4.9352 ~9.8704 -8.01 14.8056 0 0.09 
4.9352 ~9.8704 7.97 19.7408 4.9352 3.27 
4.9352 -9.8704 -7.91 19.7408 4.9352 3.88 
4.9352 -9.8704 -7.89 19.7408 4.9352 3.87 
9.8704 4.9352 -3.98 19.7408 4.9352 3.97 
9.8704 4.9352 -3.93 49.7408 4.9352 4.114 
9.8704 4.9352 4.01 19.7408 4.9352 4.33 
9.8704 4.9352 -3.98 24.676 9.8704 7.85 
9.8704 4.9352 ~3.87 24.876 9.8704 7.94 
9.8704 4.9352 -3.83 24.676 9.8704 7.88 
14.8056 0 -0.27 24.676 9.8704 7.98 
14.8056 0 0.09 24.676 9.8704 8.16 
14.8056 0 6.01 24.676 9.8704 8.31   
  

FIG. 14: Grafica de valores obtenidos de th contra las concentraciones 
tedricas centradas. 
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Lapitio £4, 

Para evaluar la capacidad de prediccién de los valores obtenidos del modelo y para 

establecer ef numero de iteraciones (h) requeridas del algoritmo, se determinaron las 

concentraciones de las mismas soluciones con los cuales se forms la calibracién (Wh, 

Vh.Bh). 

En la tabla V!I se muestran los valores estimados para cada curva de calibracién y en la 

tabla Vill se muestra el andlisis de las concentraciones determinadas con la matriz de 

calibracién respectiva (Conc. determinada/ Conc. real). 

TABLA VII: Valores estimados para h= 4 y h= 7 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

          

Curva de calibracién 1 Curva de calibracién 2 

Concentraciones | Concentraciones Concentraciones Concentraciones 

estimadas (cuatro | estimadas (siete | estimadas (cuatro estimadas (siete 

repeticiones). repeticiones). repeticiones). repeticiones). 

4.8990 4.9242 4.8551 4.8466 

5.0738 5.0086 5.0599 5 0613 

5.0096 4.9563 5.0334 5.0656 

4.9494 4.9113 4.7415 4.7419 

5.0463 5.1148 4.9839 4.9753 

4.9131 4.9036 5.0456 5.0582 

10.0518 10.0964 9.8374 9.8067 

9.8072 9.8332 9.9061 9.9011 

9.9210 9.9544 9.9205 9.9209 

9.8911 9.7814 9.8122 97942 

9.9629 9.9302 9.8914 9.9076 

9.8168 9.8187 9.9890 9.9846 

14.6659 44.6039 44.7594 14.7101 

14.9806 14,9991 44.9325 14.9148 

14.6245 14.7026 14,4849 44 5185 

14.6235 14.7141 14.7863 44.8081 

14.7233 14.6716 14.8455 14.8416 

14.6319 14.6745 14.6892 44.7084 

19.2569 19.3308 19.6316 49 6358 

49.7483 19.7295 19.7303 19.7282 

49.7675 49.7923 19.7222 19.7188 

19,7394 49.7070 19.6298 19.6566 

19.7551 19.8266 19.6153 49.5858 

19.6563 19.6829 19.8339 49.8348 

24.7751 24.7098 24.5965, 24.6173 

24.8807 24.8278 24.9391 24,9403 

24.6613 24.7586 24.6168 24.6425 

24.6929 24.7261 24.7548 24,7293 

24.7726 24.6546 24.7136 24.6779 

24.8691 24.8216 24.6652 24.6902   
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Capttuto 2. 

TABLA Vill: Evaluacién de las concentraciones determinadas 

(Conc, determinada/Conc. real). 

  

  

  

  

Numero de repeticiones det % de CV para la % de CV para la 

modelo matricial (th obtenidos). Calibraci6n 1. Calibracién 2. 

4 1.61 1.40 

2 1.70 4,49 

3 4.10 1.03 

4 1.07 4.09 

5 4.01 1.132 

6 1.00 1.09 

7 0.99 1.08 

Hasta Pr 0.99960 0.99974 

th4. b 0.005922 0.0382 

m 0.99960 0.99974 

Hasta P 0.99966 0.99975 

th7. b 0.004099 0.00369 

m 0.9996 0.99975             
Como se observa en la tabla anterior para obtener los datos de th, Wh, Vb y Bh que 

estimen las concentraciones de muestras desconocidas no es necesario hacer mas de 4 

Tepeticiones (h=4) del proceso matematico establecido en el algoritmo. 

Por {o tanto el modelo establecido para MCP, el disefio de las soluciones para obtener los. 

datos de la matriz de calibracién, las condiciones de andlisis y las longitudes de onda 

seleccionadas producen matrices de calibracién adecuadas para la estimacion de 

concentraciones desconocidas de SMZ-Naa través del algoritmo sefialado para MCP 
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Captiuto 2. 

(3) CONDICIONES FINALES PARA EL ANALISIS. 

  
  

 Emplear el método de disolucién de paletas USP XXil, a 60 r.p.m. y 
37°C, usando un litro de agua desionizada (18 mQ) como medio de 

disolucién. Cualquier muestra que provenga de este medio de 

disolucién debe filtrarse. 

(0 El modelo matricial establecido para el método de MCP debe realizarse 
segin el algoritmo establecido (Haaland, 1988:1193-1202), con 4 
repeticiones de los caiculos de th para estimar las concentraciones de 
SMZ-Na de muestras desconocidas. 

O Las muestras de analisis deben estar en NaOH 0.1N y leerse en el 
espectrofotémetro a 225, 230, 243.5, 248.5, 257.5, 268, 280 y 292 nm.     

0 Todas tas soluciones de NaOH empleadas para los estudios deben 

estar preparadas con agua desionizada (18 mQ). 

Las matrices de calibraci6n deben provenir de soluciones diluidas en 
25 ml de NaOH 0.1 N. 

(La formulacién y peso de los bolos empleados para el estudio se 
muestra en la tabla I de este capitulo.     
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Capttulo 3. 
  

Ya que durante el proceso experimental la validacion fue del tipo concurrente, en este 
capitulo se muestran tanto los estudios realizados para mejorar las caracteristicas del 
método (optimizar) como la validacién del mismo; la optimizacién se realizd 
conjuntamente con la determinacion de Ia linealidad del sistema, linealidad del método, 
precision y exactitud, y consistié basicamente en elegir las longitudes de onda para 
formar la matriz de calibracién cuya solucién proporcionase las mejores estimaciones de 

las concentraciones. 

El material y equipo empleado fue el descrito en fa seccién 1 del capitulo 2. De igual 
forma, el método desarrollade y las condiciones de trabajo (medio de disolucidn, 
tratamiento de muestras, temperatura, lecturas de longitud de onda), ya han sido 
mencionados en la seccidn 3 del capitulo 2. 

Per otra lado, las caracteristicas del método, asi como los valores de los criterios 
especificados, para establecer la confiabilidad se muestcan en la cuadro X. 

CUADRO xX: Especificaciones para ta evaluacion de 

las caracteristicas del método 
(Manual de validacién, CNQFB:4-11). 

  

  

CARACTERISTICA A | CRITERIO DE EVALUACION ESPECIFICACION 
EVALUAR (Criterio de aceptacién) 

Linealidad de! sistema. Coeficiente de variacién (CV). 

  

Calibracion del método 

{linealidad del método).     
  

  

r Mayor o igual a 0.99 

Precision. CV. Menor 0 igual a 3.00% 

Exactitud. Prueba “t de student”. E! valor calculado de “t” debe ser 
menor al valor tabulado bajo el 
nivel de significancia de 0.05. 

Especificidad. Prueba “t de student”. El valor caiculado de “t” debe ser 
menor at valor tabulado bajo el 
nivel de significancia de 0.05. 

Reproducibilidad. * Modelo Factorial Jerarquico o Se debe establecer que no hay 
Producto Simbélico Simple. diferencia significativa con soporte 

estadistico (No sechazar la 

hipdtesis nula, Ho). 

Estabitidad. ** Diferencia Minima Significativa Se debe establecer que no hay 
(DMS) diferencia significativa con soporte 

estadistico (No rechazar la 

hipotesis nula, Ho). 

  

  

        
* Para los cdlculos ver el apéndice 1. 
** Dara los calculos ver el apéndice 2 
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Capitulo 3, 

  

(1) OPTIMIZACION DEL METODO. 

(1.1) LINEALIDAD DEL SISTEMA. 

La linealidad de! sistema es la capacidad del mismo para asegurar que las respuestas 

analiticas son directamente proporcionates a la concentracién del analito dentro de un 

intervalo determinado de concentraciones. 

La linealidad del sistema se evalué construyende y resolviendo una matriz de calibracion 

a dos ‘niveles de concentracién de excipientes”, dichos niveles se establecieron como se 

indicé en el desarrollo del método, capitulo 2. 

Cabe sefialar que con el fin de evaluar las longitudes de onda que dan mejores resultados 

al resolver la matriz de calibracién, se evaluaron los sistemas en 2 diferentes grupos de 8 

longitudes cada uno: 

Grupo A de 225,230, 243.5, 248.5, 257.5, 268, 280, 292 nm. 

Grupo B de 215, 220, 225, 230, 243.5, 248.5, 257.5, 292 nm. 

El grupo A esta constituido por fas longitudes de onda empleadas en el capitulo 2; Ja 

eleccién de las longitudes del grupo B se basan en el mismo criterio que se tomé para el 

grupo A (seleccién de puntos de inflexién), sdlo que en este caso se incluyeron mas 

longitudes menores de 243.5 (primer maximo), ya que en la banda de 210-240 nm se 

observe que la presencia de los excipientes disueltos se manifestaba mas faciimente (Ver 

las figuras 7 y 12, capitulo 2). 

Los sistemas obtenidos asi como su elaboracién se muestran en la tabla IX y él 

diagrama 8 respectivamente. 
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Capitulo 3. 

  

DIAGRAMA 8: Procedimiento experimental para obtener las soluciones cuyas 

absorbancias forman la matriz de calibracion del sistema. 

  

  

[ Colocar un bolo placebo en I litro de medio de disoluci6n. 
  

Preparar las siguientes soluciones 

estandar a dos “niveles de excipientes”. 
  

    
  

Realizar la disolucién por 96 horas con el aparato 

de disolucién #2 de la USP. 

  

t-—___—_{ 

  
Tomar ef medio de disolucién y filtrarlo. ] 

  

Nivel } de cutina. 

  
Nivel 2 de cutina. 

  
  

(A partir de una solucién stock de SMZ-base en 

NaOH @.1N, preparar aleatoriamente soluciones 

por triplicado ¢ independientes (en matraces 

volumétricos de 25 mi) de concentraciones de 1, 5, 

10, 15,20 y 25 mcg/ml. En cada solucion se debe 

ladicionar | ml de Ja muestra de disolucién (para el 

nivel de excipientes” de 1). 
Llevar a marca de aforo con NaOH 0.1N.   

A partir de una solucién stock de SMZ-base en 

INaOH 0.1N, preparar aleatoriamente soluciones por 

triplicado e independientes (en matraces 

volumétricos de 25 ml) de concentraciones de 1, 5, 

10, 15, 20 y 25 meg/ml. En cada solucién se deben 

adicionar 2 mi de la muestra de disolucién (para e! 

nivel de excipientes” de 2). 
Llevar a marca de aforo con NaOH 0.1N.     

  J 

Establecer la matriz de calibracién (36 soluciones). 

  J 
  

Leer fas absorbancias de cada solucién en e} 

siguiente grupo de longitudes de onda: 225, 230, 

2435, 248.5, 257.5, 268, 280, 292 {GRUPO A).   
Leer las absorbancias de cada solucién en el 
siguiente grupo de longitudes de onda: 215, 220, 
225, 230, 243.5, 248.5, 257.5, 292 (GRUPO B).     

  

J 
    Segun el algoritmo de catibracién obtener los datos de la matriz y estimar las concentraciones de las mismas 

sotuciones que formaron la matriz, empleando el algoritmo de prediccién.   
  

L 
[Obtener en cada caso los criterios para la evaluacién del sistema. 

TABLA IX: Sistemas que se obtienen en cada grupo de longitudes para evaluar la 

linealidad de! sistema seguin el procedimiento 

de! diagrama 8 (Ilevar a marca de aforo con NaOH 0.1 N). 

  

  

  

  

  

  

              
  

Conc, SMZ-Na (meg/ml). 
Nivel de excipientes 1 Nivel de excipientes 2 

4 sist 4 sist 7 sist 13 sist 19 sist 25 _| sist 31 

5 sist 2 sist 8 sist 74 sist 20 sist 26 sist 32 

10 sist 3 sist 9 sist 15 sist 21 sist 27 sist 33 

45 sist 4 sist 10 sist 16 sist 22 sist 28 sist 34 

20 sist 5 sist 44 sist 17 fsist23_ |sist29 [sist 35 

25 sist 6 sisti12  |sist18 [sist24 [sist30 [sist 36 
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En la sig. tabla (tabla X) se muestran los resultados de las concentracién estimadas para 

los sistemas elaborados de acuerdo al grupo de longitudes empleadas. 

TABLA X: Resultados obtenidos de concentraciones 
estimadas (recuperadas). 

  

  
  

  

          

Concentracién Concentraci6n estimada. Concentracién Concentracion estimada. 
real. real. 

Grupo de Grupo de Grupo de Grupo de 
“| longitudes longitudes longitudes A. | longitudes 

A. B. B. 

1.0426 4.0876 1.1252 15.1902 46.0733 46.0351 
1.0426 0.9648 1.41296 16.1902 15.1510 48.7439 
4.0126 1.0726 1.0869 15.1902 15.0748 15.8326 
41.0126 0.9964 1.4184 15.1902 15.1274 15.9086 

4.0126 1.0294 1.0633 15.1902 14,9681 45.7646 
1.0126 1.0166 4.0533 15.1902 14.9973 15.8015 
5.0634 5.0927 5.4238 20.2536 20.1802 21.2372 
5.0634 5.0648 5.4205 20.2536 20.0432 21.4389 

5.0634 51121 5.3110 20.2536 20.0857 21.5408 

5.0634 5.0578 §.2945 20.2536 20.0996 21.5817 
5.0634 5.1774 5.3650 20.2536 20.1686 21.2279 

5.0634 5.1372 5.3412 20.2536 20.3272 21.3122 
10.1268 140.1218 10.7441 25.3170 25.2356 26.9765 
10.1268 9.9535 10.4653 25.3170 25.3155 26.8451 
10.1268 9.9686 10.6662 25.3170 25,4271 26.5222 
10.1268 9.8884 10.6606 25.3170 25.1038 26.6405 
40.1268 9.9678 10.6200 25.3170 25.1724 26.8893 
410.1268 10.1105 10.7041 25.3170 25.3413 26.9116   
  

Una vez que se obtuvieron las concentraciones estimadas de SMZ-base se hiz6 el 
analisis de regresién (Conc. real en funcién de la Conc. estimada), y se obtuvieron los 
valores de porcentajes de CV. Estos datos se muestran en la siguiente tabla: 

TABLA XI: Resultados de la evaluacion de Ia linealidad del sistema. 

  

  

  

  

  

  

      
    

Evaluaci6n de los Evaluacién de los 

resultados cuando se resultados cuando se 
empled ef grupo de empleo el grupo de 

longitudes A. longitudes B. 

cv. 2.03% 1.77% 

cr 0.99988 0.99977 

t 0.99993 0.99988 

m 1.00046 1.05541 

b -0.0089 -0.2653 

* Prueba del intercepto, valor de *t 
calculada’, (trap =2.0301) 0.0134 0.01731 

* Ver ef apéndice 3 para su calculo.   
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Como se observa, cuando se emplea e! grupo de iongitudes A para realizar la matriz, el 
valor del CV es ligeramente mayor de? 2% (2.03), mientras que los coeficientes de 
correlacién son mayores a 0.99 en ambos grupos, por lo que al resolver fa matriz para el 

grupo de longitudes A o B la estimacién de las concentraciones se considera buena. 

Esto ultimo también se observa en el coeficiente de determinacién, el cual muestra que la 

curva es lineal en el intervalo de concentracién de 1 a 25 mcg/ml. Con estos mismos 

datos se realiz6 una prueba adicional (prueba del intercepto); en ambos grupos de 
longitudes se observa que el valor de t calculada es menor que el valor de t tabulada (t 
tabulada con valor de 2.0301, a un nivel de significancia de 0.05), por lo cual se considera 
que las matrices de calibracién pasan por el origen con fo que se dice que ambas curvas 
presentan buena propiedad de linealidad. 

(1.2,) LINEALIDAD DEL METODO. 

La finealidad del método es la capacidad de! mismo para asegurar que la relacién 
establecida entre la cantidad de activo adicionada y la cantidad de activo determinada son 
directamente proporcionales en un intervalo de concentraciones determinado. 

Al emplear SMZ-Na en base seca ésta absorbia muy facilmente fa humedad del 
ambiente, lo cual dificultaba realizar las pesadas adecuadamente y se producia mayor 
variacién entre cada medicién, por ello fue necesario usar SMZ-Na en base hiimeda; la 
siguiente ecuacién permite hacer Ja correccion en cuanto a peso y concentracién segun el 
Porcentaje de Humedad (%H) que presente el analito: 

Concentracion tedrica x {400-%H) Conceniracién 
400 tedrica real 

Con el fin de tener una matriz de calibraci6n Optima que incluyera las posibles 
combinaciones que se presentan durante fa disolucion, (alta cantidad de excipientes 
disuettos con baja liberacién de SMZ-Na, baja cantidad de excipientes disueltos con alta 
liberacién de SMZ-Na, ambos en baja cantidad, ambos en alta cantidad), se obtuvieron 
muestras de! medio de disolucién con placebo a diferentes tiempos en un intervaio de 4 
dias. De ésta forma se preparan soluciones estandar equivalentes a 20, 40, 60, 80, 100 y 
420% disuelto det contenido de SMZ-Na en el bolo cargado. Estos porcentajes se eligen 
en base a la prueba de disolucién realizada en el capitulo 2, (al igual que en la Linealidad 
del Sistema, se evaluaron los 2 grupos de longitudes de onda). 

En ja diagrama 9 y la tabla XII se muestra el procedimiento para la obtencion de las 

muestras, cuyas respuestas produjeron la matriz de calibraci6n. 
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DIAGRAMA 9: Procedimiento para crear la matriz de calibracién del métedo 

  

  Tomar} Inde Colocar 10 bolos placebo, cada uno en 1 litro de medio de disolucién. I 

agua Tomar una muestra de 2 litros de medio de disolucién a diferentes 
    
  

  
1 hora. 12 horas. 48 horas. 96 horas. 

- | | | | . 
Dejar que el medio de disolucién esté a temperatura ambiente y filtrar. 
Determinar el porcentaje de humedad de SMZ-Na que se emplearé para 

las preparaciones de cada muestreo. 

  

  

Para cada muestra de medio de disolucién preparar (el mismo dia de su obtencién) soluciones 

ide SMZ-Na que contengan el equivalente a 20, 40, 60, 80, 100, 120% de SMZ-Na presente en 

bolos cargados. Para obtener cada solucién se haran pesadas independientes por triplicado y 

se Hevaran a marca de aforo con las muestras del medio de disolucién. 

| 
A partir de cada una de las preparaciones anteriores, obtener soluciones con concentraciones 

de 4, 8, 12, 16, 20 y 24 mcg/ml respectivamente, llevar a marca de aforo de 25 ml. con NaOH 

0. N(prepararlas en orden aleatorio). 

L 
Obtener Ia concentraci6n teérica real segan 

el peso de SMZ-Na y el %H 

f J 

  

  

    
  

  

    
  

  

Leer las absorbancias de cada solucién ef dia de Leer las absorbancjas de cada solucién el dia de 

lsu preparacion y en el siguiente grupo de su preparacién y en el siguiente grupo de 

longitudes de onda: longitudes de onda: 

1225, 230, 243.5, 248.5, 257.5, 268, 280, 292 215, 220, 225, 230, 243.5, 248.5, 257.5, 292 

(GRUPO A). (GRUPO B).         
  

fEstablecer una matriz de calibracién para los datos de cada grupo de longitudes de onda(90 

soluciones estandar en total), empleando ef algoritmo de calibracién (Capitulo 2) 

J 
‘De acuerdo a fo establecido en e] desarre}le de) métedo emplear el algoritmo de 

prediccién para determinar Jas concentraciones de las mismas soluciones que formaron 

la matriz. 

  

    
  

  

    
  

  

Obtener en cada caso los criterios para la evaluacién del método. 
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TABLA XIt: Sistemas y datos de humedad obtenidos. 
Estos sistemas se evaluaron tanto en el grupo de longitudes 

de onda A como en ei grupo B. 

  

  

  

  

  

Tiempo de |Concentraciones |*Porcentaje |{Tiempo de Conceniracion | *Porcentaje de 
muestreo _|tedricas de humedad |/Muestreo | es tedricas humedad de 
(horas). (por triplicado). | ge SMZ-Na (horas). {por triplicado). | snqz7-Na 

0 4 6.70 48 6.40 

1 6.60 96 5.57 

42 6.28 

  

    

  

        
    * Cabe sefialar que por cuestiones de planeacidn, fa evaluacién no se realiz6 en orden ascendente de tiempo de muestreo, 

io cual exptica que los %H no aumenten con el tiempo y no sean iguales para el tiempo de 0 y 4 hora. 
  

Una vez que se obtienen las calibraciones respectivas para cada grupo de longitudes de 
onda y, de acuerdo a fo establecido en el desarrollo del método, se emple6 el algoritmo 
de prediccién para determinar las concentraciones de las mismas soluciones que 
formmaron la matriz, en la tabla XIIt se observan los resultados de la determinacion de 

concentsaciones de laf soluciones. 
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TABLA XIll: Resultados de concentraciones estimadas (determinadas) 

para e} grupo de longitudes A y 8. 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Conc. tedérica| Conc. estimada ||Conc. tedrica| Conc. Cone. 
corregida Estimada Gpo. B corregida estimada |estimada 
con % H Gpo. A con % H Gpo. A Gpo. B 

4.0595 3.7592 3.5800, 46.2190 14.7940 14.8681 

4.4308 4.1639 4.0923 16.0480 14.7790 14.7665 

4.2200 3.9488 3.7652 15.2220 14.7660 14.7641 

8.1526 7.8320 7.7636) 18.8100] 18.5090 18.5664 

8.0033 7.8670 7.6239 18.8200 48.3550 18.4090 

7.7336 7.5142 7.3424: 19.1940 18.8470 18.8815 

11.3750 41.3060 11.1880 22.6870 22.5550 22.7174 

11.3840 41.2300 11.0672 22.7490 22.3160 22.4652 

11.6000 11.3620 11.1920: 22.6850 22.3030 22,5795 

15.5770 15.3630 15.1958 4.3655 3.9412 3.57771 

45.1720 15.0540 14.9565: 4.6332 4.1656 4.0558 

15.2150 14.9390 14.9755) 4.2045 3.6267 4.1320 

18.9640 18.8520 48.7906 7.9841 7.4659 7.6215 

18.8410 18.5860 18.3845 7.7604 7.2150 7.2235 

19.2540 49.0200 18.9693, 7.6677 7.0289 7.2942 

22.9280 22.5120 22.3182 11.8060 11.2370 11.2593 

22.4960 22.2420 22.0420 11.7470 41.2990 11.4466 

23.1790 22.8970 22.9059. 11.4760 141.0010 41.2001 

3.85870 3.8214 3.72858 15.2430 14.7340 15.1946 

4.5598 4.2916 4.20402 16.4240 14 8540 15.0475 

4.3263 4.1390 4.10786 15.4500 15.0190 14.6527 
8.0548 7.8932 7.84811 49.3240 18.8520 18.8901 

7.9269 7.6214 7.58211 49.5950 19.4420 19.1726 

8.3057 8.0628 7.97501 19.0000 18.5510 18.6938 

11.4040 11.1630 11.0553. 22.6430 22.1980 22.7119 

11.4580 11.7460 11.0864: 22.7340 22.2030 23.2518 

11.4380 11.2450 414.0182 22.9950 22.6060 23.4023 

45.7720 15.3740 15.2837 4.1077 3.8888 4.15155 

15.0980 14.8270 14.6820 4.2069 3.8035 4.46834 

15.6770 15.3120 18.2422 3.8499 3.5037 4.48907 

18.8730 18.7680 18.6029 7.9161 7.8066 7.88130 

19.3670 19.1480 19.0849. 8.0388 7.5074 7.93215 

19.1200 18.8820 18.5803, 7.8198 7.6329 7.91046 

23.0230 22.7850 22.4715; 11.4760 11.0860 14.6621 

22.9160 22.5390 22.4881 11.5030 41.1120 11.9054 

23.3170 23.2220 23.0265) 11.3970 10.9720 11.6960 

4.48170 4.1255 3.9473 15.7760 15.4430 16.3518 

4.0899 3.7789 3.5945 15.1990 14.8350 15.9419 

4.0506 3.7312 3.7484 15.6370 15.2780 18.9965 

7.5585 7.4769 7.1665 49.3130 18.8330 19.8795 

7.5295 7.41950 7.1299 49.6490 19.3240 20.3805 

7.6091 7.3838 7.2861 19.3500 18.9716 26.0111 

11.3840 10.9930 11.0822 23.0860 22.9480 24.8588 

41.4600 11.2320 11.1720. 23.1010 22.6270 24.9065 

11.2640 41.0030 10.9225: 23.2870 22.6160 24.2967                   
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A partir de los valores de concentraciones determinadas y las tedricas se obtuvieron los 
criterios de evaluacién para esta caracteristica del método; los resultados de estas 
pruebas se muestran en la tabla XIV. 

TASLA XIV: Resultados de los criterios de evaluacién 

  

Matriz de Matriz de 
Calibracion calibracion para 

para el Grupo el Grupo de 

de longitudes longitudes B. 

  

  

  

  

  

      
  

A. 
CV 2.6816 2.9376 
r 0.9995. 0.9995 

r 0.9997 0.9997 

b -0.3268 -0.3844 

m 0.9995 0.9995 

*Pba. del intercepto, vator de *t caiculada”. 1.9093 1.9668 
(trag- 1.9860) 

* Ver el apéndice 3 para su calcuto   
  

Al analizar la tabla XIV se observé que para ambos grupos de longitudes de onda ios 
valores de CV, r, 7 y t calculada son adecuados (valor de t tabulada a un nivel de 
significancia de 0.05 tiene un vaior de 1.9860). Ademas los criterios evaluados presentan 
valores mas aceptables para e! grupo A que para el B, aunque la diferencia no es muy 
marcada. Por to tanto fas concentraciones determinadas por el método, bajo las 
condiciones establecidas, cumplen con la caracteristicas de linealidad del método al 
emplear las absorbancias de cualquiera de tos dos grupos de longitudes de onda, ya que 
generan una curva lineal en el intervato de concentraciones de 4 a 24 meg/ml. 
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(1.3.) PRECISION Y EXACTITUD DEL METODO. 

La precisién es el grado de concordancia de un conjunto de resultados analiticos del 
método respecto al valor medio de los mismos datos; mientras que la exactitud se define 

como el grado de concordancia entre un valor medio determinado a través de resultados 

analiticos del método y el valor de referencia. 

Con el fin de brindar mayer confiabilidad de que los resultados obtenidos son cercanos a 

los reales, no se emplearon boios placebo para ei estudio sino los bolas cargados (con 
SMZ-Na) y se realizo el estudio a través de adiciones patrén de una solucién de SMZ- 
Base. 

Para el estudio de estas caracteristicas de! método se tomaron muestras de 1, 48 y 96 
horas de tiempo de disolucién del bolo cargado. A partir de cada muestra se prepararon 

soluciones de aproximadamente 8, 15 y 20 mcg SMZ-Na/ mi en NaOH 0.1N por 
sextuplicado (de acuerdo a las estimaciones de cantidades disueltas, capitulo 2) .Estas 

soluciones se preparan nuevamente pero se les adiciona una cantidad conocida de SMZ- 
Base (proveniente de una solucién stock en NaOH) antes de llevar a la marca de aforo. 

Tanto de las soluciones de SMZ-Na (mtra.) como sus correspondientes soluciones con 
SMZ-Base (mtra.+std.) y las soluciones estandar de SMZ-Base (std.) se obtuvé su lectura 
de absorbancia a ics 2 grupos de longitudes de onda sefialados en la linealidad del 
método. Cabe mencionar que las concentraciones de !as soluciones se estimaron en la 

matriz de calibracién respectiva al grupo de longitudes de onda empleado (obtenidas en 
fa lineatidad del método. 

Los procedimientos antes descritos se desglosan en el diagrama 10 y fa tabla XV. 

Cabe sefialar que las soluciones de SMZ-Na, SMZ-Base y SMZ base con SMZ-Na, se 
identifican como mira, std y mtratstd respectivamente 
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Capituto 3. 

TABLA XV: Sistemas evaluados tanto para el grupo de longitudes A y B 

  

  

  

  

  

  

*Conc. final 
aproximada de soins. | Cone. final de la | Concentraciones finales de mtratstd 

Tiempo de de SMZ-Na de ia soln. std. de aproximadas. 

muestreo muestra de SMZ-base 

disolucién. 

{horas). (megiml) (meg/ml) std = std=10 std=15 

5mcgimt megiml meg/m! 

1 8 5 13 18 23 

40 
16 

48 18 5 20 25 - 

40 

96 20 5 25 - -           
  

*Las posibies concentaciones de SMZ-Na en ei medio de disoluci6n se basan en el estudio de disolucién realizado en el 

capitulo 2. A partir de estos datos se hacen tos calcutos de vohkimenes requeridos para preparar las soluciones finales en 

NaOH 0.1N. 
  

Una vez que se obtuvieron las concentraciones de las muestras se realizé la evaluacién 

a partir de la concentracién determinada de Sulfametazina base por: 

Conc.(mtratsta - CONC.¢mteay = Conc determinada de SMZ-base, 

y se calcularon los % de CV de estos datos con respecte ala concentracién de SMZ-Base 

real para cada concentraci6n y cada dia. De igual forma los valores estadisticos de t se 

obtuvieron a través de la ecuacién: 

{calc _ Xconc.determinada SMZ-Base ~ Hone. teérica SMZ-Base 

S(Conc.determinada de SMZ-Base. 
  

En la tabla XVla y XVIb se muestran tos resultados obtenidos. 
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TABLA XVia: Concentraciones estimadas af emplear las matrices de calibracién A y B. 

  

racion A. ~ 

  

       "Matiz dé GA 

  

  

  

  

   

      

     

   

  

  

              

  

  

Tiempo de Tipo de Conc. Promedia _ Desviacion CVS t calculada 
muestreo (hrs.). muestra. determinada. estandar. 

1 

48 

| (mestdt sn _| 
(m+std2}-m 

96 

1 

[ (méstd2)-m “| 
(m+std3)-m 

48 std1 

std2 

{m+stdi}n 

(m+std2}-m 

96 

    

          
  

* £1 valor de t de tablas es de £2.5706 para un nivel de significancia de 0.05 y 5 g.l. 
stdt, std2 y std3 simbolzan las muestras estandar de 8, 15 y 20 meg/ml respectivamente 
m:_muesta.   
  

TABLA XVIb: Resumen de resultados para contrastar los criterios de evaluacién 
obtenidos para cada grupo de datos. 

  

  

  

  

  

  

  

Tiempo | Datos obtenidos a partir de la | datos obtenidos a partir de fa 
(tals Matriz de calibraci6n A Matriz de calibracién B 

2.07 2.98 
1 0.95 1.33 

0.80 1.09 

CV% 48 3.64 1.64 
3.05 2.61 

96 6.76 2.89 

0.46 4.03 
tcalculada 4 0.79 3.03 

3.20 3.94 

(ttablas = 48 0.80 0.68 

£2.5706). 0.26 0.16 

96 ~0.26 0.63             
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Como se observa en fa tabla XVIb, los resultados obtenidos con Ja matriz de calibracion B 

son mas precisos (CV menor de 3%) que aquellos obtenidos con la matriz A. 

Por otra parte, al evaluar la exactitud del método, ambos conjuntos de datos presentan 

desviaciones en las muestras de una hora de disolucién. Lo anterior puede deberse a que 

las cantidades liberadas de SMZ-Na no son uniformes, lo cua! puede conducir a un mayor 

numero de variaciones en la determinacién de las concentraciones en comparacién con 

las determinaciones para las muestras de 48 y 96 horas de disolucién. 

Ademd4s de ello, hay que considerar que dichas desviaciones se presentaron a 

concentraciones de 10 y #5 mcg/ml, las cuales son poco probables de obtenerse a éste 

tiempo de disolucién (3.59% de SMZ-Na total disuelta). 

Por otra parte se debe recordar que los criterios de aceptacién para evaluar fas 

caracieristicas del método pueden variar y estan determinados por los objetivos del 

método. Asi entonces el anatisis de la desviacién de los valores permite evaluar la 

incertidumbre en la estimacién de la media de los valores reales. De este modo se reporta 

que fa magnitud del analito y la complejidad de la matriz resultan importantes para el 

andlisis, pudiendo tomar como aceptable, para muestras de concentraciones pequefias, 

una desviacién del 5-10%. 

Se decidié determinar adicionalmente el porcentaje de desviacién de ta concentraci6n 

estimada con respecte al valor real, para las muestras de una hora de disolucién (ver 

tabla XVII), empleando fa formula: 

(valor estimado- valor real) / valor real. 

Como se observa en dicha tabla, en terminos practicos, no resulta significativa la 

desviacién observada por lo que se afirma que el método es exacto. 
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Capitulo 3. 
  

TABLA XVII: Desviaciones de las concentraciones estimadas 

después de 1 hr. de muestreo. (matriz de calibracién B) 

  

CONCENTRACIONES 
{mog/mi) 

PORCENTAJE DE 
DESVIACION. 

PROMEDIO. 
(%) 

  

5 468 
5.06 
3.89 
3.17 
6.27 
2.38 

4.24 

  

10 

421 

  

15 

      4.48   
  

(1.4) CONDICIONES OPTIMAS. 

Como se menciona en los tres apartados anteriores, se establecié que la MATRIZ DE 

CALIBRACION OPTIMA es aquella que contempla las longitudes de onda 215, 220, 225, 

230, 243.5, 248.5, 257.5 y 292, ya que no importa cuanta SMZ o excipientes han sido 

liberados e! método es capaz de hacer la prediccién confiablemente, por lo cual estas 

longitudes de onda son las que se emplearon para determinar !a absorbancia de las 

muestras durante e! resto del estudio. 
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Capitulo J. 

(2) ESTABILIDAD DE LAS MUESTRAS. 

A través de la prueba de estabilidad se determina el tiempo y las caracteristicas de 
almacenaje en los cuales no se presentan cambios significativos de la concentracién de 
las muestras analizadas. 

Los tiempos de almacenaje elegidos para el estudio fueron 0, 1, 3, 5 y 20 dias , mientras 
que las caracteristicas de almacenaje se muestran a continuaci6n: 

Muestras + Temperatura ambiente (protegido de la 
provenientes del luz). 
medio de 

disolucién. * Refrigeracion (protegido de Ja Juz). 
Muestras y 
caracteristicas de. 
almacén. 

Muestras diluidas Temperatura ambiente (protegido de la 
en NaOH 0.1N luz). 

(listas para 

evaluar). * Refrigeracién (protegido de la luz). 

Ademas con e! fin de evaluar la estabilidad de las muestras cuando se tienen diferentes 
cantidades de SMZ-Na y excipientes disueltos, se realiz6 el estudio de estabilidad a partir 
de muestras de 1, 48 y 96 horas de disolucién (en fa diagrama 11 se muestra el 
procedimiento para reajizar el estudio). 
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Capttuto 3. 
  

DIAGRAMA 141: Procedimiento experimental para la prueba de estabilidad. 

*(EL PROCEDIMIENTO SE REPITE PARA TIEMPOS DE DISOLUCION DE 48 Y 96 HORAS) 

  

Colocar un “bolo cargado” en  litro de medio de disolucién y realizar la disolucion 
con el aparato 2 de la USP XXIL       

  

[ “Después de 1 hora de disclucién retirar_el medio de disoluci6n del aparato. 

‘Esperar a que la muestra se encuentre a temperatura ambiente. r 

*Cotocar 1 ml de solucién en un matraz volumétrico de 50 ml. y Hevar a a marca 

ide aforo con NaOH 0.1N (obtener 3 soluciones independientes) 

  

    
    Dividir en 3 grupos. 

nn. 
  

        
  

Guardar en frasco Guardar en frasco Colocar 50 ml def Cofocar 50 mf del 
lambar cerrado con: lambar cerrado con medio de disolucién medio de disolucién 
“parafilm” y “parafilm” y len frasco ambar len frasco ambar 
lalmacenar en laimacenar a cerrado con cerrado con 
refrigeracion (10°C) temperatura ambiente | “parafilm” y parafilm” y 

almacenar en lalmacenar a 
| | refrigeracion (10°C) temperatura ambiente 

  

  
**Tomar muestras a diferentes 
tiempos de almacenaje: 1, 3, 5, 20   
  

        
  

L L 
  

  
**Tomar muestras a diferentes 
tiempos de almacenaje: I, 3, 5, 20   
  

  

  
*Diluir de cada muestra 1 mi en 50 mi de NaOH 0.1N, en formal 

independiente   
  

4 
  

**L ees en las 8 longitudes de onda establecidas (seccién 3 de este capitulo) y determinar las concentraciones a 
partir de la calibraci6n obtenida segiin ef método desarrollado en el Cap. 2 (apartado 2.2.3.) .     
  

* En ef caso de 48 y 96 horas de muestreo tomar 0.5 ml de muestra y diluir en 400 mi de NaOH 

0.1N, en forma independiente. 

** Las muestras que se leen para cada tiempo de almacenaje no deben regresarse al frasco del 

cual provienen, es decir, deben desecharse. 
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Lapttute 3. 

ESTA ! ; SAR og [4 2, DERE 
Una vez que se determinaron las concentraciones de fas vate, LA Bid i iGTECA 
establecié si existia diferencia significativa entre los resultados de 1, 3, 5 y 20 vi de 
almacenaje con respecto a los valores obtenidos a 0 dias de almacenaje. Cabe sefialar 
que esta determinacién se realizé en forma separada para cada tiempo de disolucion 
establecido (1, 48 y 96 horas) empleando el andlisis de Diferencia Minima Significativa, 
DMS (ver el apéndice 2 para su calculo); si los valores absolutos de las diferencias entre 
medias de cada muestreo son menores a los valores correspondientes de DMS se 
considera que la diferencia “es no significativa”. 

En la tabla XIX se muestran los resultados de la prueba de DMS. 

En general se puede decir que no existe diferencia estadisticamente significativa entre los 
valores obtenidos al tiempo 0 y los de 1, 3 y 5 dias de almacén. Si bien se observan 
algunas desviaciones durante las mediciones de las muestras obtenidas en la primera 
hora de disolucién, éstas pueden atribuirse a que durante e! tiempo de disolucién la 
liberaci6n de SMZ-Na no es uniforme, ademas que las concentraciones son bajas por lo 
que el ruido que se presenta en fa respuesta puede ser mas significativo, (como se indicé 
en el apartado anterior, 1.3) 
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Capituio 3. 

TABLA XVIII: Concentraciones resultantes de las muestras analizadas. 

  

  

  

  

  

  

  

          
  

Tiempo de | Condicién | Medio en que Tiempo de almacén (dias) 
disolucién de se almacena 

(hrs). almacén. | la muestra. o [ 1 |] 3 J] 8 | 20 
4 MD 783, 767, 7.90, 790) 874 

790! 7.78! «67.98! 791! 8.73 
Refrigera-} | 98) 7917881 7.891. B7E 
cin. NaOH 783; 759, 991; S67 1203 

790! 751! 905! 905' 1265 
__ 7.331 7.251 10.00: 8.56) 11.12) 

MD 783, 7.73, 7.62; 2.67; 8.36 
790! 7.46! 7.83! 781! | 8.33 

Ambiente. } | 2931 7851 7881 7.961 8.32 
NaOH 783; 600, 861; S271 1373 

790! 741! «859! 1252! 13.27 
7.93\___ 7.42) 8.351 9,841 13.26 

48 MD 1041; 1067; 21.20; 10.68 13.32 
10.40! 10.88! 21.66! 10.31! 13.69 

Refrigera- | _____t 10421 10.64) 19751 10.751 13.28 
cién. NaOH 1041; 10.92, 1211; 1388) 16.67 

1040: 11.03! 71.67! 1294! 16.02 
10.421 11,841 13.92) 14.68: 18.87 

MD 1041; 1021; 21.72) 11517 1801 
1040! 10.60! 21.45! 11.23! 17.63 

Ambiente. | 0 10.42: 10781 22.131 11.071 17.97 
NaOH 1041; 1077) 1263, 1287) 17.77 

1040! 41.15! 47.64! 11.91! 1681 
10.42: 11.58; 11.23; 11.49; 15,08 

96 MD 1455, 1430, 1440, #431; 14.90 
1459! 14.47! 14.47! 14.02! 14.80 

Refrigera- |__| 14.481 14.57) 14.141 14561 14.90) 
cién NaOH 14.55; 571; 1562; 15.57; 15.70 

14.59! 15.70! $5.45! 15.32! 23.75 
14,481 15.26) 15.441 715.251 _ 15.51 

MD 14.55, 15.445 1516! 1457" 16.40 
14.59! 14.58! 14.64! 14.47! 1699 

Ambiente. |_| 14.481 14.091 15.15) 14.781 16.44 
NaOH 14.55; 14.76; 15.55; 1587, 18.63 

14.59! 15.45! 15.47! 15.86! 18.97 
14,48: 15.38: 15641 15.741 15.89 

MD = Medio de disolucién. 
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TABLA XIX: Resumen de ANADEVA para ia prueba de DMS. 
  

  

      

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Resultado segun el valor de 

Tiempo de Condicién de | Medio en que | Comparacio- DMS 

disolucién almacén. se almacena ia} nes entre dias |Con ios datos | Sin tos datos 
(hrs). muestra. de almacén._|de 20 dias de 20 dias. 

MD Ot 1 s 1 s 
Refrigeracion G-3 ' NS ‘ NS 

05 I NS ! NS 
0-20 1 Ss bo 

1 NaOH 04 TNS 7 NS 
o3 1 Ss 1 Ss 

05 } NS ' s 
920 ! s I - 

MD TO SS 
Ambiente o3 1 NS ' NS 

os I NS \ NS 
0200 ib Sot 

NaOH ET TONS 1; NS 
03 ' NS ' NS 
os ' s I s 

0-20 I s i - 

MD 0-1 1 NS i NS 
Refrigeracion 0-3 ! NS i NS 

0-6 I NS : NS 
0-20 | s 1 - 

48 NaOH “or TNS TNS 
0-3 L Ss ' Ss 
os I s } Ss 

0704 St 
MD 0-1 I NS 1 NS 

Ambiente 0-3 ! s ; Ss 

om is} - I I too 

NaOH CS r NS 
O23 ! s ! s 
05 I s ; s 

0-20 l Ss ' - 

MD 0-1 ' NS 1 NS 
Refrigeracién 0-3 ' NS ' NS 

05 I NS ' NS 
9-20 1 s I = 

96 NaOH Te TNS 7 NS 
03 t NS t NS 
05 ' NS I NS 
20 NS 

MB 0-1 t NS 1 NS 
Ambiente 03 ' NS J NS 

05 i NS ' NS 
0-20 1 s ' : 

NaOH OTT NS ms 
0-3 t NS ’ s 
0-5 i s \ Ss 
0-20 l s 1 =       

    (NS = No Significativo, S = Significativo, MD = Medio de disolucién) 
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Capituio 3. 

  

Con el fin de obtener mayores datos sobre el porcentaje de desviacioén entre las 

concentraciones, se calcularon los CV y desviaciones estandar (G) por cada grupo de 
datos para realizar otra evaluacién. Al observar la tabla XX se puede afirmar que las 
muestras deben almacenarse en el medio de disolucién, siendo preferible que se 
mantengan en refrigeracién (10°C) y protegidas de 1a luz. Por otra parte sin importar el 
tiempo de disolucién que se estudie NO es conveniente almacenar las muestras por mas 

de 5 dias bajo las condiciones establecidas. - 

TABLA XX: Resumen de valores de CV % y 0 a partir de las concentraciones 

determinadas para cada condicién de almacenaje. 

  

  

  

          
  

        

Tiempo de 
disolucion MDa NaOHr MDra NaOH, 
(horas) 

1 4.52 17.71 3.19 23.62 CV% 
Al incluir 0.36 1.63 0.25 2.26 o 

los datos de 48 “4060 | 1946" | 2344 [1808 [eve 
20 dias de 1.18 2.50 2.86 2.24 o 

almacén. 96 “767 [13547 644 7 808 [CV% | 
0.24 2.14 0.82 0.38 o 

1 ' t 

Sin incluir 1 1.03 | 11.09 | 1.77 ; 16.70 CV% 
los datos 008i | O94 1'! O73 8 1.35 o 

de 48 gaa ana ae —o-767 eve 
20 dias de 027 | 144 |! 037 |! 642) Ig 

almacén. 96 [21] aaa 234 73.38 eve 
017 | O43 | 034 | 065 Ig 

t 1 1 
tL 1 L 
  

MDa = muestra almacenada en medio de disolucidn y refrigerada. 

NaOHp = muestra almacenada en NaCH y refrigerada. 
MD; = Muestra almacenada en medio de disolucién y a temperatura ambiente. 
NaOH,,= Muestra almacenada en NaOH y a temperatura ambiente. 
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Capitulo 3. 

(3) REPRODUCIBILIDAD DEL METODO. 

La reproducibilidad se define como el grado de concordancia entre determinaciones 
repetidas cuando se han introducido variaciones en las condiciones de trabajo. De esta 
forma se puede evaluar la reproducibilidad entre analistas, equipo, laboratorios, dias, etc., 
por Io cual se requiere que la muestra de la cual se obtienen los datos sea homogénea 
(por ejemplo, que provengan def mismo lote). En el diagrama 12 se muestra el 
procedimiento experimental en forma mas detallada. 

DIAGRAMA 12: Procedimiento para la determinacién de 

ja reproducibilidad del método. 

(El procedimiento deben repetirio los mismos analistas al dia siguiente). 

  

[ Colocar un “bolo cargado” en 1 litro de medio de disolucion y emplear el método de paleta USP XXII. | 

t 
[ Después de una hora de disolucién tomar una muestra. | 
  

Esperar a que la muestra se encuentre a 
temperatura ambiente y filtraz. 

  
  

        
  

              

analista 1 analista 2 analista 3 analista 4 

Colocar 1 mide Colocar I ml de Colocar | ml de Colocar ! ml de 
muestra de muestra de muestra de muestra de 

disolucién en un disolucién en un disolucién en un disolucié6n en un 
tmatraz volumétrico matraz volumétrico matraz volumétrico matraz volumétrico 
de 25 ml y diluir con de 25 ml y diluir con: de 25 ml y diluir con de 25 ml y diluir con 

NaOH 0.1 N NaOH 0.1 'N NaOH 0.2N NaOH 0.1 N 
(realizar por (realizar por (realizar por (realizar por 
triplicado). tripticado). triplicado). triplicade   
  

| 
t 
  

  

Leer las absorbancias de cada sohucién en las 8 longitudes de onda establecidas 
(seccién 3 de este capitulo) y determinar Jas concentraciones (algoritmo de 
prediccién) a pastir de la calibracion obtenida en el apartado de linealidad del métado. 

  
  

Para evaluar las concentraciones determinadas por los diferentes analistas en dos dias 

diferentes (tabla XXI) se empleé el ANADEVA a través del Producto Simbélico Simple o 
Modelo factorial Jeraérquico que es comtinmente usado en este tipo de estudios (consultar 
el apéndice 1 para su calculo). 
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Capitute 3. 
  

TABLA XXI: Concentraciones determinadas. 

  

  

  

  

  

Anailista. Conc. Conc. Sumatoria por | Sumatoria por | Sumatoria total 
Dia 1. Dia 2. dia 4 dia2 por analista 

1 14.3599 17.3888 43.5093 47.0886 90.5979 
14.6116 14.9356 
14.5376 14.7641 

2 14,5291 14.9529 43.7189 44.6960 88.4149 
14.5966 14.9219 
14.5931 14.8212 

3 14.9986 14.5444 45.0858 43.6269 88.7128 
15.0500 14.5156 
15.0371 14.5668 

4 15.2974 15.2244 45.6136 45.1821 90.7957 

15.1961 14.9768 
15.120061 14.9808           
  

Como se observa en la tabla XXII, el valor de F calculada (0.38) es menor que F tabulada 

(47.76), entonces se puede afirmar con un 95 % de confianza que no existe diferencia 
estadistica significativa entre las concentraciones obtenidas por cada analista en 

diferentes dias, por io que el método es reproducible bajo los factores analizados. 

TABLA XXIk Resumen de ANADEVA- Modelo Factorial Jerarquico, 

para un nivel de significancia (1) de 0.05 

  

  

    
  

    
  

  

gl. sc. MC. F calculada. | F tabulada. 

Analista 3 0.7688 0.2562 0.3825 7.76 

Dia 4 2.6801 0.6700 
Evor 16     
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(4) ESPECIFICIDAD DEL METODO. 

La especificidad se define como la capacidad del métada analitico para obtener una 
respuesta debida sdélo a la sustancia de interés; esta caracteristica del método puede 
determinarse analizando la respuesta de la sustancia de interés en presencia de los 

demas componentes de la formulacién que no son de interés analitico asi como con los 

posibles productos de degradacién (PDD). 

En el caso que nos ocupa, no es necesario evaluar las posibles interacciones y 0 
interferencias def analito con los excipientes disueltos pues, como se observa, al estar la 
SMZ-Na presente en el bolo su respuesta no cambia con respecto a la esperada 
(evaluacion de linealidad de! método, adicién de SMZ-Na y en la evaluacién de precision y 
exactitud por adiciones patrén). 

Como se mencioné en e! capitulo 1 existen 2 posibles productos de degradacién de la 
SNMZ los cuales se obtienen en condiciones experimentales extremas: Acido sulfanilico 
(nombrado como PDD-A) $y 2-amino-4,6-dimeti-(pirimidina) (nombrado como PDD- B), 
donde ambos se forman al mismo tiempo por una hidrélisis en la molécula original. 

Es conveniente realizar la prueba de especificidad para dar mayor confiabilidad, aunque el 
medio y la temperatura de disolucién no representan condiciones drasticas de 
experimentacién, ademas e] hecho de que el bolo se encuentre por periodos prolongados 
de tiempo en disolucién podria provocar la presencia de estos productos aunque en un 
porcentaje minimo por lo que en esta prueba se pretende establecer el] porcentaje de 
productos de degradacién bajo los cuales el método no fuese especifico. 

Los porcentajes de PDD que se estudiaron en este caso fueron: 1, 2, 4, 6, 8, 10 y 12 %. 
Con el fin de evaluar estos porcentajes en conjunto con las diferentes cantidades de 

SMZ-Na y excipientes disueltos, e! estudio se realiz6 en muestras de 1, 48 y 96 horas de 
disolucién. Debido a ésto fas concentraciones de PDD variaron (aunque no cambie la 
proporcién) segtin la cantidad tedrica disuelta de SMZ-Na a cada tiempo de muestreo. 

Por ejemplo: 
Para una muestra de 48 horas de disolucién, con un factor de dilucién 1/100 se 
espera tener una concentracién de 8 mcg/ml, entonces en proporcién se 

establece la concentracién respectiva para cada porcentaje, posteriormente y en 
base a pesos moleculares se establece la concentracion de fos praductos de 

degradaci6n equivalentes. 

En el diagrama 13 se observa el procedimiento experimental en forma general. 
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DIAGRAMA 13: Procedimiento para la deterrminacién 
de especificidad del métode. 

EL PROCEDIMIENTO SE REPITE PARA TIEMPOS DE DISOLUCION DE 48 Y 96 HORAS) 

  
Colocar un “bolo cargado” en 1 litro de medio de disolucién, realizar la disolucién con el método de 

    
  

  

  

  

  

    

  
    

paleta USP XX. 

Preparar una z 
sotucién stock de Después de una hora de,disolucién retirar el medio de disoln. del aparato. 
IPDD-A en NaOH 
lO.EN Esperar a que la muestra se encuentre a 

temperatura ambiente y filtrar, 

Preparar una *Colocar Imi de la soln anterior en un matraz volumétrico de 50 ml y 
solucion stock de diluir con NaOH 0.1N, cuya concentracion aproximada es de 15.7 
PDD-B en NaOH imeg/ml. Obtener 24 solns. independientes. 
O.1N 

Dividir en 8 grupos de 3 solns. cada uno.   
    
  

[Gpo.2 j [Gpo.3 ] [Gp0.4 ] [Epos IGpo.6 ] Gpo.7 
v ¥v Vv v ¥ v 

** Adicionar la cantidad de PDD necesario para tener:0.5% de cada uno de los PDD en el grupo 1. 

1% de cada uno de los PDD en el grupo 2. 
2% de cada uno de los PDD en el grupo 3. 
3% de cada uno de los PDD en el grupo 4. 
4% de cada uno de los PDD en el grupo 5. 
5% de cada uno de los PDD en el grupo 6. 
6% de cada uno de los PDD en el grupo 7. 

J 
Leer las absorbancias a las 8 longitudes de onda establecidas (seccién 3 de este 

capitulo) y determinar las concentraciones a partir del algoritmo de prediccion, la — 
calibracion empleada es la obtenida en la linealidad det método. 

d 
Evaluar el criterio de aceptacién (prueba de student),para cada grupo que contiene 

diferente porcentaje de productos de degradacién en relacion al grupo de 
concentraciones que no tiene estos productos. 

  

    
  

    
  

  

    
  

* Para los tiempos de muestreo de 48 y 86 horas se colocan 0.5 mi de la solucién de 

disolucién en un matraz volumétrico de 100 mi. 
** Porcentajes respecto a ja cantidad de SMZ-Na que se espera se libere del bolo. 
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Caprinio 3. 

Finalmente en la tabla XXill se muestran los valores obtenidos (por grupo de porcentajes 
de degradacién y tiempos de disolucién) para el valor de t calculado segtin ia ecuaci6n: 

tate. Xcone. da sists . con PDD. ~ cone. de sists. sin PDD. 

= Scone. del sistema con PDD 

TABLA XXHI: Resuitados de concentraciones estimadas y valores de t calculada. 

  

  

  

  

Tiempo de % de Concentracién Desviacién valor de t 
muestreo degradaci6n promedio estandar calculada. 
(horas) total. determinada muestral 

0 7.8940 - - 
1 8.0246 0.2223 -0.5874 NS 
2 7.9815 0.0113 -7.7433 Ss 

1 4 8.1535 0.1983 3.2324 NS 
6 8.2566 0.0327 11.0880 $s 
8 8.2994 0.0176 23.0300 Ss 
10 8.2165 0.1509 2.1371 NS 
12 8.2327 0.0718 4.7126 Ss 
0 10.4139 - - 
4 10.4003 0.2600 -0.05 NS 

48 2 410.3334 0.0214 -3.76 NS 
4 40.3731 0.0805 -0.506 NS 
6 10.4395 0.1266 0.2022 NS 
8 10.4554 0.0759 0.5461 NS. 
0 14.8657 - - 
1 14.4692 0.1106 -3.58 NS 
2 14.4615 0.0361 -11.1966 $s 

96 4 14.7035 0.1314 -1.234 NS 
6 14.9698 0.0462 2.2532 NS 
8 14.8746 0.0862 0.1032 NS 
10 15.018 0.04515 -17.82 $s 
12 15.1894 0.0871 3.7160 NS           
  

Valor de t tabulada con un nivel de significancia de 0.05 = +4.3027, g.l=3 
NS= No significativa 
S= Significativo 
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Al analizar los valores de !a tabla anterior se observé que cuando ha transcurride 1 hora 

de disolucion, la presencia del 2, 6, 8 y 12% de PDD provocan desviaciones significativas 

, sin embargo esta tendencia no es {dgica ya que en presencia de 1, 4 y 10% de PDD las 

desviaciones NO SON SIGNIFICATIVAS. Esta misma tendencia se observé en las 

muestras de 96 horas de disolucién, donde la presencia del 2 y 10% de POD totales son 

SIGNIFICATIVAS. por otra parte, en las muestras de 48 horas de disoluci6n NINGUNO 

de los porcentajes de PDD fueron significativos. 

Lo anterior puede deberse a que después de 1 hora de disclucién las concentraciones de 

SMZ-Na son bajas por to que !a presencia de PDD resulta ser muy elevada para fas 

condiciones de la muestra, ésto puede haber provocado las desviaciones presentadas; 

ademas los voltimenes adicionados de PDD provenian de mds de un proceso de diluci6n 

lo cual también produce variaciones en la determinacién. En este caso también vale la 

pena sefialar que cuando ha transcurrido 1 hora de disoiucién es paco probable la 

existencia de PDD y de acuerdo a fos resultados la presencia de 1% de PDD NO ES 

SIGNIFICATIVA. 

En ef caso de la tendencia observada para las muestras de 96 horas de disolucién 

podemos observar que al tener concentraciones elevadas de SMZ-Na se requieren 

iguatmente proporciones de PDD muy altas, lo cual pudo haber ocasionado las 

variaciones registradas (valores significativos) dentro del método 

Con lo que respecta a las muestras de 48 horas de disolucion se puede decir que tanto la 

concentracién de SMZ-Na como la de los PDD se encuentran en un nivel dptimo por lo 

que la presencia de PDD no es significativa en la cuantificaci6n. 

Es recomendable elaborar nuevamente la prueba con un mayor namero de muestras 

para establecer si las variaciones se deben al método estadistico o a la presencia de 

niveles inadecuados de PDD en el caso de las muestras de 1 y 96 horas de disolucién 
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CONCLUSIONES. 

Los excipientes del bolo disuelios durante la disolucién interfieren en la cuantificaci6n de 

SMZ-Na ai emplear métodos espectrofotométricos convencionales; el modelo empirico de 

MCP es una herramienta dtil para cuantificar SMZ-Na sin necesidad de emplear un 

proceso de separacién, generar compuestos coloridos caracteristicos del analito o 

conocer la(s) sustancia(s) interferentes ni su cantidad, por fo que se puede economizar 

en: 

Horas hombre. 
Gasto de reactivos. 
Tiempo de andalisis. 

Aunque el método de MCP se considera un método de analisis de espectro completo, 

demostré ser confiable en este estudio al emplear 8 longitudes de onda caracteristicas del 
espectro de SMZ-Na 

EI método desarroilado para la cuantificacién de SMZ-Na liberada de bolos, bajo las 
condiciones de andlisis establecidas en ei estudio, es: 

* fineal, (con un CV globai de 2.93%), 
* preciso (en un intervalo de concentracién de 5-25 mcgimt y con un CV global de 

2.09%), 
* exacto, y 
* reproducible {a un nivel de significancia de 0.05, al evaluar la diferencia entre 

analistas y dia}, 

Las muestras para andilsis son estables durante 5 dias de almacenaje en el medio de 

disolucion, a 10°C y protegidas de la luz. 
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APENDICE 1. 

Apéndices, 

FORMULAS PARA EL CALCULO DEL PRODUCTO SIMBOLICO SIMPLE O 

MODELO FACTORIAL JERARQUICO. 

MODELO Yijk = ps + Ai + Di(j) 

i= analista, i= 1 
j=dia, fei | 

k = replica, k = 

  

2.
’ 

  

Yijk = EY? 

SCp= (ZY). - ZY? 
T dr 

PSS: Producto Simbdlico Simple. 

PSD: Producto Simbdlico Derivado. 
gi: grados de libertad. 

SC: Suma de Cuadrados. 
MC: Cuadrado Medio. 

Ai, A= y-1 

Dj(i), D=(-1)i 
Ek(ij), E= (k-1)ij 

SCa= (LYN. - 1)". 
dr adr 

SCe= (Yij)*k - ZEYH? 
r 

  

  

E: error. 
A: Analista. 
D: Dia. 

PSS PSD gl sc MC Fealculada 

A i-1 i-1 a-4 SC SCa/gla MC,/MCp 

D G-1)i ij-i {d-t)a SCp SCo/glp MC)/MCe 

E (k-1)ij ijk-ij (r-t)ad SCe SCe/gle ‘             
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Apénilices. 

APENDICE 2. 
(Ruiz S., 1995:57) 

FORMULAS PARA EL CALCULO DE LA DIFERENCIA MINIMA SIGNIFICATIVA 
(DMS). 

Diferencia minima que podria existir entre dos medias de muestras significativamente 

diferentes. 

MODELO: DMS + [tez, grenor (2CMERIT)")) 

SCTR = L(z.de cada T)*] -C C = (Gran total)? 
SE rt 

SCER = SCTL - SCTR. SCTL = (Gran total)* - C 

gi: grados de libertad. 
T: tratamientos. 
SCTR: Suma de cuadrados del tratamiento. 
SCER: Suma de cuadrados del error. 
SCTL: Suma de cuadrados total. 
E: error. 
TL: total. 
SC: Suma de cuadrados. 
MC: Cuadrado Medic. 

  

  

Fuente de variacion. }gl sc cM 
T T-1 SCTR SCTR/gIT 
E (r-4)T SCER SCER/gIE 
TL rT-1 SCTL         

El valor de t tabulada debe estar dentro del intervalo obtenido para e! modelo. 
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APENDICE 3. 
{Anderson R., 1987:99,107) 

FORMULAS PARA EL CALCULO DE LA PRUEBA DEL INTERCEPTO. 

Establecer que la curva de calibracién pasa a través del origen 

Ho: a=0. 

t= a-A l 

Syx jit TAS 
n Ex?.(Ex)* 

n 

Syx -| n-1 (Sy*-b’Sx’) 
n-2 

A= Media muestral 
x= Valores de la variable independiente. 
y= Valores de la variable dependiente. 
A=0. 
a= Valor del intercepto calculado por regresién. 
b= Valor de fa pendiente calculada por regresién 
S= desviacién estandar. 

Apéniices. 
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