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I, _INTRODGCCION

Como uBa néeseeidad para 1la Industria rarmacbutica s¢ lleva a
cabo la validaci8n de uza serie de mbtodoc analiticos, como el del
presents trabajo, sn donde ss contemplan problemas en ol wmétodo de
uso rutinario empleado en la Cuantificaciln de Acido f6lico, debi-
do a las condiciones de trabajo existentes en el ladoratorioc, para
asl garsntizar la confisbilidad de que el zecdicazento cubra con to

das las eepecificaciones de calidad y disefio. (b, 9, V1, 12)

La validacién general 1nc1uy-‘una evaluacién de la precieibn,
sxactitud, lipealidad y sspecificidad del mktodo, y 1la estabilidad

de 1z muestra,

Des todo lo anterior ss concluye que un busn procducto es el re
sultado ds un buen procesc y que arbos, productoc y proceso deben

wser probados y controlados para asegurar su calidad,

El Reido f6lico e uns vitamina hidroeolutls, necesaria para
el metabolisss y que s suainictrada desde el exterior (alimerto o
wedicaasnto). Be comstituyente del complejo ¥ y existe en higado,
levadura, rifiSn y ez las hojas de vegetales, especialxzente espina-
ca ¥ lechuga. (1)

Ea 1972 ol Somité de Romenclatura de la Unién Intermacional de
Ciencias de la Nutricifn decidil gue el térzino Folatina dedla ser
usado ex ver de Acido F8lico. Sim embargo la USP comtirnla llazfn-
dolo Acido Félico y en la prictice coafin se sigue smpleando ¢l wismo

tiraino,



La vitasina 512 Y ol Acido f£81ico son esenciales para la dieta
husana, La deficiencia de éstas vitaminas produce una sintesis defeg
tucsa del DNA en las ¢&lulas que intentan la replicacifn cromosbzica
Y la divisidn, Cozo los tojidos de zayor Indice de recaadlo celular
suestran 1os cambios mks notadlee, el sistema hematopoybtico es par-
ticularmente sensible a la deficiencia de éstas vitaminas, Clinica-
mente, el prizer sizno de daficiencia es la arexzia megalobléstica,
en ia cual 8l trastorno de la £fntesis del DNA provoca anomalfa mor-
fol8gica de las células precureorae en la afidula &sea. Gl&bulqa ro-
Jos pacrociticos anorzales son el productc y el paciernte sufre anezia

grave, (2)

La técnica espectrofotonbtrica descrita en las diferentes farema-
copeas: Farmacopea Nacional de lcs Estados Unidoe Mexicanos, USP XX,
The Sxtra Pharmacopceia, British Pharmacopeia 3, &4, 5, 24}, indican
la adiciSn de azna concentracisn de esténdar irual & la muestra, for-
nando una sal de diazonio y 1a copulacifin de ia sal durante el método
de an&lisis para i. ..antificacibn del fAeido f8lico en tatletas; sin
szbargo 21 presente tradajo implements el zmétodo de cuantificacibn

8in la adicibn del esthndar,



11, FURDAMERTACION DEL TEMA

E) incressento en 1la produccibm de medicangntos y la slabdora-
cién de productos muevos ha llevado a la Industria Faraacktutica a
implenantar el término “validacifn™, para ael garantirzar la coafip
bilidad de que »)1 medicements cubra conm todasz las especificaciones

de calided y dieefio. (6,.9, 11, 12)

A, Validgeidn

Ls validaciln es un juicio que proporéions el fundszento pare
decidir si um ubtodo retine las condiciones neceBariss pars su apli-
cackbn on anflisis quimico. los parkmetros que proporcionz la infog
naciSn para decidir si un mbtodo es & ns funcional son estudiados
estaciaticaments. UR mbtodo que e8 vElido para una situaciln, puede
no serlo en otrs. (6)

La validacibn de ur thtodo analitico es el procesc por el cual
quedn sstablecido, por estudios expsriwentales, que la capacidad
del mbtodo sstisface los requisitos pars la aplicacibn analftica
deseada. (56)

Existen 3 categorfias de abtodos =zhs comunes que requieren ser
ser validados, estas son:

- Categorfia i: Métodos analfticos para cuantificar los compomsp
tea primcipales de sustanciss a gratel o ingredientes activos (inmcly
yendo conssrvadores) em productos farmscéuticos terminadoe.

- Categoria II: nltodos azaliticos para determinar impurezac ex
sustanciag a granel o compuestos de degradacifn en productos farsa-

cbuticos terminados.



- Categoris III: Kitodos anxifticos para determinar caracteric-
ticas f{sicas. Por ejemplo: disoluciln, lideracifn del principic zc-

tivo.

Dependiendo de la categoria del =btodo a validar se ovalfan di-

terantes parfsetros sstadisticos, ver tabla Mo, 1

%%%% CATEGOEIA I CATRGORIA II CATEGORIA IXIX
—_—— . Cuantits- b, Prosbas

tive lizite
Precisibn v v -— v’
Exactitnd v v * *
Limite de — —-—- v *
deteccibn
Limite d¢ cuap .- v -— *
tificacibn
Especificiaac v v v *®
Linealidad v v ——-
Estabilidad de Vs v ~ v

la suestra

Tabla Ko, 1: Datos requeridos para validacibn de métodos
anslfticos considerando la categoric - 1z gu¢ pertenecen.
3 Puede sor reguerido, dependiendo de la naturaleza de
la prueba cspec?ficn.

1. PARAMETROS ESTADISTICOS

Loe parkmetros ectsdisticos evaluados para determipar la confis
b1l1dad del mbtodo espectrofotombirico para la cuvantificaciédn del
Aeido f8lico son los sigutentes:

a. Especificidad
b. Exactitod
c. Precisifn

1) Repetibilidad

2) Reproducibilided



d. Linsalidad
o, Bstabilidad de la muestra

so Eapecificidad. Verifica la capacidad del mftodo para deter-
minar ¢l principio activo, 8in qus exista interferencia por parte
ds otro prineiplo attivo, excipientes, impurezas o prodnctos de de-
gradacién, (7)

Se coapara la respuesta del producto, excipientea y estfindar
sometidos a las condiciones melsccionadas {para acelerar el proceso
de degradacifn) con la respussta del producto, sxcipientes y estin~
dar que permanscen en condiciones normales., El estfndar y el produg
to despufe de hadber sido sometidos a las condiciones de prueba, ai
presentan productos de degradacifén &stos no debarn dar respuesta a
las aismas condiciones analiticas del fhrmaco,

be Exastitud. Es la medida de cubnto las deteralnaciones ese deg
vian del valor verdadero, Esto implica el conocimiento exacto del va
lor verdadero que ha sido comparado ¢on un patrSn aceptable y que ae
etiliza como sxacto o verdadars. (8)

Puede realizarse de dos maneras "por placedbo afiadido” o "per
adicidn de estAndar". En al primero, el ingrediente activo de pureza
conocida ¥y exactasents pesado, se afade a los excipientes del produg
to, la mezcla resultante me analiza y los resultados se CORparan con
los esperados. Iz el aegundo se afiade 2 la muestra en estudio coaple
to, una cantidad conocida del ingrediente activo, se analiza antes y
despufs de 1a adicidn y por diferencia se obtiens la cantidad de sus
tancia afiadida.

La sxactitud puede variar con las posibles concentraciones, por

tanto debe determinarss eatre un rango que dede ir del 80 al 120%



del walor teSrico espernds o del 80% del valor mis bejo aceptadc y
o1 120% del valcor mie alto scsptado; para alpguncs autoreg, lo2 nive-
les de concentracifn a los que debe tratajarce serlan en el rango
del 55 al 1315%.

Para fines prActicoe se& preparan en cantidad suficlente 6 aues~
tras de cada por ciento escogido,

Loe reeultados ce ex;resan en thrzincs de scefifisr-e de varia-
ci8n, intervalo de confianza, as! como 2stadlstizase-te a travis de
"t" de mtudent.

c. rrecisibn. Ee el grado de concordancia de zediclones repeti-
das de una =iexa propledsd que refllejan la variadilidad de la res-
puesta, Lon el método que se esth validando, se debe obiener ecta-
df{sticazente un mismo resultado las vecet que =e rcalice la determi-
nacibn de una cantidad constante, que puede ser bajo las mliasmas
condiciones {re=petibilidad) o bisn bajo dieferzntes tondiciches (re-
producibiisdad),

1) Repetibilidad. Se preparan en cantidad suficieste & musstras
de cads porciento sscogido: 100%, nna concentracifs irnferior y una sz
perlor a la del 100%.

Se oxpresan loe resultadoe en térrxinos de cesviacidn estindar o del
coeficiente de varimpcién y estadisticamente a través de “Xiz".

2) Reproducibilidad. Un xétodo es rerroducidble, cuando los re-
skltadoe obteridos en diferen-os ladoratoriss o con diferenter ~-v4.
POBP 0 es realizamdo por otros analistae son irualee sstadfeticamente.

El aodelo ectadfstizo para el estudic de la reprcducibdbilidad es

el eiguiente siguterdo un models cruzado;

t4jk = m o+ AL + Bj + ABL + Ex (1) (ec, 1)



donde:

Yijk = recotro experlimerntal asoeiadc al k-8mi=zo placebo
adiciorado en ¢l j-8simo dfia paras el f-beimp analista.

B = media generali

AL = efecto del i-fs5i@0 ararlista sctra2 el -ecobro ecps-

rimental i=1,..2

B) = efecto del j-ésimc dfa scbtre el recotro exrperizen=
tal J=t...D

ABL3 = efecto de la interaccidn i-8sirc analista, J-€sizc
dfs mobre el recobro experimertal.

(i3} = error experizental w=1...r

Tl anAlisis de varianza e5 una téenica ezpleada cozfénmzente para
determinar la cagnitud de la variaci{frn de 138 factores scbre la va-
riable de respueeta y es aylicable en zuchas situaciones =xperizen-
tales diferentes, con varios gradoc de coaplejidad, {(190)

El objeto principzl del anflisis de la varianza ee determinar
la infiuencia de cads factcr, irdividualoente ¥ en cozbinacifn szobre
cierta variable de res;uesta,

Stn embargo, una buera precisifn no significa buena exactitud,
¥a que #5 positle cozeter una y otra vez el eigzo error, (8)

d. Lineslidad, Es la validacién de la cantidad de fArmaco reto-
brade por sl mftodo, come una funcibn de la cantidad de fhrmaeo ori-
ginal contenida en la muestra (9). Se demuestra que sl método as 1i-
neal sn un rango mayor a 1o que se encuentra espescificado para el
producto,

Evalfa ol error proporcionsl, que es dependiente de la cantidad

de firmaco presente en el placebo (excipilentes).



k2 nftodo dede sezuir ura lirea recta, figura Mo. 13

y = ux *a {ec. 2)

donde:
Yy = variadle deperdiente (mg recuveradoes;
& = pancdients
X = varisble independiente (mg adiciocmados)

a = ordenada al origen

i i
fmey ‘
NN
Trgaal’
sot
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| ’
!
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g |y Roitowases

Figura %o, 1: Fecobros expsri-entales jue zusctirTam
1cs er-ore:s proyorcionales, Lf{rea & situactfn 1deal.
B presenta error sistemhtico, T puestira error coneisg
ternte, D =uesira ur método no lineal,

Per zedio ce une validacibr ss pueden detectar errores.

Cualgquier prozeso de cedicifn esth eujeto a error, ¥1 error de
un mftodo analitico Jdete evaluarse para determinar su exactitud y
eftablecer Su precisific,

21 mbtodo analitico esth sujeto a dos tipos de error el siste-
wmhtico (deterainado) y el error aleastorio (indeterminedo o incider-
tal}, (1y)

Error deterairaio: sas deve a una falta de control de calidad

de 1a t8:niza analftica, Zands lugar s medidas incorrectas, Se hasm



clasificado en errores instrumentalss, del nbtodo, de operacidn y
personales, Se evalfia por medio del recobro sxpsrimental obtenido
de un placebo cargado el cual evalfia el error sistemfitico constante.

Error indeterminado:r se debe por las pequefias diferencias en mg
diciones sucesivas efectuadas por el misno arnalista en condiciones
pricticaments 1dénticas, Da lugar a medidas imprecimmas. Peraancce
afin cuando se ka eliminado el error sistemfitico. (11)

Le linealidad se realira cuando menos a tres diferentes concen=-
traciones incluyendo el 100%, haclendo los ar&lisis por triplicado
de cada concentracibn.

Los criterios para torsiderar un altodo iineal son:

Ordenada al origen: a = 0O

Pendiente: n = 0.99
Coeficiente de 2
correlacibn: r€= 0.98
£a Eotabilidad de la muretra: Son las condiciones en lat cua-

lez la muestra prerarada rmartiene constante sg propiedad medible em

un lapso determinade de tiezpo (horas, dias), Si las nueetras presep
tan alghn camblo fistco o quimico, establecer las condiciones de sl-
macenamiento adecuado para las musstras preparadas. (9)

Pars evaluar la eetabllidad de las muestrap se sozeten a dife-
rentes condiciones de almacenamiento, cowo pusden Ber a refrigera-
cifn, obscuridad o temperaturs ambiente, las muestras 8e analizan antes
de gar almacenadas y despubs de un tiempo determinado dependiendo de
muestro =8todo de anAlieris, dajo lae aigwas cordiciones de operacién.

Yrocediernds ds 10 general a 1o particular se dice que una tfcmi=
Ca ec un rrincipio clentifico quas se utiiiza para proporcionar la in=-

forzacibn necesrria y la ndarvtacibn de fpte con el propdeito de se«



leccionar la medicién, se denoxina métcdo,

La direceifn necesaris para la utidizacién del »8todo e8 lla~
=add procedimiento y el conjunte de indicacliones qua daben seguir-
ae 6ir sxcencibn, rara la acevtsciln de resultacos analiticos es

denominado protocolo. (6, 12)

B Egpsctroforomatr ultray =V,

Es un =8todo fisicoquimico eupleado ern anhlisis para la =edi-
ci&n de la absorcién o exilciln de la energla radiante que realizan
las aolbculas y los Ktomos. (13, 14,

La energis radianie e define como la ensrgia transxzitids e:
forma de radiacife electromapgnética, Pusde ser emitida por sustan-
cias bajo condiciones de gran sxcitacibr, tales coxo las produci-
das por altas tenmperaturas o por deicargas elictricas, =sta ener-
gla puede ser atoorktida, transaitida, reflectada v refractada jor
muchas fucancias en Ziferentes actafoe de agregaz.fn i(s8lido, .!-
quide, cisolucifn y gae) s1 lg radiacidn irncidente tiens una longie~
tud de onda apropiaga. (13, 14)

Las radiacionee electromagrnbticas ayesiran urm doble caracte-
ristica, Iz difrac¢ifn 7 refrfaccibn, la radlaciln tlene propledad
de onda, aunque no hecssita de un sedio f{sico para su propagacién,
En los fexf=eroc de erisilm y adsorciém, la racinrcibn electromagnée
tice tiene ta=bdifn las propledades de las partfeculas, llamadae fotg
-o8 (partenccientes a }a luz), {15-16)

La energis que irecide sokre la auestra e& una radiacién mcno-

cromftica de un 016 haz, © por razones prheticas, una banda muy es-

trecha de longitudes de onda; esto es cuandd se ha eleride un in%er-

10



vale de conflanza.

La sspectrofotometrfa de absorcién consiste en la aedida de la
atsorcide por las diferentes sustancias, de ura railacién electromag
nética de lcngitudes de onda situadas en una “anda definida y estre-
cha, ssencialmente monocronftica, (3)

La Banda ezpectral empleada #n la x=edida de 1z absorcidn puede
condiderarss co=¢ si estuviera constitulde por doe 2ornas, la ultra-
vicleta (130-380n2) y la visidle {380-780na), La espectrofotometria
en la zona visibdle (que antes solla llacaree colorimetrfa) o5 la me-
dida de la absorcisn de la luz visible, que generalxzente no es xono-
croaftica pero qUe se selecciona zediante el saples de filtros pig-
mentados o de interfersncia, (3)

£l uso de la sspectrofotoastria de ateorcifn en lac zonas visio
bles y ultraviolsta como proceiimiento ds valoracién se basa en 8l ha-
cho de que la absortividad de una sustancie gusle ger uns constante
independiente de l1a interzicdad de la radiaciénm ircicente, la longitod
interior de la celda y la concentracibn, por lo cual la concentra=

cifn se puede determinar fotométricaments, (15, 16)

1o ABSORCION Y EMISTON DT RADIACION FLECTROMAGKETICA

Cuando uz ftomo o nmolécula adeorbe energla, raca a un estado de
mayor enorgia o estado sxcitado, A cada estado excitado puede asig-
nirsele un nivel de energxia definido y todos los posibles estados son
caracterfbticos de cada Ltomo o molécula, =n la figura No, 2 8e mues-

tra ur diagresa sirplificadc de niveles znergbticce para un Stomo o

molécula,
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Atsorcibe Emicibn
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O e

Pigura No.2: Diagrama ds nivaler de snergia

E° nivel ensrgbtico baje; T hivel anergético
alts,

Las dos i{neas horizontales representan dos niveles snerghticos
S1 al sistema se le proporciona amergiz en forma de ipz o calor, ua
electrén pasarf del estado £% al estado E . Eata absorcidm hace que
1a solbcula o &tomo se emcuentre on estado excitsdo, Una vez en el
estado excitado, lam especies eliminan sl exceso de energia mediante
Yarios procesos; en priser lugar, la particula energética puede cho-
car con moléculas de disolvente O com otras soléculas ¥y transferir
1s ensrgia a su erntorro; en segundo, las esaPeciss ce Jasattivar emi-
tiends un fotém (emisidn) equivalents a 1a diferencia esnergbtica en-
trs 1na Ane wiveles © ¥y E°. f£x ambos casos, la molécula o Ltomo re-

greea & su sstado elsctrénico fundamental. (14)

2a_LEY DE BEER

Csando ur har de enrgla radisnte wonocrozhtica inzide sokre u=mz
capa homogénes de uca sustancia (transparente), parts de la energia
o8 absorbvida y el resto tramssitida., Si 1la eneryia raciante inciden=
ts tisme longitudes de ondza de la regifn visidle del espectro y el
melio g través del cual tiene gue pasar, absorte selectivamente cler-
tae longitudes de onrda, el color obaervado corresponderk a las longi-

tudee de onda de la energia traneaitida, (17)

"



Rstac gemeralizacizoes tlenan =u base cuantitesivs en las loyes
te 1a espectrofotometzia:

le primera lay, a‘ribuida a Bouger, dice qus a una loxgitud de
#8da ex 1la que pueda oc¢urrir absoreiés, al sumentar sl scpesor de 1a
musstra absorbents dissinnirk la cantidad de luz transeitida a travéc
de alla.
La energfa incidente de radiacilm monocromfbtica se denorine Po y la
tramamitida P, La absorciém eeth definida cozo:

A = =log P/Po ; (ec. 3)
la segunda ley establece que a2 uma longitud de onda en la que

puedq ocurrir abvsoreidn, al aumentsr la concentracilm de la solucién
absorbente diemizuirf la emergfa luainosa, transmitida en ume forms
logarftzica similar a la ey anmteriorments mencionada.

im {P/Po) o «k'c (ec, us
donde: k”« e8th relaclonsda con la intencidad de abeorcidn,
Combinando las doe leyes, se obtieme la ecuacibn de la ley de

Beer:
A = kbe (ec, 5
domds: k = es 1a absortividad de la muentra
b = e la longitud de la muestra
¢ = o8 la comcentraciba
Pbr lo general, la representacién de la loy de Beer {absorbvancia
or funcién de ls comcentracifn) es linesl y la recta pasa por el ori-
gon,
Las dearisciones de 1a ley de Beer som de dos tipos, positivas y
nogativas, los factores que puedem causarla son: condiciones ambientlg

les, errores instrumentales y desviaciones quimicas. (14, 17, 18, 19)

13



L. IMSINOMERTAL
Tode scpactrorotbmetrs de ultraviclstz y visibsle estd Zoreado

4e los siguientes compementest

aador Tuestra

Urneate de Homotro- Ares de ——————%{E:f:°t°“
Endilcién ‘j

Registra Amplifi-
dor cador

aa Buente de radincién: 4 fin de que sex adecuada para las me-

didas de abasorciém, la fusrte de radiacibs debe de cuxplir clertos
requisitos. Primerc cdebe generar un haz con energla suficterte para
hacer fheil la deteccidn y medida, 3egurdo, l2 radiacifm debe aer
continua; esto es, &u earvectrc debe de cOnterer todas las longitudes
de onda dentro de 1s regibén er la cual o8 usada.

Dos fuentes de radiacidr sor necesarias para cubrir el rango
vitravicleta-visible, una lAmpsars de tungateno 8 una busnz fuents
de radiacifm para la regidn visidle, en la regifn ultraviocleta, la
fusnte de energfis mis usual e» una lkmpara de descarga de denterio
o hidrSgeno., La lémparse de hidrbgenc consiste en un par de electrodoe
contenicos en una envolturs de vidrio con una veatana ds cuarro,

3, Menocromador. Us mocscromador sirve para resolver lx radia-
cién procedente de la fuente er sus longitndes de onda componenter y
suministrar el aislamiento ds 6etas en bandas muy estrechas. La lu:r

adaitide por medio de una rendijs de entrada es colimada con uma len-



te o espejo. Entonces es cdispsrsada por medic de una red o pricza,
Cualquler porcidn del sapactro resmltante puszde ser enfocado sobrs
una remndija de salida, de nuevo con una lente o espejo.

Co Axoa de muestra. Las ceicas que contlenen la muentra han de
eer transparentes a la radlaclilno, por lo que se eaplean celdas de
vidrio en la regibn visible y celdas de Bflice en sl ultraviolets,

d, Detoctsr. En los espactrofotémetros de ultravioleta-visible
88 emplean dispositivos electrbnicos gqne se conocen couo fototubos,
para detectar la intensidad de radiacién transaitida por la muestra.
Convierte la energia radiante en energia elbctrica,

9, #adidor o registrador. La sefial del detector se alimenta con
un circuito potencimétrico, que se gradua para obtener un dato o leg
tura de transmitancia o abeorbancia. Los especirofotSmetros registrs
dores trazan un regietro de la absorbancia sobres papel; con eatos
instrusentos 8¢ registra automAticamente el espectro de absorbancia

completo.

4, BSPECTROFOTOKETRO ULTRAVIOLETA-VISIBLE

El espectrofotfmetro ultravioleta-vicible (figora Ko, 3) tlene
éptica de cuarzo y puede ser emplesdo en lac regiones ultravioleta ¥y
visible del espectro. El imstrumento posee fnentes de radiacifn intep
cambiables incluyendo una lfimpara de deuterio o hidrSgero para las
longitudes de onda mhs bajas (190-3B0nm) y una lhmpara de filamento
de tungsteno para las longitudes de 380-780nm, Un par de espsjoa re-
fiejan la radiacibrn, a trevés de una ranura ajustable, hacia el coe-
partimiento del monocromador, Despubs de atravesar toda la lozgltud
del instrumentos, la radiacién se refleja en un prisma de Littrow; ajus

tando 1a posicién del priema, puede enfocarse en la ranura lur de la



longitud de cnda dasaada, Mo obhetants, g bptics esth sclocads lam-
bién para gue los haces de entrada y salica ectén separadss unos de
otros gorre el sje vertical; de esle mpols, o1 naz de calida pssa Dor
debajo dol eapejo de entrads ¥y enira en el cormpartiziento do la celda,
Deepulic de pasar e travbc de ls muestra o del disolwveants, la lur 1.3
sa al coapartimziento del fotatuto en donde es ralida b1 enerzia cen
el z=ks apropiado de un par de folotubtos intercaztiatles. Tno de bstos
e2 sensible a la radiacibn por encima de 625 nllizicraes y el otro a
las longitudes de onda mfes cortas, La corriente fotoeléctrice es pa
sada a través de una resistencis fija, ¥ la c¢afda de potencial a lo
largo de eata resistencia tedida por zedio de urn ¢ircuito potencio-
métrico.
Es necesaris la axplificacifn de lss corrlentes fuara de aguilibris
en el circuite potenclou&lrii?‘lg que son muy pequefies, {18, 19)

ti3)
i

Figera No, 3: Diagrama esquembtico del espectrofotéastro
Ultravicleta-Visible.
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1. _FISICAS Y QUIMICAS

F8ruula condensada:

> -
TR e SR P e
ow
FSrnula molecular: P.H. = Lhi.h g/aol
€15819%%

Contlene no zenos del 95 y no nmhs del 102% de 019319“705,
¢alculado socre la sustancia anhidra, Loptiene 5 a B.5% de agua,

Sustancia de referencia:! Aeddo FSlico, no secar, deterzinar el
contenido da agua on el momento de utilizarss, (3, &)

a. Dascripeifin: Polvo cristalinoc, amarillentc o anararjado, irg
dorc; soluble en &cido acltico, fenol, piridina, en Acidee y Alcalis
dilufdoe; apresiablederte s0luble en etanol y dbutanol; insoluble et
acstona, cloroforao, &ter, berceno, casi insoludle sn agua.

ha Eetmbillidad. ts estatle en solucibn acuosa de p = 6.0-9.8
en presencia de buffer de fosfatos a piH = 5.0 {20, 21)

Soluciones Acidas de Acido fblico son sensibles al calor; soluciones
alsalinas del &cido f8lico son Bensibles a 1z oxidacidn,

En un wedic acuvoeo a un pE de 3 a 4 el fcido f81ico llega a ser inso-
luble criatalizasndo.

¥ar.enerlo en recipivntes herabticoes y protegidos de la luz.



24 ERSAYOS DE IDENTIDAD
Infrarrofo
Cuantitativo: por croma®ografia sezulda par sspectranfotozetria
Avsorcibn ultravicleta: se basa en la fornacifn dz una sal da
diazonic y por §1ti1=9 12 coruliacida de la sal,
Microbiolfz1co: s base en el crecimientc gqus provoca sl fcide
f3llco de! Lactokacillue casel o el Striptococcue fascalis, lo que
go =ide por la tantidad de fcido f8lice por dichas bacterias, 1, 27,

22)

B, Qrfren ¥ guinica. EX Acido f61ico es una vitawina hidrosolu-

ble, corstituyente del complejo 8 ¥ eximte en la levadura, higade,
rifin y en las hojas 1 los vegstalee, aspecialmente espinaca y le-
ckuga.

Esth constitulde pur unidén del a=zinchcido Akcido L-gluthmico con el
fcido pteroico a su ve:z forzaio por la unidr del grupo pteridilo =-de
rivado de la pteridina- y el Acide p-aminobdenzolce. (1, 2, 23)

£l Acido f8lico as termdestable y resistente a la temperatura
de) autoclarve,

Ea el organlezo, el 8cido f8lico iractivo por hidrogenaciln ae-
diante la enzima dihidrofolstorreductasa da orfger al Acido tetrahie-
drof8lico, tetrahidrofolato o THF -previc paso por el dihidrofolato
o DHF=-, y er el primero se han afiadido hidr§gens en las posiciones
5, 6, 7 ¥ & (figura So, 4), I} tetrahidrofolato 8o transforma en coan
zimas activas que son: a) el S5-forsfltetrahidrofolato, tambifn denomi

nado &cido tolinico, leucovorina o factor citrovorus;
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b} el Sformizinotetrahidrofalate; ¢’ el 10-formiltetrahidrofoslato;

d) el 5,10~-za%t1lenctetrahidrofolats; o) el S,10-aeieniltetrahidro-
felato; ) el S5-zetilltetrafidrofolatn, kestas < sor sustancias forma
486 por sustlitucifn a nivsl 5 ¥y 12 son las farzacoldzicamente activas
¥y la leucovorinm ee utiliza er terapdutica,

Al respectec cake s=lala

~ 3ue sator derivalce del el S-metiltetrali-
drofslats y sobre tede &l S-foralltstrahidrcfolato o leucovorina po-
seen accldn antiarbrica semejante al jue tiens aguel Acido en las ang

miag zegaloblénticas;

- er 1 rlasaa sarngulnec ze 06 derivadce, EQ
bre todo el S-zetiltetrahidrofolato;
- el Acido fclfnico 5 leucovorirna actlis es forza 3fs rhpida y

efectiva para contrarrestar los efectoe de las drogas antsagonistas del

ES

fcido f8lico;
-scr los derivados del Acido f8lico citados loe gue irntervienen
en las reatclones 3ctabSliicas como coernzizas,

(figura %o, 4)
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Figura No. h: EAtructara quisica y biotranmeformacifn del
fcido félico.
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2o Tarsscodinakis.
1) Carencia de Scido fhlico. En las anemias mecrociticas megaloblés-
ticas tales como la aneniam pernicicsa, la macrocitica trorical, sin-
dromes de malabsorcida, la aneaia macrocitica del exbarazo y la mega
loblistica infantil, el Lcido fflico provoca el aumentc del nfiwerc
dea eritrocitos y dismirucién de su taza%o, auasnto de la hemoglobina
Y desapariciln de la hiperplasia megalotlhstica de la médula faea,

54 me comparar los efectos producidos por sl Acido f81lfco con

los de la vitaaina B puede observarse qus en lag mneaias megalo-

12
blisticas diferentes de la aneaia perniciocsa, la respuesta es supe-
rior al utilizar el hcido f61ico, que actfia aun en casos ez que la

vitarinae B o8 ineficaz y produce sieapre una rexisién abscluta del

2
cuadro, que 8e debe ea estos casos a deficlencia de Acido £5lico. En
canbio, en la ansmia parnicioma, loes resultados hematolégicos no son
como con la vitamina BI2 y requieren dosis elevadas, lo importante

es que el hkcido rélico np tiene accdén eobre las alteraciones neuro-
18gicas de la anemia parnicioea,

2) Procescs petabflicos. E1 Kcido f8lico interviene fundameatalsente
on el transporte y transfereccia metabddlice do gropos quimices con unm
Atomo de cardono como el grupo formile y el grupo metilo (fignra No. &)
eBte proceso le realiza previa transforaacién en tetrahidrofolato, pa=-
sando antes por el dibhidrofolato por intermedip de la enrima dihidrofp
latorredoctsea -en amboe pasoe-, siendo el tetrahidrofolat> capar de
aceptar aquellos grupos y foremar coentizas dadoras de forsile y metliw~
lo principalmente, do danera que e8tos son transferidos., i esta for-
ma, sl Reido f£813co © folato interviere an la transformaciftr y sinte-

8is sobre todo de purizas y pirieidinss, eeencialec para lz sfintesis



%
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del &cidso desoxirribonuclelcs ¥ por endr de ia eritropoyesisz.

Bl heido fBlico interviene en la transforeacifn ¥y sintesis ec
el organis=o de diversos 3etnbolitos sfends los princirales:
- Tran=formacidn de S-aminoizidarol-k-carboxrsaid-rribftido e S-for-
ailamjdonidazol-4-carboxazidorritftido peso impartante en la ei-%e-
sis de las puriras, irtervencibo principalmente del 10-forziltetrahl
drofolato ¥ ls exziza transforcilasa,
- Transformacidn de la glicirazidarribétido en foreilglicinamtdarri-
bbtido, paso importante en la sintesis de purinas, intervencibn del
5,10-meteniltetrahidrofolate y la sczima tramsforszilasa.
- Transforeacidn del fcido desoxiuridilice, m reacciln mAs izrortan-
te & d{ndispensable an la mi{ntecis de lae pirimidinas, intervencién
del 5,10-zetilenctetrahidrofolato y de 1la ernzima timidilatosinteta-
sa,
= Transformacifn del fcido w=formiminoglutéemico (procedente de la hig
tidins) en fcido gluthxico, intervencifn del S-forni=!-otetrahicssfo-
lato.
- Transformacifn de la glicina en serina y viceversa, intervencidn ae
S5110-astilenotetrahidrofolate y la enzima hidroximetiltransferasa,
as{ mismo corresponciente al metadolissc de los azinokcidom, y estos
dos fltimos procesos no son de gran isportanciz blolégica.

La vitamins BIZ es necesaria para la aintescis de la base pirim{-
dica uracilo, miantras qte el Acido f£81ico cataliza la metilaciln de
este 6ltimo a timina. Por 1o que el &cido f81ico es necesario para la

formacibn de fcide desoxirribonucleico. (figura No, S)
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Figura No. 5: Intervencién de la vitamina B,, y el &cido £6-
licc): en ol metabolismo de las nucleoproteinlé (fcidos nucléy
coa).
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¢a Yarmasnaindtica.
1) Abgorecifn y digtribycyibn. E! Rcido fSlico se adscrbe perfectamente
cuando se administra por via bucal ¢ parenteral Y la actividad es la
misma por aadas vime, la absorciSnp en el primer caso ess efectfia en
toda 1a extensibn del intestino delgado.
Gna vez absorbido, el kcido f6lico a la sangre Yy ¢l nivel de folato
en el sueronormalmente 0,5 a 2ncg/dl, y menor et las aneminp megalo-~
bléaticas distintas de la anemia perniciosz. En el plasma sangineo,
la sayor parte del folatoc ee encuentra en forma de S-matiltetrahidro-
folato ¥y ¢c=tiznado con las protefnas,
2. Biotraneforsacibn v excrecibp. El Acido f61iico se transforma pri-
meroc en dihidrofolate, luego en tetrahidrofolatoc y bste &itimo en las
coenzimgs activas (Figura &) anteriormente sefialadas, Dichas biotrans
forsaciones tienen lugar sn la pared intestinal y en los tejidos mo-
bre todo en el higado.
La excrecibn principal se ofectés por el rifidn en forma de hcido f6-
1i¢o y sus metadbolitoe activoe

4. Toxicidad. La sobredosis por kcldo f81ico no se conoce y aun
50 veces la dosie terapbutica no prodace trastornoe, elendo de por
s{ una sustancia pricticamente sin toxicidad,
Pero ya ee ha sefialado que en la anemim perniciosa, él Acido fSlico

o8 capar de precipitar las alteraciones neurolégicas. (1,2)



11X, PLANTCAMIERTO DEL PROELEME

Actuslmente Be encuentrs rejportads un tftode espectrofotomé.
trico \3, 4, 5, 24) para la cuantificacifn del heido f61ico en tg
bletas, el cual se fundamenta er la formacifn de ura sal de dimzg
nio y la copulacién de ia sal, aal como la adicién de una concen-
tracidn de estfndar {gual s la muestra; que no et preciso, en las
condiciones de tradbajo eximtentea en el laboratorie, eepecifica-
mente eon reproducibvilidad y repetibilidad,

Esto causa problemae an el laboratoric ya gue puscen recharar
lotes que cuaplen com ls concentraciSc sstablecida del Acido £814-
c0 por 1o que hay pérdidae de tiezpoc hombre, materia prima, exci-

ientes, As{ como problemas con la necretarf{a de >alud, debido a los
resultados poco confiables, En cuanto &l consumidor, si las table-
tas contienen mepor toncentracidn de la establecicde el cuadro clf-
Bie0 1o #e podris normalizar por la deficiencia del fcido,

Debido a 1o anterior surge la nececidad de modificar y vali-
dar el mftodo, eliminando la adicifn del ecténdar a cada una de lac
=uectras como 1o sefiala 1a literatura; rars garantizar la confiabi-
lidad de que lac tabletas cutract con la concentracifn de fcido f6«

lico especitica.

N

©n
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V. OBJETIVOS

As_Geagral

Adecuar y validar un sétodo alternativo al reportado en 1las

farmacopeas, para la deterninacidn de &cido £81ico ep tabletasa,

B, P
1.
a,

b

c

d.

icy 8

Determinar:
Especificidad del método
Exactitud dei wltodo
Frecisién del método
Repetibilidad
Reproducibilidad
Lenealidad del =ftodo

Estabilidad de la nuestra

para las validacibdn del nbtodo.



¥, BIPOTESIS

St el método analftico propuesto cumple con los parfmetros es-
tadisticos de precisifn, exactitud, eecpecificidad,linealidad y eata
bilidad podrd validerse y utilizaree en control de calidad como un

zftodo de rutina altamente confiable.
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VI, HATERIAL T METCLC

A, Material

1, PRINCIPIO ACTIVO Y EXCIFIEETES
Acido f8lico (grado uUSP)

Aleokol 9S° (grado ISP}

Almidén de malr (grado USP)
Estearato de magnesio (grado USP)
Lactosa (grade USP)
Polivinilpirrolidona (grade USP)

Talco {(grado USP)

24 REACTIVOS

Acido clorhidrico SN {grado reactivo; J.%. Baker)

Alcohol tsobuiflico (grado reactive; .7, Baker)

Cloruro de sodio (gradg reactivo; J.T. Baker)

Sclucibn de diclorhidrato de N-l-naftiletilendiamina (1:1000)
(grado reactivo; Merck)

Solucibn de foafato de potasfo dibhsico 1:33 {gradoe reactivo;
J.T. Bakar)

Solucibn de hidréxide de anaonio 6% (grads reactivo; J.T. Baker)

Solucibr de nitrito de sodis 1:50 (grado reactive; J.T. Baker)

Solucidr de permanganato des potasio 1:250 (grado reactivo;
J.T. Baker)

-

Salucidn de sulfamato de anonio 1:20 {grado reactivo; J.7. Baker)



3, MATERIAL
Bareta
Embudo de vidrio
Gradilla
Matrar erlenmeyer
Matraz voluzftrico
Hatraz volumétrico
Matraz volusétrico
Matrar volumétrico
Mortsro con piatilo
Papel filtro Whatman
Pinza de tree dedos con nusz
Pipeta volumbtrica
Pipeta volumbtrica
Pipsta volumétrica
Pipeta voluaétrica
Pipeta volunttq:ca
3aporte universal
Tripie

Tubos de ensaye

ba JIRSTROMENTOS

Balanza anal{tica (Mettler aM 100, sensibilidad O,i=mg)

Cronfmetro {Gladox)
Espectrofotémetro (Beckman DU=s5)
Earl-Fisher (Beckman KF4B)

Agitador de tubes (Miver)

250a1
250m1
200n1
100n1

50m1

60al

Pyreax
Pyrex

Pyrex
Pyrex
Pyrex
Pyrex
Pyrex

Pyrex
Pyrex

Pyrex

Pyrex

Pyrex

frrex

29



B, Mgtods

{1, FREPARACION DE SQLUCIONES BEACTIVC

A dric Nl.

F.M.= 3b.455er/ 201 Pureza: 37.5% vensicad: 1.135gr/a1
Tomar 20.521 de &cidc clérhidrico, transferirlos a un xratraz volunb-
trico de 5021 y afcerar c;: agua destilada,

5 5-]- t H .
Pesar S0ag de diclorkidratc de N-l-naftiletilendiaxzina.
Transferir a un matraz wolumétrico de 50xl. Disolver y aforar con agua
destilada.
Pegar 30,30302r de fosfato de potssiso 2ibhsice.
frazsferir a un zatraz volumftrico de 1700z1,
Disolver y aforar ccn agua decstilada.

d. bolucidn de hizrSuido de amcnic (64},

PY, = 35,048gr/2z1 Fureza: 23.3% Demsldad: 0,396gr/nl

Tozar 40.Canl de hidr8xidc de azrnis, trane!

zétrico de 5321 y afcra: zon agua dectflada,

¢, Solutién de nitrite de scdic 11352).

Fesar 1,0gr Ze nttrits de sodic,
francferir a ur zatraz voluzétrico de 53zi.
Uleolver y aforar tor ara dectilada.

2, Spluctin de parmancanmto de “otacin [31:29%0)

Fesar 0,2g de rerzanganato de potasio,
Transferirlos a un Zatraz voluabtrico de 52z,
Disolver ¥y afsrar con acun destilada,

Hervir la molucibrn por 15zin, ¥y dejarls enfriar,

Tiitrar por rapsl whatrar No, 41



Es Sgluclbn de mulfacats de amoris (1:20).

Pesar 2,.5gr deo sulfazma'o de anonio,
Transferir a ur zatraz vo.uz$irdco de 50=1,

Disolver y aforsr con agua destllada.

2. PREPARACION DE SOLUCIQN XSTANDAR

e. Proparacién del patrbn de referencia. Detercinar el conteni-
do de agua del patrénm de referencim de fcido f61ico cozc se indica
a continuacibn:
Colocar de 30 a 40ml de Tetanol en el vaso de reaccifr y neutralizar
el agua que pudiera contener con el reactivo e Yarl-Fisher. Zste
gaato de reactivo no deberf tocarse en consideraciérn para los chlcu=-
los. RBpidamente agregar una rorcidn de la ruestra exactazente nesa-
da, agitar wvigorosamente ¥ titular con el reactivo de Marl-Fieher.
Calcular el contexnido ¢e agua en jorciznto ern la zuestra de acuerdo
con la férzula:

2 de agua = 1028 (F/%, (ec. 6)

donde:

S = 88 el voluzen de reactivo de Karl-Figher

es el factor de equivalencia de agua del reactive

v
"

es ¢l peso de la cuestra em mg. (3)

b._Solucidn concentrada. Fesar 25zc del patrdn de referencia de

Bcido f81lica y traneferirlos a un zatraz voluxBtrico de 5021,

Disglver cczpletazernte £0on una zezcla de 1ml de hidr8xido de amonio
(69) y 25x1 de agua certilada., Aforar con agua destilada y mezclar,
Agregar 2 gotms de tzluenp como conservador, guardar en un logar frio,

protegido de la luz.
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¢y Solucifn esténdar. Tranaferir una alfcuota de 2al de la solu-
cién concentrada a un matraz voluzdtrico de 100z1, sforar con solucidn

1:33 ds potasio diblsico y metclar,

3, SOLUCICN PROBLEMA

a. Solucilp de la muastra, Pesar 20 tabletae y talcular su peso

prozedio, Triturar hasta polvs firo. Fesar una tantidad de polve le
nks exacto posible a SOnmg de Acido f£8lico y transferir & un matraZz vo-
loafbtrico de 250m1 (4dentificarlo co=¢ =atraz A).

Br otro matraz Yolumbtrico de 200m) (identificado coms matraz B)
agregzar 231 de hidréxido de smanto (&%), aforar con agua destilada, [i-
8olver completamente con la solucifn del matrae B al Acido f8lico del
matraz A y homogenizar, Filtrar a travbs de papel whatmaes No. 41 en
un matraz erlenmeyesr, desechar 1os primerce 303l del filtrado, Del
ssgundo filtrado transferir ucza slfcucta de L=l a un patraz de 100m1,
aforar con soluciép 1:33 de fosfato de potasio dibasico y mezclar.

La solucifin esténdar y la eolucibn de la auestra contienen 10mcg/al

aproximadanente de fcido f8lico.

4, ¥ETODO PROFOESTO

Preparar 4 tuboes de ensaye de 60z), marcarlos como: blanco, estén-
dar y 2 tubos de muestra, Adicionar a cada uno de los tubos, los volfi~
eénes indicados en la tabdla Fo, 1, respetando el orden y los tieapos
de rapoec regqueridos, Utilizar pipetas voluc8tricas, para la adicibn
de todos los reactivos léiquides excapto el alcohol isotutflico qus se

adiciona con burets,



Fractrvos Poo  Ste  Hta it
1 2 i

!

Foafato de potasic dithsico (1:33) €ml —em e --..i
i

[at&ndar (1Omcg/ml) [ T+ —— .-..:
|

F\ustr- (108cg/n1) ——— -a 52l 5.1%
Persapganato de potasio {1:250) 1= izl 1Al tmy

Mez¢lar, reposo 3min,

Fitrito de sodio (1:50) 1wl sl ol i)

Acido clorhidrio (5M) il 1l iml 1:1}

Kezclar, reposo 3Ein, !

Sulfasato de amonio (1:20) Vml 121 tnl  1ad

Agitar hasta elizinar el didxido de nitrSzeno

—
Eielorhldrate de N-t{-naftiletilendiacina el 1=l 1ml 1!\11'
1:1000)

Merclar, reposo 10min.

e e

Cloruro de sodio Lhgr Lgr Lgr Lgr

Herular

rlcohol isobutilico 10ml 10ml 18gr 10g7

Tabdla Xa.2: Orden de adicién de reactivos y tis=zpos de reposo del
udtodo propuesto para la cuantificacién de Acido 51icoc en tabletas,
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Agitar vigorosamante ea un agitador bastz que la fase colorida
qtieds en la superficie (alcohol isobutflico).

Determitasr la abtorbancia de la fase colorida a una longitud de
onda de 550ma,

BTA: Ya qua a5 demaciado inestable sl complsjo formado al agre-
gar el diclorhidrato de Noj-paftiletilendiamina, es necesario determi-

nar la absorbancia de este antes de 25=in.

Shiculoe:
Calcular la cantidad en mg de Scido félico de la porcifbn toma-
da de tabletns por medio de la siguiente ffirmmla:

ag/tab = Apta (C) {10) ___0.170& {ec. 7
Antd peso mta (g)

Anta = absorbancia de la muestra
Astd = adsorbancis del esténdar

C = concentracibn final del estfindar hasta los 10ml
da alcobol isobutilico

0.170gr = peso tebrico de cada tableta

10 = factor ds dilucifn de la muoestra u conversiln de
meg a ug ds la concentracifin final del esténdar

10 = Yolynen final de la wyestra
Alfcuota de la mta (1000)

En 1la figura No. §, 8e muestra la reaccilfn que Be lleva a cabo
durante ol método espectrofotéeftrico para la cuantificacidn del BKci-

do f81ico en tabletas,
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Figura Re. 6: Reacciln que 2o lleva & cabo sn sl método
propuestc, para la cuantificacién del Scide f8lico en
tarlieten,
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Y11, RESOLTADOS
Ae Bopecificidad.

Para verificar la capacidad gsl mftodo propu-sto em lm deter-
minacifn del fcildo #511co en tabletas, se enfrentd a lov exciplentes.
Pap ser un nmbtodo scpectrofotométrico se presentan a continua~

©16n los= espectros del producto {prl....in activo + exciptentes),

estdndar ¥y sxcinientes.

% de recobro

0.0 99.99 100.10

Tabla No. 5: Resultados de especifi=-
cidad del método para la cuantifica-
cién de fcido rSlico en tabdbletas.

(e 0300 ‘BSQEEQ?G“ 6~ & 2000 LM;N
S

185 LOKQITUD
: DE ORDA
1 s EX nn

iogn

Grhfica Xo, t: Espectro de los excinientes para verificar
la capacidad del mbtodo propuesto en la deterzinacifn del
$cido f8lice ep tabletas.
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GrAfica No, 3: dspsctro del preducte para verificar la
capacfdad del métoldo proruests en la detercinancifn del
6cida f8lico en tablesas.
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Be. Arpeiitud,

S realizd por slacebn atadide: 81 fclde fAliecs de puraza conc-

cida y exnctamente repenin, se s adid a lie excirler *»s del uraguetc,
este se analizéd con ol mBtode prapussts,

Ze trabail con 5 concertrncicres diferents ror caga cenientra

ciér se pesaron § ruestras,

Muestra zg adiciorados g recu-erador ® de recoIro
o
~

8o X/ 40.3599 IR
4.0 40,0416 180,12

40.6 42,5345 192,68
4.2 40, 2449 190. 1
40,L 43,3257 a¢, 55
4.6 40,3872 13057
100 AT U302 29, 3%
a0, 35,0877 29,37
s,z 8L, 275 190, 1
3.6 ERRLS PAY ;2,82
53.5 €3, :613 106,17
&2 LS. 3%, 95,32
122 9T £C.2777 32.72
7.3 47, 8y 100
83,7 FOLE72 9.3
57,8 SRS 79.%2
63,2 62,2838 100, 14
59,3 55,9539 99,32

Tadble Yo, 4: Resultados para ¢.netitzd 3 remetid-
1idacz,



- Contracte de hipStesis:
g0 A = 100%
Ha u £ 100%

« esipifn estadlstica:
n=18

S = $.26402
X = 99,91+ calc

-1,5183

- Intervals “: c:-Tilantza al 95z:

39.88 < 99.91 £ 99.37°9%

< 2,1233

b4



Lo Fregcietin.

1, Pepetibilidad:

Se utilizaror loe

Muestra ag adicisrnades Bg Tetuzerades w

40,0 50,0415
50,6 40,8342
40,2559

§2,3857

(LN 2 O

100

.

fs A Ju o4

40
40
40
50
50.
53
50
53

120

2 MO 1l g

ltadsz de 1s agwactitud.

de recotre

30,73

g8
.

3
W O

WQ
3

O 0
M) -
Lia)

N

[v7]
e VD
IRV

Vow
- e

w

ol ]
o
\WoF

Tatla No. %5: Pesililacce

dgo T & 1.5%

2

£2
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- DNacis18n estadistica:
n = 18
S = 0.2453

o

2
99.911¢ calc A (0.575, n-1)

1)
"

C.¥. = 0.2470 2.4623 < 3c.2
2 PP

2% 1. = 0.4603
2

po 2

(2.975, n-1) = 2%
~ Intervale de cconfianza ol 555

o.626c < 0,4633 < 0,4956



DIA
I Ir

100.34  93.95
T 98,535 98,12
100.66  99.34

100.20 100.97?
II  99.84 97.75
100.78 100,59

33t e M

fabla Fo. 6: Resultados para reproducibilidad,
on £ de recodro,

ruente de Grados de Suma de Media de rcnlc rtnb Area de
variacibn livertad cuadrados cuadradss Aceptacifn
Dla 1 1.03% 1.0981 35.420 1614 Fo a0 Fooy
Analista 1 0.8480 0.84% 27,350 16t Fo o Ty
l:il-.uulig 1 0.0310 0.0310 0.022 3.32 F_... r“b
Error 8 11.0176 1.3772 e

Tabla Ko. 7: Anflisis de varianza coz 2 criterios
de clasificacifn (dia-analista),
Este parfmetro se realizd por platevo afiadido, con 2 analistas
diferentes e dos dias diferentes y 3 Zeterairnacliones por dla ceda

aralists, los analistas no satlan la cantidaZ resais de las zuesiras,



D Linealidad.

Se realiz§ por placebo afadido: el Aciao f8lico de pureza co-
nocida ¥y exaztazente pesado, Se ajadid a loE exciplentes del produc-
to, esto se analizf con el =z&todo propuesto.

S5e tradajb con 5 concentracionss difere-tes, por cada concentraw

cifr se analiraron 6 muestras.

Muastra &g adiclonados ag recuperadoe % de reeokro
F3
60 30.8 30.7201 99.74
30.8 30,9738 100,55
30.4 39.5467 170,482
30.8 30.5201 99.07
30.8 30,8738 100,24
30.6 30.5827 99.94
80 50.4 40,3624 99.90
HO. 4 41,0052 101,49
40,2 40,084 93.71
L0.2 59,3841 120,45
3.6 49, 354¢ 17913
40.0 43.020°¢ 120,00
100 50.2 49,399 29,60
50.23 20,003¢ 3¢, a1
50.4 50.1127 99.52
50.4 50.5319 102,26
50.6 50,6256 100.05
50.2 50,0494 93,70
120 60.2 59.5933 93.39
50.4 60,3552 99.97
50,4 50,1620 39.80
62.2 53,2903 99447
60.2 60.5081 100,58
60.6 60,5703 99.95
140 0.4 70.6586 100, 42
70.4 70.3940 100. 84
70.6 70.7724 100.24
20.6 70.7346 100.19
70.8 70.7388 ag,
70.¢ 70.6300 99.7%

Tabla No, §: Feeultados para linealidad de 5 fiveles de
cohcentraci8n con 6 rereticiones cada uno en la vallda-~
c¢ifn del mbtodo para la cuanti<icacibn de fcide félico
en tabletas,
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Gritica No, 4: Pepressntacibn ds la linealidad del mé-
todo para la cuantificacidn de Reido f£8lico en tadblatas,
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~ Eraluacifp de 1s ordennds sl orfgen (g):
- BipStesis u contrastar:
Boa=0
Sa n £ 0

~ DeciBlén estadistica:

X = 50.4533
T = 50.4566
t s
a = ~0.0232 cale = “tad
-0,2555 < 2.0484
e,y = 2.0484 <

toayje = —0.2555
- Intervalo de confianza al$5%:

-0.4469 L -0.2555 < 0,3985

« Exalmaclén de 1a pendiente (g):
= Hipbtesin a contrastar:
Ho m = 1
Ha m £ 1
- Decisibn eetad{stica:
X = 50,4533
T = 50.4566
= = 11,0005
tean = 240484
toa1c = 0.0027

tt:nl: < ttah
0.0027 < 2.0484

- Intervalo de confianza a2l 95%:

=0.0032 < 0.0027 £ 0.0146



= Coeficlents de correlacibn:

r = 0.9998

= 0.9996

R Zatabilidad ds la agsstze.
Dada la inestabilidad de la wuestra, como se indica en la pé-

gina No, 34 el parfmetro estabilidad de 1a nuestra no fué realizado,



VIJI, DISCUSION DE RESTLTADCS
Lla especificidad del =$todo fue protada sonetisrdo excipientes,
satlsdar y producto al abteodo propuecto, presantznde une adbasrdancia
de cero los exciplentss y una altsortancia sl=ilar esrntre el estlndar

¥ el produncto, 1o cual se puede olservar on las grificas No, 1,2,3.

La exactitud se tratald con 3 concernirecipne:s diferertes (33&,
100% y 120%), por cada nivel ge pesaron 6 nuesirae cozg se mues:ra
er la tadla No. L. Se gvalud con 8l porcientc recuperado, par madio
de la evaluacidn estadfs:ica y coszparando cor el estadfgrafo de con-

traste "t" de gtulent, el mftodn er exacto por ser zenor t 3jae

calc

ttnb ¥ la cedia cae dentrc de) intervalg de confianra.

Tn cuanto a la reretitilidad se

tadbla Fo. 5, ia eval i&r ecteife*ica j
208 indica qgue 1 =i mreeiz:

2
fue ¥t tab’

La reproduzitilicasd <21 =8+:3p E: ceterzing resliza-de u- a-fll-
Eis de varianmza con 2 sriterigs ds clsazificacié- {dfa-analiztal. L3
tabla Ne. £ suestiras 1-: rircie-tos fecabrad-s pir 2 atalietas o= 2
difarentes df=:z,

La tatla S¢, 7 =mu<eira que no exise efecto por analista, no
exicte efecto por =f{a, ro ~xiste efecty po-la interaccibn dia-a-alis~
ta por 10 que se ruede corsizersr al =£tcdn rromuesto comp reprsduci-
ble.

La tarla Yo. 9 zuestrs los resultados Ze lirealidad del =é&todo

conde E& tatularon leo {(ng} adiciannite - los (=g) recupsradse renre-

47



sentados en ia gr&fica N>, 4, Por loa resultados obtenidse del valor
de la ordenada al origen y de la pendiernte se puede considerar al mé-

todo cozo lineal.



IX. CONCLOSTONES

De los resultados cbtenldos ea concluye que el citodo evaluade
ec especifico, exacto, reretitivo, rerrsfucitle y li-eaml.

Por lo amterior, el =ftode espectirofotembtrico (Folitak) are-
puesto para la cuantificacién del Acidc f61icc 2r tab'etac se vuede

utilizar en control de calidad come un <cbtodo de rutina confiatle,
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LI, APENDICE

4. Exactitud
- HipBteals a contrastar:
Ho u = 1OO%
Ho u £ 100%

- ryaluacibn aptadistica:
t = X% -
~ Decistbn estallsticn:

58 %g.025, -1 & temde < 0,575, ne1)

¢l abtodo se congidera exacto.

~ Intervalo ds caonfianzs al 95%:

o2 Y5975, o) 8%

'

Sk



B. Precislfn.
1, Bepetibilidad.
~ Hip8tesis a contrastars

3o Tfl.Sﬁr

Ha W 21.5%

- Evaluaciln estadisiica:

X1 = (n-1) (s%3¢

cale

e

o 2 2
St X4 cale — 24 (0.975, n-1)

el =ftoeg se considera preclso en 2uants o reretidbio

1idagd,

(r-1) sf <7< {n=t? s2

(&
(0.025, £-1) X%5.975, n-12

- Coeficirerts de variacifc:

% C.Ve = 5% {100)



2. Beproduciliilided:
- Matrir de tratacmientos para reproducibilidad, cuando se

utilizan 2 diss, 2 analistas y 3 detsrminaciones.

DIA

1 I
A

S S—
¥ Ty | Yan
L
I The Y212
L
1 Y‘l\} YZ\} a=2=1
=2z

s Y
. 121 | Teas re3=r
N T Yy [Tz

Y Y

123 223

~ Modelo matemfitico
Yidk « AL + DJ + ADLS + EE(13)
donde:
Yij= porciento de recobro por el 1-2sino analista en el
J=tsino dfa en la k-bsima repeticibn,
Ala #fecto del 1-£s5imo analleta sobre el porciento de
recodro.,
Dj= efecto del j-ésimo cfa sobre el porciento de recobro.
ADLJ= efecto de la interaccibn analista-dia.

=%(1J)= error experimental,
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Tadla de Anllisie de Verlanza con dos criterics de clasiti-~

cacifn.
enle de | Cradob dejsuma de adia de Fc N Et B Rrea des
vartaciSn | litertad lcuadredos cuadrados are i . acedtacib=
A (a=1) .. 2v...2 o Mo KC | ¥ ¥
b g XK -1y {74 "7AD 20.95, .CAICL .95
(e) br abr TELgs
Peyi-
: slhb i
o : ! 1
D3 (b-1) 1.3.2-1...2 Bc. (3-1) (Mo me, G F P F £
e iy c ¢ YD YAD T0.950 | cach 70,35
(\nalinta) ar abs 8l ‘
Eap \[
2 2 i
ADA - - v - w0 =
3 E;_:; 133.7- ¥4..° 5C, f;_“;“w Mo To.951 Ferte, ;) 0,99
Gunalista- r br E Blup '
dfa3 tel
- v.3.%.y, .2 °°E
ar abr N
B (13} ] (redat jrige®e 145.% Bop (r-1)
13 _—
(Error) r




Sa linealidad,
E: H

- usipStecsis a contrastar:
Bo a = 0
Ha a £ 0

- Evaluacibn eatadistica:

Yealc © @ -9
Ty —ExE
y/x =3
n £{xaX)
-g;/x =E£YZ-:ZY-=£XY I
!

i
¥ n v B =2

- Decisidn estaifstica:

51 (5 025, n-2) < feate <€ Y0.975, n-2)

6e considera a = O estacisticamenles

- Intervalo de confianza al 95%:
——

2
%% %5.975, n-2) Sy/x £

a £ (xs.%)%




cién diante [z):
- Bipftesis a contrastar:
Ho =z = 1

Ha » £ 3

~ Evaluacién estadistica:

~—
tCﬂlc = €n = 1) S’/x v o=l
sJ/x
&2 el
CEPY I vy walxy

51 teg,025, s-2) < Yeale € %00,975, n-2)

se counsidera B = t estaifstictazente,

- Intervalo de donfianza al 95%:

* N
B L %0.975, n-2) 7/ x
3x Ja-T

Si ambas hipStesis, tanio rara "a" comz¢ pars "a" son
aceptadas el m8todo es lineal,
- Loeficisnte de correlacibn:

2 S B L flr -a-w) (31 -D?

Zra - D2
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