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Resumen

La presente investigacidon busca dar a conocer el desarrollo de una nueva
metodologia alternativa para la determinacién del contenido de Azitromicina en
tabletas de 500 mg, por medio de la extraccidn sélido liquido del analito en
cloroformo, con sonicacion por 30 minutos, y como medio de cuantificacion se
emplea la técnica de espectroscopia derivativa de absorcién molecular en la region
UV-Vis.

De los resultado obtenidos, se monitoriza el minimo de absorcién en 245 nm de la
primera derivada de absorbancia respecto a longitud de onda (dA/dA=D"), para un
intervalo lineal de concentracion de 400 a 1000 mg/L, con un coeficiente de
determinacion lineal (r?) de 0,9993, con limites de deteccion y cuantificacion de 25
y 78,5 mg/L, respectivamente. Adicionalmente, se calcula una desviacion estandar
relativa (%RSD) menor al 5% para el sistema en estudio. Mediante la validacion con
otra metodologia alternativa referenciada en la literatura, se encuentra que las
muestras analizadas estan en el intervalo de recuperacion aceptado por la
farmacopea USP46 — NF41 (90 - 110%). De esta manera, la inferencia principal
sobre los resultados experimentales indican que el método desarrollado es aplicable

para la cuantificacion de Azitromicina en tabletas.

Palabras Clave: Azitromicina, Espectroscopia Derivativa, Validacién, Cloroformo
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1. Introduccién

Una de las ensefianzas que ha dejado el COVID-19 en la sociedad humana esta
relacionada con la consciencia y conocimiento de los farmacos que se utilizan para
mejorar la calidad de vida de las personas. Especialmente, cuando hoy dia existe
una creciente incidencia de medicamentos falsificados fomentando un problema de

salud publica.

Esto se puede notar con medicamentos utilizados regularmente por la poblacion
venezolana como la Azitromicina, un antimicrobiano con prescripciéon para
sintomatologias respiratorias, que se probdé como tratamiento experimental para el
COVID-19, propiciando un aumento de su consumo en la poblacién y generando la

incertidumbre sobre su calidad.

Es por ello que, desde el area de la quimica analitica en conjunto con la industria
farmaceéutica, se busca promover la investigacion y desarrollo de nuevos métodos
para determinar las propiedades fisicas y quimicas de las sustancias,
especialmente, como alternativa a las metodologias oficiales dictaminadas por la
Farmacopea de los Estados Unidos (USP46-NF41), ya que en su mayoria son

altamente costosas y especializadas.

Para responder a esta problematica, se pueden desarrollar métodos que
aprovechen las propiedades de solubilidad del analito, asi como, el empleo de
técnicas complementarias como la espectroscopia derivativa para mejorar las
caracteristicas de desempefio del método al menor costo y con una corta inversién

de tiempo.

A partir de lo antes expuesto, queda por mencionar que el propdsito de este trabajo
especial de grado (T.E.G.) es dar a conocer una nueva metodologia alternativa para
la determinacion cuantitativa del principio farmacéutico activo Azitromicina mediante
la técnica de espectroscopia derivativa de absorcion molecular en la region
ultravioleta y visible (UV-Vis), como opcién aplicable al control de calidad en la
industria farmacéutica, permitiendo el analisis del producto de forma facil, rapida,

precisa, exacta y economica.

12
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2. Marco Tedrico
2.1COVID -19

El COVID - 19 (figura 1) es una enfermedad respiratoria causada por un virus que
pertenece al género de los B — Coronavirus, especificamente de la familia
Coronaviridae, que ocasiona el sindrome respiratorio agudo severo coronavirus 2
(SARS-CoV-2), el cual fue descubierto debido a un brote inusual de neumonia en la
ciudad de Wuhan, provincia de Hubei en China a finales del 2019. Poco tiempo
después, la enfermedad se diseminé aceleradamente por todo el planeta siendo
categorizada como pandemia mundial el 11 de marzo de 2020 por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) (1).

Figura 1. Representacion grafica del betacoronavirus SARS-CoV-2 (1).

Hasta la fecha, mas de 6 millones de personas han fallecido a raiz de la enfermedad,
siendo una de las principales causas la alta capacidad que tiene el COVID para
transmitirse, principalmente a través de los aerosoles provenientes de la saliva o
secreciones respiratorias de personas infectadas que pueden presentar un estado
presintomatico, asintomatico o sintomatico (2). Asi pues, cuando una persona esta
en contacto con el virus, ocurre un proceso de incubacidon de 5 dias

aproximadamente. Luego, comienza una fase de replicacion del virus donde
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aparecen los principales sintomas de la enfermedad como: fiebre, tos, cansancio,
cefalea, pérdida del gusto y del olfato, dificultad para respirar, dolor de pecho, entre
otros (3).

3. Transmision del SARS-CoV-2 desde la Perspectiva Celular

Dentro de los mecanismos de transmision estudiados para el SARS-CoV-2 (figura
2), se ha encontrado que puede unirse a las células del cuerpo a través de las
proteinas (S) con forma de espina en su estructura hacia receptores celulares como
la enzima convertidora de la Angiotensina 2 (ACE2), asi como al grupo de
diferenciacion 147 (CD147). En consecuencia, el sistema inmune del cuerpo
promueve la liberacion de citocinas proinflamatorias que conlleva a la inflamacién

de los tejidos pulmonares (4).

Figura 2. Union del SARS-CoV-2 con las células del cuerpo a través de los receptores
celulares ACE2 y CD147 (4).

Una vez conocido el mecanismo de accion del COVID - 19, se propuso el empleo
de medicamentos conocidos que fueran eficaces para inhibir o limitar los procesos
de unidn celular antedichos. En este caso, se utilizaron farmacos antimicrobianos,

antiinflamatorios e incluso inmunomoduladores como la Azitromicina, el cual tomd

14
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relevancia como tratamiento potencial debido a sus posibles efectos para atender

algunas patologias respiratorias similares a las reportadas para el coronavirus (2).

Teniendo en cuenta lo mencionado, es conveniente introducir las definiciones
relacionadas con la familia de compuestos antimicrobianos donde se clasifica la

Azitromicina.

4. Antimicrobianos

Existen sustancias con propiedades terapéuticas capaces atender las afecciones
generadas por microorganismos como los virus, bacterias, hongos y parasitos, los
cuales se denominan compuestos antimicrobianos. Sus aplicaciones tienen
antecedentes que remontan a los origenes de la civilizacion humana, sin embargo,
no fue hasta inicios del siglo XX que comenzaron a utilizarse de forma regular
producto de las investigaciones exhaustivas de estas sustancias por el

descubrimiento de la Penicilina (6).

En la actualidad, el consumo de los antimicrobianos, ha generado la mejora en la
calidad de vida de las personas, debido a que numerosas enfermedades han sido
erradicadas y otras encuentran una cura o solucidon con una administracion
adecuada. Estos pueden clasificarse de diferentes maneras como se menciona en

la siguiente seccion.

4.1Clasificacion de los Antimicrobianos

Hoy en dia se pueden encontrar una gran cantidad de farmacos con propiedades
antimicrobianas, cada uno con caracteristicas individuales pero que comparten

puntos en comun, que se emplea como base para su clasificacion.

En concreto, cuando se catalogan por su origen comprende a aquellos compuestos
producidos de forma natural por un microorganismo (antimicrobianos naturales).
También, se encuentran aquellos generados de forma artificial por sintesis quimica

como los antimicrobianos sintéticos y semisintéticos (6).

Cada uno de estos compuestos presenta diferentes mecanismos y espectros de

accion dependiendo de su reactividad quimica, que se relaciona con la estructura
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quimica y familia de compuestos, como por ejemplo, las sustancias capaces de
inhibir la sintesis de proteinas de las bacterias como los macrélidos donde se
encuentra el farmaco de estudio Azitromicina, cuya descripcion detallada se dara a

continuacion (7).

5. Azitromicina

La Azitromicina (AZl) es un antimicrobiano semisintético de la familia de los
Macrdlidos, cuya férmula molecular es CssH72N2012:xH20 (x = 0, 1 y 2), y esta
asociada a una estructura quimica representada en la figura 3, la cual se constituye

por una lactona unida a dos azucares, que son la D-Desosamina y la L-Cladinosa.

CH;y

0
Hals CHy 0

TONT

D-Dezosamina

QHCH o0
CHy , o)
L-Cladinosa \ZC°Mz EHj

CH;

Figura 3. Representacion de la estructura de la Azitromicina dihidratada (8).

Presenta una masa molar de 785,0 g/mol para su polimorfo dihidratado y su nombre
en la nomenclatura sistematica es: [2R-(2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)]-
13-[(2,6-Dideoxi-3-C-metil-3-O-metil-a-L-ribohexopiranosil)oxi]-2-etil-3,4,10-
trihidroxi-3,5,6,8,10,12,14-heptametil-11-[[3,4,6-trideoxi-3-(dimetilamino)-B-D-xilo-

hexopiranosil]oxi]-1-oxa -6-azaciclopentadecan-15-ona (8).

Respecto a las propiedades fisicas descritas para la Azitromicina, se ha reportado
como un compuesto solido de color blanco y apariencia cristalina a temperatura

ambiente, que funde entre 113 - 115 °C aproximadamente (9). Ademas, es
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practicamente insoluble en medio acuoso. En contraste, es bastante soluble en

alcoholes de bajo peso molecular, al igual que en solventes organicos (10) (11).

En el caso de las propiedades acido base, tiene una constante de ionizacion acida
(pKa) de 7,34, clasificandose como una base débil, donde se asocia esta

caracteristica al grupo dimetilamina [~N(CHs)z] en el azucar D-Desosamina (12).

Otro punto a mencionar, es que la Azitromicina exhibe tres tipos de polimorfismo
que son el anhidrido, monohidrato y dihidrato, siendo la forma dihidratada el

polimorfo mas estable (9).

5.1Farmacocinética de la Azitromicina

La Azitromicina presenta una tasa de absorcidn rapida en el sistema sanguineo,
pudiendo alcanzar concentraciones plasmaticas de 0,2 a 0,4 mg/L en un intervalo
de 2 a 4 horas luego del consumo de una dosis unica de 500 mg. Ademas, puede
permanecer en el organismo de 50 a 70 horas después de su administracién
intravenosa y oral, respectivamente. En cuanto a las vias de eliminacion, esta ocurre
por medio de la orina y las heces tanto por excrecidn biliar como por secrecion

transintestinal (13).

5.2Farmacodinamica de la Azitromicina

La Azitromicina es un antimicrobiano de amplio espectro que es utilizado para tratar
afecciones bacterianas principalmente. Adicionalmente, es considerado como un
antimicrobiano del tipo bacteriostatico, es decir, aquel que inhibe o bloquea algunas
funciones basicas de la bacteria a la cual esta atacando. Especificamente, la

Azitromicina actua inhibiendo la sintesis de proteinas bacterianas (13).

5.3Accion Antiinflamatoria e Inmunomoduladora de la Azitromicina
Aparte de sus propiedades antibacterianas, la Azitromicina tiene la capacidad para
mejorar la respuesta inmunitaria del cuerpo, proceso que se le denomina

inmunomodulaciéon. De igual forma, presenta propiedades para reducir la

inflamacion de los tejidos, siendo ambas caracteristicas muy atractivas en el
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tratamiento de afecciones respiratorias causadas por virus y bacterias

principalmente (4).

Por esta razoén, se propuso a la Azitromicina como potencial tratamiento del COVID
—19, ya que el antimicrobiano es capaz de inhibir a las principales vias de recepcion
del virus como la enzima convertidora de Angiotensina Il, el grupo de diferenciacion
147 (CD147), y la via de senalizacion de PI3K/AKT, promoviendo la desinflamacion
de los tejidos pulmonares (4). No obstante, hallazgos experimentales han
comprobado que la Azitromicina no genera cambios en el cuadro clinico de la

enfermedad, desestimando su uso (2).

5.4Usos y Aplicaciones

Las propiedades indicadas previamente para la Azitromicina, como su amplio
espectro, su farmacocinética y farmacodinamica permiten inferir sobre la cantidad
de aplicaciones que tiene el medicamento, comenzando por sus efectos sobre las
enfermedades inflamatorias infecciosas y no infecciosas de las vias respiratorias
como la neumonia, amigdalitis, sinusitis cronica, asma bronquial. Ademas, se ha
encontrado que es efectivo en el tratamiento de infecciones de transmision sexual

(ITS) como la clamidia e incluso en infecciones de piel (13).

Con relacién a lo mencionado, se infiere que la Azitromicina tiene una amplia
demanda en mercado farmacéutico y, por ende, se requiere que el medicamento se
expida con un nivel de confianza apropiado para garantizar la calidad del producto
que consumen las personas. Debido a esto, se han desarrollado nuevas
metodologias analiticas con la finalidad de aportar informacién sobre las
propiedades fisicas y quimicas del antimicrobiano de manera rapida, sencilla y
precisa, donde la veracidad del procedimiento es respaldada por medio de

operaciones como la validacion de métodos analiticos.
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6. Validacion de Métodos Analiticos

Cuando se desarrolla un método analitico se debe garantizar que este funcione
adecuadamente respecto a las especificaciones y objetivos previstos para el mismo.
Es por ello que, se requiere de operaciones como la validacion de métodos
analiticos, las cuales consisten en una serie de actividades sistematizadas con la
finalidad de confirmar que método disefiado por el laboratorio se ejecuta

correctamente (14).

Como tal, en la validacion se busca demostrar que el desempefio y la confiabilidad
del método es apropiada para su aplicacion. Esto se logra a través de la evaluacion
de errores, porque al determinar el error de un método se puede asegurar que su
magnitud no afecta la interpretacion de los resultados, pudiéndose establecer su
utilidad y aplicabilidad (15).

6.1Importancia de la Validacion

En general, cuando los resultados de un analisis carecen de un nivel de confianza
adecuado, ponen en duda su valor, generando un alto nivel de incertidumbre. Por
lo tanto, al disefiar un método analitico se recurre a la validacion, ya que permite al

analista demostrar que los resultados del método son confiables.

En este sentido, la validacidon proporciona un conocimiento solido sobre las
caracteristicas esenciales del método, sus virtudes y limitaciones, apoyandose
sobre una serie de operaciones estadisticas (caracteristicas de desempefio) para
justificar dichos parametros. Adicionalmente, se pueden mencionar otros beneficios

en la validacién de métodos analiticos, entre los que destacan (16):

e Tener conocimiento de la incertidumbre del método analitico.
e Disminucion de los errores
e Mejora de la €ficiencia y la productividad.

e Optimizacion de las instalaciones, equipos, sistemas y procesos.
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6.2 Caracteristicas de Desempeiio Aplicables en la Validacion de Métodos

En el marco de la validacion de un método para la cuantificacion del principio activo
de un producto farmacéutico como la Azitromicina, se tomo en cuenta la necesidad
de definir aquellas pruebas estadisticas que sustentan la fiabilidad de los resultados,
la cuales son: selectividad, linealidad, sensibilidad, limites, exactitud, precision y
robustez (16). A continuacion, se mencionan los principales conceptos de las

caracteristicas de desempefo mencionadas.

6.2.1 Selectividad. Cuando se realiza una medicion utilizando una técnica
instrumental, normalmente se mide una propiedad fisica como la intensidad de
luz (absorbancia) que proviene del analito. Por esta razén, es necesario
establecer que dicha medida provenga del compuesto apropiado y no de alguna
sustancia con propiedades similares. Aqui es cuando se requiere que método
sea capaz de diferenciar entre la sefal del analito respecto de otras sustancias
sin interferencia de otro compuesto de la matriz, lo cual se denomina selectividad

o especificidad (14).

Para evaluar la especificidad generalmente se pone a prueba la capacidad de
medir al analito en diferentes condiciones. Por ejemplo, se pueden comparar las
lecturas obtenidas por soluciones estandar, blancos, muestras e incluso con
patrones con agregados intencionales de los componentes de la matriz. De esta
forma, se puede discernir sobre las posibles interferencias y en lo posible

eliminarlas (14).

6.2.2 Linealidad. Se considera como la capacidad de un método para generar una
respuesta instrumental proporcional a la cantidad del analito a determinar dentro
de un intervalo establecido (17). El gréafico utilizado para determinar la linealidad
se le denomina curva de calibracion, donde se estudia un parametro estadistico
denominado coeficiente de determinacion (r?), que es un niumero que oscila
entre +1 y -1, y proporciona la relacion lineal entre dos variables, esto quiere

decir que mientras mas cercano sea r a £ 1, el método sera considerado lineal
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en el rango de estudio. El valor aproximado mas aceptado para determinar la
linealidad de un método es 0,999 (18).

6.2.3 Limite de Deteccion (LOD). Corresponde a la concentracion minima de
analito que puede ser detectada e identificada con un determinado grado de
incertidumbre. En otras palabras, el LOD, es un parametro que informa sobre el
valor minimo detectable y se determina utilizando la ecuacion 1 (14). Donde, m
es la pendiente de la curva de calibracion, y s es la desviacion estandar del

blanco.

3,3s
LOD =—— [1]
m

6.2.4 Limite de Cuantificacién (LOQ). Es la cantidad mas pequefia del analito
que puede ser cuantitativamente determinada con exactitud aceptable (17).
Puede considerarse como uno de los criterios mas importantes en la
caracterizacion de un método, dado que, indica desde que valor la medicion da
valores representativos. EI LOQ, se calcula mediante la expresion indicada en la
ecuacion 2, siendo m la pendiente de la curva de calibracion, y s es un valor

representativo para la desviacion estandar del blanco (14).

L0Q=— [2]
m
6.2.5 Sensibilidad Analitica. Es un parametro estadistico descrito como la
variacidn que experimenta un instrumento debido a los cambios de la magnitud
de medida (concentracion). En una regresion lineal la sensibilidad corresponde
a la pendiente (m) de la curva de calibracion (14). En principio, mientras mayor

valor tenga la pendiente (mayor cercania a la ordenada) mayor sensibilidad.

6.2.6 Precision. Cuando se realizan las operaciones de validacion, es necesario
conocer la variabilidad tipica del método, esto implica conocer todas las
condiciones que pueden ocasionar variaciones durante los ensayos de
laboratorio. En este sentido, se evalua la precisiéon de las mediciones, que es

una cuantificacién de que tan cerca estan los resultados entre si (14).
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Por lo general, la precisién se expresa mediante parametros estadisticos que
describen la propagacion de los resultados, mediante medidas de dispersion
tales como la desviacion estandar (s), la varianza (s?) o la desviacion estandar

relativa (%DER) representados en la ecuacion 3 (14).

3.
s = JZ(xi ooy

7= Y -0 m-1) B

S
%DER =~ 100% [3.c]

Existen tres formas de interpretar la precision, la repetibilidad, la reproducibilidad y
la precisidén intermedia, cada uno con caracteristicas singulares y mecanismos de

ejecucion independientes, como se explica a continuacion (14) (16):

6.2.6.1 Repetibilidad. Consiste en aquella actividad donde un solo operador
evalua la precisibn de un ensayo aplicando un método sobre la misma
muestra, en el mismo laboratorio, utilizando el mismo equipo y en un corto

lapso de tiempo.

6.2.6.2 Reproducibilidad. Es el estudio donde se ponen a prueba las
mediciones de un analito bajo distintas condiciones, ya sea laboratorio (inter-

laboratorio), diferentes operadores o usando distintos equipos.

6.2.6.3 Precision Intermedia. Comunmente es definido como
reproducibilidad dentro del laboratorio, la cual hace referencia a la estimacion
cuando las mediciones se realizan en el laboratorio, pero con condiciones

variadas como diferentes dias, analistas o equipos.

Como se menciond previamente, al evaluar la precision se requiere de medidas
repetidas en materiales representativos del ensayo, donde cada réplica debe ser

independiente de la otra.

6.2.7 Exactitud. En la validacion de métodos se busca averiguar la exactitud de
los resultados, ya sea estudiando los errores aleatorios o sistematicos sobre una

serie de medidas, asi es como se puede definir la exactitud como la proximidad
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entre un valor medido y un valor de referencia. De esta forma, una medicién es
mas exacta cuanto mas pequefio es el error de la medida, cuyo valor se puede
estimar a través del porcentaje de recuperacion, que consiste en la porcion de
la muestra que es cuantificada por el método de ensayo y se describe

matematicamente en la ecuacion 4 (14).

Valor Obtenido

4R =
o Valor de Referencia x

100 [4]

6.2.8 Robustez. Es comun que los métodos analiticos estén sujetos a cualquier
tipo interferentes asociado a las condiciones del método, la muestra e incluso
las condiciones ambientales. Por este motivo, se aplican estudios de robustez
de métodos, los cuales sirven para determinar la influencia que tienen algunos

parametros externos sobre el ensayo que se realiza (14).

El objetivo de estos ensayos es evaluar que variables del método tiene mas
efectos (positivos y negativos) sobre los resultados, y de esta manera garantizar
una adecuada ejecucion de las actividades. Dichos parametros que podrian
afectar al método son: los analistas, equipos, reactivos, estabilidad de la

muestra, temperatura, entre otros (14).

7. Unidad de Dosificacion

Segun la Farmacopea de los Estados Unidos (USP46 — NF41) en el capitulo <905>
Uniformidad de Unidades de Dosificacion, el término uniformidad de contenido se
refiere al grado de homogeneidad que presenta una sustancia farmacoldgica con
relacion a la cantidad expresada para sus unidades de dosificacion en estado sélido.
Es decir, corresponde a una prueba para evaluar si la concentracion del farmaco se

encuentra dentro de un intervalo aceptable (19).

En este aspecto, la prueba se puede realizar mediante dos métodos, ya sea por
uniformidad del contenido o variacion de peso. Cuando la cantidad del principio
activo es igual o mayor a 25 mg, la Farmacopea recomienda la aplicacién del ensayo
por uniformidad de contenido por variacién de peso, el cual consiste en tomar 30

tabletas del mismo lote y luego pesar 10 de forma individual. Posteriormente, se
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calcula su contenido como porcentaje respecto a lo indicado por la casa comercial.

Por ultimo, se calcula el valor de aceptacion (AV) utilizando la ecuacion 5 (19).
AV =|M —X|+ks [5]

Donde X es la media de los contenidos individuales, expresado como porcentaje
respecto a la cantidad declarada; M es un valor de referencia; k es la constante de
aceptabilidad y s es la desviacion estandar de la muestra. El valor critico para

aceptar el criterio de uniformidad de dosificacion viene definido por L1=15 (19).

Los ensayos hasta aqui mencionados consisten en la recomendacion metodolégica
mas genérica que existe para determinar la uniformidad de dosificacion de un
producto farmacéutico y cuyo analisis sirve como soporte para la validacion de un
meétodo analitico, los cuales pueden compararse con métodos oficiales dictado por
organizaciones internacionales como la Farmacopea de los Estados Unidos (USP46
— NF41). A continuacion, se mencionan las principales metodologias oficiales y

alternativas que sirven como antecedente de la presente investigacion.

8. Métodos Oficiales para Determinar Azitromicina

Los medicamentos expedidos por la industria farmacéutica deben mantener un
control de calidad apropiado, ya que de este modo se promueve un sistema de salud
publica adecuado. Por consiguiente, para mantener la eficacia de un producto
farmacéutico existen las guias denominadas farmacopeas que recopilan las
principales normas de calidad de los medicamentos. Con relacion a esto, en la
presente seccion se daran a conocer dos metodologias recomendadas por la

farmacopea en la determinacion de la uniformidad de contenido de la Azitromicina.
8.1Farmacopea de los Estados Unidos (USP46 — NF41) (20)

La farmacopea de los Estados unidos (USP46 — NF41) recomienda como método
oficial para la determinacién cuantitativa de Azitromicina en tabletas el analisis por

Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC), el cual trabaja con una columna

de 25 cm x 4,6 mm, a una temperatura de 50 °C, con velocidad de flujo de 2 mL/min
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y un volumen de inyeccion de 100 pL. Ademas, tiene acoplado un detector

ultravioleta para la medicién de absorbancia en 210 nm.

Por otro lado, las soluciones se preparan con agua de alta pureza y resistividad no
menor a 18 mQ cm™'. En el caso de la fase movil, esta es una mezcla compuesta
por una soluciéon amortiguadora de fosfato de sodio a pH 7,50 + 0,05 (900 mL)
ajustado con hidréxido de sodio (NaOH 1N) y acetonitrilo en una relacion 65:35

respectivamente.

Con respecto a la valoracion, se utiliza un patron de Azitromicina de concentracién
1 mg/mL disuelto en fase movil. La muestra se prepara una solucion 1 mg/mL de
Azitromicina disuelto en fase movil, pesando minimo una cantidad de 20 tabletas,

las cuales se trituran y se mezclan hasta obtener un polvo fino.

8.2Farmacopea Argentina

Segun la Farmacopea Argentina, el método para la determinacion cuantitativa de la
Azitromicina es mediante el analisis por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC), que esta constituido por un detector ultravioleta ajustado a 210 nm con una
columna de 25 cm x 4,6 mm con una fase estacionaria constituida por grupos nitrilo
quimicamente unido a particulas de silice porosas de 3 a 10 um de diametro, con

velocidad de flujo 0,5 mL/min.

En el caso de la fase movil, esta consiste en una solucién amortiguadora de fosfato
a pH 7,5 en medio acuoso, manteniendo una mezcla de 3:6:1 de agua, metanol y

acetonitrilo respectivamente.

Para la valoracion se utilizan soluciones de Azitromicina Dihidratada y muestra de
Azitromicina disueltas en la fase movil. Una vez preparado todo, se inyectan por
separado aproximadamente 20 yL de patrén y muestra respectivamente. Si se
repite consecutivamente esta operacion, se estima una desviacion estandar relativa
no mayor de 2,0 %. Finalmente, el registro de los cromatogramas se realiza con un

tiempo de retencion de pico de Azitromicina de 12 minutos (8).
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9. Métodos Alternativos para Determinar Azitromicina

9.1Método 1. Determinacion espectrofotométrica de dihidrato de azitromicina en

formulacion farmacéutica soélida y su Aplicacion a los Estudios de Disolucion (21)

Chiluka R., y Raut R., (2022), (21) desarrollaron un método para determinar el
contenido de Azitromicina en presentaciones farmacéuticas sélidas, cuyo enfoque
metodoldgico consistio en disolver el analito en acido sulfurico diluido vy
posteriormente hacerlo reaccionar con acido sulfurico concentrado produciendo un
compuesto de color amarillo que aborbe (Amax) en 480 nm. De los resultado
obtenidos, se encontré un intervalo lineal de concentracion de 20 a 60 mg/L, con un
coeficiente de correlacion lineal (r) de 0,9994, con limites de deteccion y
cuantificacion de 1,936 y 5,868 mg/L, respectivamente. De esta manera, se
concluy6é que el método disefiado era aplicable en funcion de los objetivos del

estudio.

9.2Método 2. Desarrollo del Método Espectrofotométrico UV de Azitromicina en
Estudios de Degradacion de API (22).

Bhimani, S., Sanghvi, G., Pethani, T., Gaurav D., Airao, V., Sharma, T., Sheth, N.y
Vaishnavy, D., (2016), (22) propusieron un meétodo espectrofotomético en la region
ultravioleta para determinar el contenido de Azitromicina de presentacion
farmacéutica (tabletas de 250 mg) mediante una extraccion solido liquido simple
utilizando una solucién reguladora de fosfato de sodio a pH 6 como solvente, cuya
absorcién maxima (Amax) fue de 208 nm. Asi pues, se obtuvo un intervalo lineal de
concentracion de 10 a 50 mg/L, con un coeficiente de correlacion lineal (r) de 0,99,
con limites de deteccion y cuantificacion de 1,6 y 5 mg/L, respectivamente.
Finalmente, se ratific6 que el método disefiado era aplicable en relaciéon a sus
objetivos, cuando se reportd un desviacidén estandar relativa (%RSD) menor a un

menor a 2 %, y un porcentaje de recuperacion de 99,72 %.

26



Edgar Armando Albarran Molina Trabajo Especial de Grado

9.3Método 3. Métodos Espectrofotométricos Selectivos para la Determinaciéon de

Azitromicina de Formulacion Farmacéutica (23).

Abdullah, J. H., Tawfeek, A. A. Y., Alkaf, A. G., Al ghorafi, M. A. y Yassin, S. H.,
(2014), (23) desarrollaron cuatro métodos espectrofotométricos para determinar el
contenido de Azitromicina en presentaciones farmacéuticas (tabletas 500 mg)
mediante la formacion de complejos coloreados al reaccionar con distintos
colorantes, los cuales fueron: verde de bromocresol (BCG), purpura de bromocresol
(BCB), azul de bromofenol (BPB) y azul de bromotimol (BTB), disueltos en una
solucion de pH 3,0 a 3,5 propiciado por una solucién reguladora de acetato-acido
acético. Posteriormente, se realizé una extraccion con cloroformo para la medicion
en la regidn visible del espectro electromagnético, obteniéndose una absorcion
maxima (Amax) @ 418, 409, 415y 414 nm, y cuyo intervalo lineal de trabajo fue de 2-
20, 2-18, 2-12 y 2-14 mg/L para los métodos BCG, BCB, BPB y BTB,
respectivamente. Todos los métodos se validaron en cuanto a exactitud y precision,
selectividad y robustez. En consecuencia, se determind que la determinacion de

Azitromicina por los cuatro métodos disefiados es aplicable.

9.4Método 4. Analisis Espectrofotométrico de Azitromicina y sus Presentaciones

Farmacéuticas: Comparacion Entre Espectrofotometria y HPLC (24).

Sharmin, N., Nazia Shanta, N. S. y Bachar, S. C., (2013), (15) desarrollaron un
método espectrofotométrico para determinar el contenido de Azitromicina oxidando
el compuesto con permanganato de potasio y asi generar formaldehido de manera
cuantitativa, el cual reacciona con un reactivo especial de acetona-amonio donde
se produce el 3,5-diacetil-2,6-dihidrolutidina de color amarillo. De modo que, al
evaluar las caracteristicas analiticas del método se encontré una absorcion maxima
(Amax) en 412 nm, con un intervalo lineal de 10-75 mg/L, un coeficiente de correlacién
lineal (r) de 0,999 y limites de deteccion y cuantificacién de 0,6 y 1,98 mg/L,
respectivamente. Al final, se concluyé que el método disefiado era aplicable en
funcidon de los objetivos del estudio, presentando desviacién estandar relativa del
método (%RSD) menor a 2 %.
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En este mismo contexto, se han encontrado otras metodologias alternativas en la

literatura para determinar el

contenido de Azitromicina en formulaciones

farmacéuticas, los cuales utilizan una variedad de técnicas instrumentales y

electroquimicas, como se resume en la tabla 1.

Tabla 1. Metodologias alternativas para determinar el contenido de Azitromicina

Amax 212 nm
Singh, A, Intervalo
Chauhan. | Suspension lineal 1,0-50 mg/L
U inea
Bhardwaj, S., HPLC acuosa de
Gaur, P., Kumar, A7 R? 0,996
S., y Jayendra,
2019 (25) LOD 0,0144 mg/L
LOQ 0,04366 mg/L
Amax 1729 cm™"
RObaina, N. F., Intervalo
Paula, C. E,, ) 5-20 mg/L
Eajui, DY Wle Tabletas de i
la Guardia, M., FTIR R2 0,9999
Garrigues, S.y AZl
Cassellay, R. J., LOD 0,14 mg/L
2013 (11) LOQ 0,46 mg/L
% RSD 1,0 %
Intervalo
Voltametria ) 0,25-2 mg/L
lineal
Biljana, N., 2004 de Tabletas de =2 0.9992
(26) Redisolucion AZI
o LOD 0,11 mg/L
anddica
% RSD 1,72 %
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10.Fundamentos de la Espectroscopia Ultravioleta y Visible (UV-Vis)

Los métodos descritos para la determinacion de Azitromicina en la seccion previa
permiten comprender la versatilidad que tienen las distintas técnicas instrumentales
en el analisis de una muestra farmaceéutica, convirtiéndolos en herramientas clave
para el proceso de control de calidad de un medicamento. Por este motivo, se tiene
principal atencion a la técnica de espectroscopia de absorcion molecular en la region
ultravioleta y visible, la cual se relaciona con las transiciones electronicas en las
moléculas al momento de absorber la radiacién. Dicho proceso contempla una serie

de fundamentos tedricos de interés que se mencionan a continuacion.

10.1 Radiacion Electromagnética

La radiacion electromagnética se define como una forma de energia que se origina
por la combinacién de un campo magnético y un campo eléctrico que se propaga a
través del espacio, y cuyo comportamiento puede ser descrito mediante la dualidad

onda-particula (27).

Campo Eléctrico

A\,
VARVARY

Figura 4. Representacion esquematica de la radiaciéon electromagnética (28).

A = Longitud de Onda
A = Amplitud de la Onda

Desde el punto de vista ondulatorio, la radiacion electromagnética puede describirse
como una onda sinusoidal de amplitud (A) (figura 4), la cual se propaga a través de
una sola direccion en el espacio a una velocidad c¢ definida como la velocidad de la
luz (3x108 m/s), y que es proporcional a la longitud de onda (1) e inversamente
proporcional a la frecuencia (v). Por otro lado, cuando la radiacion interactua sobre

la materia ocurren cambios energéticos sobre la misma y una forma de interpretar
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este fendmeno es mediante su descripcion como particula en funciéon de cuantos de
luz o fotones, los cuales tienen asociada una energia E que es proporcional a la

frecuencia (ecuacion 9), donde h es la constante de Planck (6,626x10-34 J.s) (27).
h.c
E=7 D

A partir de esta definicion, la explicacion de los fendmenos energéticos relacionados
con la radiacion electromagnética toma un sentido fisico importante, ya que, se
comprende que cuanto mas corta sea la longitud de onda y la frecuencia sea mayor,
entonces la energia asociada sera mas alta, y esto puede ser retratado en el

espectro electromagnético (28).

10.2 Espectro Electromagnético

La descripcidon entre la radiacion y las propiedades fisicas como la frecuencia y
longitud de onda antedichas, se representan en el espectro electromagnético, que
se define como una escala arbitraria la cual clasifica distintos tipos interaccion

radiacion materia en funcion de la longitud de onda y frecuencia (27).

Figura 5. Espectro electromagnético (28).

En la figura 5, se aprecian las principales regiones del espectro electromagnético,

como, por ejemplo, los procesos de alta energia que involucra la radiacion gamma
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(y) y radiacion de rayos X, donde ocurren rupturas de enlaces y procesos de
ionizacion. Consecuentemente, se pueden apreciar los sistemas de menor energia
donde ocurren procesos no destructivos como la rotacion y vibracién de enlaces
moleculares en la regién infrarroja, asi como las transiciones electrénicas de los

enlaces quimicos en la zona ultravioleta y visible (28)

Por consiguiente, cada una de las regiones del espectro electromagnético puede
emplearse como herramienta analitica para la cuantificacién e identificacion de
sustancias, ya que, dependiendo del tipo de radiacion que incide sobre una muestra
existe la posibilidad de una técnica instrumental diferente que involucra la absorcion

o emision de radiacién principalmente (29).

10.3 Absorcion de Radiacion

Intuitivamente, se puede definir la absorcion de radiacidn como aquel proceso
donde ocurre la transferencia de energia por parte de una onda electromagnética

hacia una sustancia con la que interactua, ocasionando los fenédmenos antedichos

como transiciones electronicas y la rotacion y vibracion de enlaces moleculares.

Figura 6. Proceso de absorcién de radiacién de haz incidente (Po) y haz emergente o
transmitido (P) (27).
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Como consecuencia de esta interaccion ocurre la atenuacion de la radiacion a
medida que se propagan a través de la materia, tal como se ejemplifica en la figura
6, donde un haz de radiacion monocromatica incide sobre una sustancia con una
potencia radiante Po. A medida que el proceso tiene lugar, aumenta la energia
cinética del medio generando la liberacion de calor, asi como la reflexion de

radiacion de forma radial (28).

Por consiguiente, ocurre la disminucion gradual de la energia incidente (absorcion
de radiacion), dando lugar a que sélo una fraccion de la luz atraviese la sustancia,
pero con una potencia radiante transmitida P, denominada transmitancia (T), donde
la atenuacién de la radiacion mencionada previamente se define como la
absorbancia (A) (28).

10.4 Ley de Beer-Lambert

Una vez definido el término de absorcion de radiacion, es conveniente avanzar con
la descripcion de su aplicacion como herramienta analitica en la identificacion y
cuantificacion de una sustancia a través de la Ley de Beer-Lambert, la cual describe
una relacion de proporcionalidad directa entre la absorbancia y la concentracion,
definida en la ecuacion 10.

P,
A =log (FO) =¢ech [10]

Ademas, se debe destacar que la absorbancia es una propiedad adimensional, y
que también depende de la distancia del paso 6ptico b, asi como la longitud de onda
del haz incidente. Dicho esto, para que el sistema de unidades sea correcto, la
concentracion puede expresarse en unidades de mol/L, la longitud b, se expresa en
centimetros, y la constante € (épsilon) o absortividad molar (M-' y cm-'), que indica
la cantidad de radiacion que absorbe una especie a una longitud de onda

determinada representa el coeficiente de extincion molar (28).

32



Edgar Armando Albarran Molina Trabajo Especial de Grado

11.Absorcién Molecular en el Ultravioleta y Visible (UV-Vis)

Dentro de las diversas regiones del espectro electromagnético se encuentra la
region de radiacion ultravioleta y visible (UV-Vis), que consisten en procesos
energéticos capaces de ocasionar transiciones electronicas en los electrones de
enlace de las moléculas. Es decir, cuando una molécula absorbe radiacion
ultravioleta y visible, esta experimenta una transicion electrénica desde un estado
inicial hasta un estado excitado por un tiempo muy corto. Posteriormente, la especie

excitada libera la energia excedente mediante la generacién de calor (27).

Para entender el fendmeno de transicidn electronica, se recurre a la teoria de
orbitales moleculares, donde se definen las energias de los electrones de una
molécula al formar un enlace quimico, asi como su ubicacion en los orbitales HOMO
y LUMO. En este aspecto, cuando un electrébn que se encuentra en un orbital
ocupado de mayor energia (HOMO, por sus siglas en inglés Highest Occupied
Molecular Orbital), tiene la capacidad de formar enlaces simples o sigma sigma (o),
seguido por los orbitales enlazantes 1Ty los orbitales no enlazantes n que presentan

gradualmente mas energia, como se indica en el diagrama de la figura 7.

Figura 7. Transiciones electrénicas en el proceso de absorcion UV-Vis (30).
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Por otro lado, cuando un electrén se encuentra en un orbital desocupado de menor
energia potencial (LUMO, por sus siglas en ingles Lowest Unoccupied Molecular
Orbital), indica que tiene la capacidad de formar orbitales antienlazantes o*y m* que

tienen mayor energia (30).

Como se puede notar en la figura 7, cada transicion electrénica tiene un nivel
energético diferente, y esto se relaciona directamente con la estructura molecular y
la especiacién de los atomos. De hecho, las moléculas capaces de absorber la
radiacion UV-Vis son aquellas que contienen grupos funcionales que tienen
orbitales m denominados cromoéforos. Dichas moléculas presentan grupos
funcionales insaturados o conjugadas como los grupos carbonilo (RC=0) o nitro
(NOz2). Asimismo, también se encuentran los grupos funcionales auxocromos como
los grupos Amino (NH2) e hidroxilo (OH), que tienen la capacidad para conjugarse

con los cromoforos y asi fomentar la absorcion en la region UV-Vis (37).

11.1 Espectro Ultravioletay Visible

La region ultravioleta y visible abarca el intervalo de longitudes de onda A (nm)
desde los 10 hasta los 780 nm aproximadamente, pudiendo clasificarse en tres
zonas principales representadas en la figura 8. Comenzando por la region
ultravioleta en el vacio (10 — 200 nm), donde los gases atmosféricos e hidrocarburos
insaturados pueden absorber radiacion experimentando transiciones electrénicas

del tipo 0—0* y o—m™* principalmente (26).

Figura 8. Espectro Ultravioleta y Visible (26)
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Seguidamente, se encuentra la region de ultravioleta cercano que abarca las
longitudes de onda de 200 a 380 nm, en la cual diversas especies organicas e
inorganicas experimentan absorcidén propiciando transiciones electrénicas del tipo
n—o*, m—1*y n—1* (26).

Por ultimo, se encuentra la region visible (380 a 780 nm), donde ocurre el fenémeno
fisico del color, propiciado por compuestos organicos e inorganicos con grupos
funcionales croméforos capaces de experimentar transiciones electronicas de

caracter m — T *y n — 1" (26).

12.Técnica de Espectroscopia de Absorcion Molecular UV-Vis

La espectroscopia por absorcion molecular en el ultravioleta y visible (UV-Vis) es
una técnica instrumental que consiste en la medicion de la absorbancia o
transmitancia en la region UV-Vis por parte de compuestos organicos e inorganicos.
De esta manera, la técnica relaciona las propiedades electronicas de las moléculas
y su interaccion con la radiacion para la ejecucion de diversas aplicaciones

cualitativas y cuantitativas (27).

En este aspecto, los compuestos quimicos que sean analizados por la técnica UV-
Vis no seran destruidos, ya que esta no induce la alteracion de la composicion de
las sustancias, las cuales pueden estar en fase liquida o gaseosa, ofreciendo una

ventaja en la versatilidad de los ensayos quimicos (37).

Por otro lado, la forma habitual de representar los resultados de un ensayo por
espectroscopia de absorcion UV-Vis es mediante un grafico de intensidad
(absorbancia o transmitancia) respecto a la longitud de onda denominado espectro
de absorcién. Este grafico es el resultado de la superposicién de las vibraciones,
rotaciones y transiciones electronicas en las moléculas cuya forma se representa

como lineas continuas denominadas bandas de absorcion (30).
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13.Instrumentacion parala Técnica de Espectroscopia UV-Vis

Las propiedades espectroscopicas de las sustancias tales como la absorcion,
emision o dispersion de radiacion son descritas a través de equipos especializados
denominados espectrofotdmetros, cuya funcidn principal es la de descomponer la
radiacion electromagnética (radiacion policromatica) en diferentes longitudes de

onda para su posterior deteccion y medicion (30).

De forma detallada (Figura 9), un espectrofotometro se constituye por una fuente de
energia cuya radiacion abarca las longitudes de onda de interés. Ademas, cuenta
con un medio para aislar el rango de radiacion incidente, los cuales pueden ser
filtros o monocromadores. Una vez filtrada la radiacion, esta incide sobre la muestra
que esta depositada sobre un recipiente denominado celda. Al final, un detector
recibe la sefial proveniente de la muestra y la convierte en una sefial eléctrica que
es convertida en un elemento medible e interpretable analiticamente, como por

ejemplo un espectro de absorcion UV-Vis (27).

Figura 9. Esquema general de un espectrofotémetro UV-Vis (27).

Una caracteristica esencial sobre estos instrumentos es que presentan distintos
disenos dependiendo de las aplicaciones cualitativas y cuantitativas para los cuales
son elaborados. Independientemente del tipo de espectrofotometro que sea
utilizado, estos mantienen en general componentes internos similares. A
continuacion, se mencionan las principales variedades de componentes que

constituyen a los espectrofotdmetros opticos.
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13.1 Fuentes

Para que ocurra el proceso de absorcidn molecular es preciso el uso de una fuente
de radiacion que sea capaz de producir una salida de radiacion intensa, constante
y estable en la region de longitud de onda de trabajo. Estas se pueden clasificar
como fuentes continuas cuya emision involucra un amplio rango de longitudes de

onda y como fuentes lineales las cuales operan en intervalos restringidos (31).

Tabla 2. Resumen de fuentes utilizadas en los espectrofotometros (27).

Deuterio e Hidrogeno Continua H2 o D2 a baja presion 160-400 nm
Filamento de . Alambre de Tungsteno (W)
Continua 230 2500 nm
Tungsteno (W) al vacio

Diodos Emisores de Mezcla de

Lineal 237-1000 nm
Luz (LED) semiconductores

Lampara de Xenén  Continua Xe lonizado 200-1000 nm

Figura 10. Fuentes a) Lampara de Deuterio e Hidrogeno b) Lampara de Filamento de

Tungsteno c¢) Diodos Emisores de luz (LED) d) Lampara de Arco de Xenén
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Adicionalmente, existen varios tipos de fuentes utilizadas en los espectrofotdmetros
como las resumidas en la tabla 2. Cada una con caracteristicas singulares que
abren paso a un gran numero de aplicaciones cuantitativas principalmente. De igual

manera, se ilustran en la figura 10 las fuentes mencionadas.

13.2 Recipiente de la Muestra

Los recipientes de la muestra o cubetas son los envases donde se deposita la
sustancia cuya absorbancia se va a medir. Para ello, las cubetas de muestra no
deben absorber la radiacion electromagnética en el intervalo de longitudes de onda

que se esta estudiando y asi garantizar una medicién adecuada (32).

En otras palabras, los materiales de construccién de las cubetas determinaran su
aplicacién practica, mostrando transparencia en las regiones de estudio, es asi
como, los recipientes de cuarzo son los 6ptimos para el trabajo en la region UV-Vis
y las cubetas de plastico y vidrio de silicatos son apropiadas para el trabajo en la

region visible (27).

Figura 11. Representacion grafica de las cubetas (32)

Otro a punto a considerar, se relaciona con la geometria de las cubetas, ya que esto
delimita las aplicaciones de la técnica espectroscopica. Por ejemplo, en la figura 11
se muestra que las cubetas pueden ser rectangulares o cuadradas principalmente,
que por lo regular tienen una longitud de 1y 0,1 cm. De igual forma, todas las celdas
tienen dos caras opacas paralelas entre si y perpendiculares a la direccion del haz,

ya que de esta forma se evitan las pérdidas de energia por reflexion.
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13.3 Selectores de Longitud de Onda

Cuando se realizan los analisis espectroscopicos uno de los requisitos
fundamentales es que la muestra absorba la radiacién incidente proveniente de la
fuente. Para ello, se necesita restringir el intervalo de longitudes de onda y asi
garantizar que la muestra absorba esa radiacién; lo cual se logra con un selector de

longitud de onda.

Estos dispositivos permiten seleccionar un rango de longitud de onda lo
suficientemente corto (ancho de banda) para asemejar la idealizacién de radiacion
monocromatica. De esta forma, las caracteristicas analiticas como la sensibilidad,
selectividad y ruido de fondo se ven mejoradas significativamente. Algo importante

si se desean obtener mediciones precisas y confiables (27).

Los selectores de longitud de onda se pueden clasificar segun el mecanismo que
utilizan para restringir la radiacion, existiendo dos tipos principales que son los filtros
y los monocromadores. En primer lugar, un filtro es un dispositivo capaz de
seleccionar la longitud de onda de interés mediante los procesos de absorcion o de
interferencia tanto constructiva como destructiva de ondas electromagnéticas.

Dentro de los principales tipos de filtros, se tiene (37):

13.3.1Filtros de Absorcién. Estan constituidos de materiales como vidrio
coloreado o suspensiones coloidales, tales que absorban selectivamente la
radiacién de una region estrecha del espectro electromagnético, dejando pasar

la fraccion que no fue absorbida.

13.3.2Filtros de Interferencia. Son dispositivos épticos que cuentan con un medio
dispersor que se encarga de descomponer la radiacién en distintas longitudes
de onda, siendo estos principalmente prismas y rejillas de difraccion, los cuales

se describen a continuacion (27):

13.3.3Prismas. Es un artefacto que tiene como propdsito refractar la radiacion o
luz incidente en distintos componentes de longitudes de onda. Especificamente,

cuando la luz atraviesa el prisma este refracta la radiacién debido a que el indice
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de refraccion del material es diferente al del aire y, en consecuencia, ocurre la

dispersién de la radiacion.

13.3.4 Rejilla de Difraccion. Es una estructura constituida por una superficie pulida
con ranuras paralelas entre si, que funcionan como sitios para que ocurra la
dispersion lineal de la radiacion incidente. De modo que, dependiendo el angulo
por el cual se refleja la radiacion se obtendra una longitud de onda diferente.
Ademas, el numero de lineas por pulgada determina la aplicacion de la rejilla,
por ejemplo, en la regién UV-Vis se usan redes con alrededor de 15000 a 30000

lineas/in.

13.4 Detectores de Radiacion

Anteriormente se describié como la radiacion de la fuente es filtrada y dirigida hacia
una muestra para que esta la absorba. Ahora, esta sefial proveniente de la muestra
debe ser captada por un dispositivo capaz de convertirla y aprovecharla para su

medicion el cual se denomina transductor.

Figura 12. Detectores a) celda fotovoltaica de capa barrera b) fototubo c) fototubo de silicio (27).

Un transductor dispositivo electronico capaz de convertir una senal quimica o fisica
como la intensidad de luz, en una senal eléctrica como corriente o voltaje, cuyas
magnitudes puedan utilizadas en la descripcidn analitica de una sustancia quimica.
Para lograr esto, dispositivo debe mantener una relacion de proporcionalidad entre

la sefal eléctrica y la radiacion incidente. Ademas, de asegurar que puede
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proporcionar una alta sensibilidad, elevada relacion senal/ruido, asi como una

respuesta rapida y constante en un amplio rango de longitudes de onda (27).

Dentro de las variedades de detectores de radiacion se encuentran los
transductores de fotones (figura 12), que son capaces de generar una corriente
eléctrica cuando reciben radiacién, de los cuales se mencionan 3 de los principales

tipos.

13.4.1Celda Fotovoltaica de Capa Barrera. Esta construido por un arreglo de
electrodos y semiconductores tal que genere un sistema adecuado para la
conduccion de corriente eléctrica proporcional a la cantidad de fotones emitidos.
Esto le confiere una ventaja en aplicaciones en la region visible, siendo

relativamente econémicos.

13.4.2 Fototubo. Es un tipo de detector con una geometria cilindrica que garantiza
la conduccion eléctrica a través de un electrodo semicilindrico que actua como
fotoemisor. Pueden operar en los intervalos de 180 a 1000 nm, propios para un

trabajo en las regiones ultravioleta, visible e infrarrojo cercano.

13.4.3 Fototubos de Silicio. Consiste en un conjunto de fotodiodos de silicio
dispuestos en un chip, con un arreglo interno del tipo pn polarizado de forma
inversa, pudiendo registrar el espectro en la region de 190-1000 nm que abarca

el ultravioleta, visible e infrarrojo cercano.

13.5 Tipos de Instrumentos

Previamente, se describieron las principales partes que constituyen a un
espectrofotometro como la fuente, selector de longitud de onda, recipiente para
muestra, detector y dispositivos de lectura, donde se resalté la importancia de cada
una de estas piezas respecto a un disefio sencillo y simple (27). Ahora bien, existen
varias maneras de organizar estos componentes en un espectrofotémetro con el
objetivo de proporcionar diferentes opciones en las aplicaciones asociadas a la
técnica espectroscopica de UV-Vis, lo cual involucra a las caracteristicas de

desempenio del equipo, sus propiedades Opticas e incluso el costo de adquisicion.
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Dentro los principales tipos de espectrofotometros se pueden encontrar los
instrumentos de haz sencillo y de doble haz, cada uno con caracteristicas singulares
respecto a la direccion de haz que viaja a través de todos los elementos del equipo,

como se desarrollara a continuacion:
13.5.1Instrumentos de Haz Sencillo.

Es un tipo de espectrofotometro donde la radiacion proveniente de la fuente
experimenta una sola trayectoria simple desde la fuente hasta el detector. Este tipo
de instrumentacidn ofrece ventajas atractivas para considerarlos una opcién
apropiada en trabajos rutinarios y de campo como, por ejemplo, la posibilidad de
usarlo como elemento portatil, son econémicos, robustos, de facilidad de operacién

y de facil mantenimiento (32).
13.5.2 Instrumentos de Doble Haz

Los instrumentos de doble haz son aquellos que se caracterizan por la division del
haz proveniente del monocromador con una serie de espejos (figura 13) con el
objetivo de incidir la radiacion filtrada tanto a la muestra como a un blanco utilizado

como referencia (27).

Una vez divido el haz existen dos variaciones posibles para la deteccion de la senal
proveniente de la muestra y el blanco. En primer lugar, como se observa en la figura
13.a, hay un detector para cada sustancia a medir, que convierten la radiacion de
entrada en corriente, siendo luego amplificada y procesada para su lectura. Por otra
parte, el segundo mecanismo posible en los instrumentos de doble haz, mostrado
en la figura 13.b, consiste en prescindir de un detector y acoplar un espejo giratorio
que dirige primero todo el haz que sale del monocromador a través de la celda de
referencia y luego a través de la celda de la muestra. En consecuencia, las sefiales

de ambos haces son procesadas y dispuestas para su interpretacién (27).

La ventaja de estos instrumentos es que compensan las variaciones inherentes a
los procesos de medicion épticos como la intensidad de la fuente, la eficiencia de la
red, la reflectividad de los espejos y la fotosensibilidad del detector, por mencionar
algunos ejemplos. La idea es que, al afectar simultaneamente ambos haces, todas
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las variaciones se mantienen constantes. La desventaja principal es que sus costos

de adquisicion son mas elevados (27).

Figura 13. Espectrofotometro de doble haz con a) doble detector b) un solo detector (27).

14.Aplicaciones de la Técnica de Espectroscopia de Absorcion UV-Vis

La técnica de espectroscopia de absorcidon molecular UV-Vis ha sido utilizada
extensamente para analizar una gran cantidad de compuestos organicos e
inorganicos en los ultimos afios, ofreciendo una apertura muy extensa en cuanto

aplicaciones tanto en el campo industrial como de investigacion y desarrollo (33).

Especificamente, las determinaciones por espectroscopia UV-VIS se resumen en
analisis cualitativos y cuantitativos de las sustancias de interés y pueden resumirse
dentro del areas como control de calidad donde, por ejemplo, se realizan procesos
como la determinacion de concentracion e identificacion de impurezas en alimentos,
productos farmacéuticos, mineros, textiles, cosméticos, entre otros (34). De hecho,
la causa de tanta versatilidad y amplitud en las aplicaciones de esta técnica, se debe

a que tiene la posibilidad de acoplarse a otras técnicas instrumentales como
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detector e incluso modificarse a partir de operaciones matematicas como la

integracion o derivacion, como se indica en breve (35).

14.1 Espectrofotometria Derivada

Es una técnica que consiste en calcular la primera, segunda o derivadas de orden
superior de la intensidad o absorbancia respecto a la longitud de onda y de esta
manera, se consigue aumentar la estructura fina de las curvas espectrales, asi como
la mejora de las caracteristicas analiticas como la sensibilidad y la selectividad del
método (36).

Figura 14. Representacion grafica de a) un espectro UV-Vis de dA/dA vs. A b) un
espectro UV-Vis Absorbancia vs. A (27).

Como se aprecia en la figura 14, la primera derivada del espectro de absorcién
(dA/dA) presenta un maximo y un minimo en los puntos de inflexion y vale cero en
el maximo respecto a la curva de orden cero. En este sentido, la distancia vertical
entre el maximo y el minimo de la derivada se denomina amplitud y es un parametro
analitico que suele utilizarse para relacionarlo de forma lineal con la concentracion,

siendo practico para analisis cuantitativos (27).
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Dentro de las ventajas que ofrece esta operacion matematica se encuentra que se
pueden realizar mediciones mas exactas de la longitud de onda del maximo de
absorcion, se puede obtener una mejor resolucion de los espectros, también se
pueden realizar analisis de una muestra turbia e incluso se pueden realizar
determinaciones cuantitativas en sistemas de dos o mas componentes de forma
sencilla. Sin embargo, presenta las desventajas de aumentar la distorsion del

espectro y disminuir la relacion sefal ruido (36).
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15.Justificacion

La falsificacién de medicamentos es un problema de salud a nivel mundial, ya que
pone en riesgo a los consumidores y trae consigo consecuencias catastroficas sobre
su bienestar. En este sentido, se considera un medicamento falsificado a aquel que:
contiene ingredientes de baja calidad o en dosis incorrectas; que tiene ingredientes

incorrectos y aquellos que presentan cantidades inferiores de principios activos.

En los ultimos afos esta situacion ha manifestado un crecimiento considerable,
donde la rentabilidad del negocio y la red compleja de distribucion de medicamentos
juegan un papel fundamental sobre el éxito de dicha actividad. Con relacioén a eso,
en Venezuela, la situacion socioecondmica ha generado que la adquisicion de
productos farmacéuticos se realice por vias alternas y poco confiables, asi como,
por medio de organizaciones no gubernamentales, los cuales expenden

medicamentos cuya procedencia pone en duda su calidad.

En otro orden de ideas, la Farmacopea de los Estados Unidos (USP46 — NF41),
propone como método para cuantificar el contenido de Azitromicina la
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC), una técnica bastante extendida
para determinaciones de los principios activos de los medicamentos, ya que bajo
las condiciones adecuadas sus resultados son precisos, exactos y reproducibles.
No obstante, los métodos realizados por HPLC son costosos, su mantenimiento es
laborioso, requiere el uso de reactivos de alta pureza especiales que encarecen su
adquisicién y, ademas, se necesita de personal altamente capacitado para las

determinaciones correspondientes.

Por estos motivos, se desarroll6 de una metodologia alternativa para la
cuantificacion del producto farmacéutico Azitromicina, con la intencién de obtener
los criterios de exactitud y precision adecuados para asegurar un control de calidad
del medicamento, reduciendo costos, acortando procedimientos secundarios v,

disminuyendo el uso de productos quimicos.
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16.Hipotesis

A continuacién, se indican las premisas que sustentaron la hipotesis para la
elaboracion de proyecto:

e La Azitromicina presenta una banda de absorcion en la region UV-Vis.

e La Azitromicina presenta solubilidad adecuada en solventes organicos.

e La espectroscopia de absorcion molecular en el UV-Vis es una técnica
de analisis que proporciona informacién cualitativa y cuantitativa de
interés.

e ElI método espectrofotométrico para cuantificar el contenido de
Azitromicina en cloroformo ofrece una alternativa a la planteada por la
Farmacopea de los Estados Unidos (USP46 — NF41).

e Las presentaciones comerciales del producto farmacéutico de estudio
son en tabletas de concentracion de 500 mg.

e El producto farmacéutico en estudio tiene una demanda moderada por

parte de la poblacion venezolana.
Con base a las premisas mencionadas, se planteé:

“Existe la posibilidad del desarrollo de un método alternativo, econémico, rapido
y sencillo para la determinacién de Azitromicina en presentacién farmacéutica
sélida (Azitromicina dihidratada), mediante la técnica de Espectroscopia de
Absorcién Ultravioleta-Visible”.
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17.1

17.0bjetivos

Objetivo General

Determinar la uniformidad de contenido del principio activo farmacéutico del

antimicrobiano Azitromicina en muestras farmacéuticas comercializadas en el

estado Mérida.

17.2

Objetivos Especificos

Disefar una metodologia alternativa que sirva para la cuantificacion del
principio activo Azitromicina mediante la técnica de Espectroscopia de
Absorcién Molecular UV-Vis.

Optimizar los parametros de medida que permitan obtener la mejor
estimacion del método propuesto.

Establecer las caracteristicas de desempefio del método disefiado.
Demostrar que el método disefiado cumple con las caracteristicas de
desempenio establecidas.

Validar el método propuesto.

Analizar muestras provenientes de comercios farmacéuticos de la ciudad de

Mérida de la Republica Bolivariana de Venezuela.
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18.Metodologia Experimental
18.1 Locacion

El establecimiento donde realizé el trabajo especial de grado corresponde a las
instalaciones del Laboratorio de Espectroscopia Molecular (LEM), perteneciente al
Departamento de Quimica, de la Facultad de Ciencias de la Universidad de los

Andes. Ubicado en Venezuela, estado Mérida.

18.2 Tipo de Estudio y Disefio

El tipo de estudio se considerd que es univariado debido a que se identificd y
describié cada uno de los factores que afectan a los resultados de forma particular.
Es asi como, en el método propuesto se evalud individualmente un parametro,
mientras que los demas permanecian constantes, logrando estimar la respuesta

optima del método analitico.

18.3 Muestras

Las muestras de Azitromicina fueron obtenidas de los distintos establecimientos
farmacéuticos del estado Mérida, cuyas presentaciones comerciales se encuentran

como tabletas y comprimidos recubiertos de 500 mg.

18.4 Materiales y Reactivos

Se contd con material de vidrio, metal, plastico y porcelana para las actividades de
laboratorio, los cuales se resumen en la tabla 3. En el caso de los reactivos utilizados
para las actividades experimentales, estos fueron proporcionados de la mas alta

calidad y pureza, cuyas caracteristicas se resumen en la tabla 4.

Tabla 3. Materiales utilizados

Espétula metélica
Filtro de Jeringa 5mL - +0,5mL
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Filtro de membrama de Pall
. . 47 mm . —
Politetrafluoroetileno, Corporation
Frasco de Vidrio Ambar 120 mL —-
Pesa Sustancia 10 mL
Matraz aforado 10 mL Pobe + 0,025 mL
25 mL Elab Glass + 0,04 mL
Vasos de precipitados 50 mL Marienfeld

Tabla 4. Reactivos utilizados

Agua Ultrapura H20 - - 18 Q.cm™!
Acido Sulfdrico H2S04 Baker J09054 96,3%
Analizer
. L UN
Acido Clorhidrico HCI EMSURE 37%
1789
Azitromicina o
Dihidratada C3sH72N2012  Copla LTD 1023 99,9%
Cloroformo CHsCls i W 124033 HPLC
Scientific
Diclorometano CH2Cl2 SIGMA 63410 99,8%
Hidréxido de Sodio NaOH EMSURE 1223 99%
Metanol CH30OH FLUKA 41870 99,8%
18.5 Equipos

Tabla 5. Equipos utilizados

A&D

Balanza Analitica o ER 180A Capacidad 100,0002 g
Weighing
3 Fuente Xenoén
Espectrofotometro .
., Thermo . Fotodiodos
de absorcion ) Evolution Detector .
. Fisher de silicio
molecular UV-Vis o 300
Scientific N Ebert
de doble Haz Disefo optico e
modificado
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de doble
haz
Cubeta Cuarzo
Software Vision Pro
) Capacidad 2,80L
Ultrasonido Branson 2210R-MT - -
Tiempo 60 minutos

19.Procedimiento Experimental
19.1 Curvas de Calibrado

Se preparo un conjunto de soluciones patron de Azitromicina dihidratada a partir de
una soluciéon madre equivalente a 10.000 mg/L de Azitromicina anhidrida, de la cual
se realizaron distintas soluciones en un intervalo de concentracion 400 a 1.000 mg/L,

utilizando como medio cloroformo grado HPLC (Figura 15).

Figura 15. Esquema de preparacion de la curva de calibracién.
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19.2 Preparacion de la Muestra

La cantidad indicada de Azitromicina Anhidrida por cada tableta es de 500 mg, lo
cual sirvi6 como referencia para la preparacion de la muestra, como se indica a

continuacion:

Con la finalidad de obtener una muestra representativa, se tomaron de forma
aleatoria 10 tabletas del producto farmacéutico, y se pes6 cada una, obteniéndose
asi su peso promedio (x) que para las presentaciones farmacéuticas utilizadas oscilo
entre los 620 y 740 mg. Luego se pulveriz6 hasta obtener un polvo fino y homogéneo
que facilitd su disolucion en el medio organico. Posteriormente, se tomo6 una masa
equivalente para preparar una solucion de la concentracién deseada de Azitromicina
anhidrida en un papel parafinado que luego se deposité en un frasco ambar y se
disolvié en 3 mL de Cloroformo grado HPLC. Para facilitar la extraccion del principio

activo se sonico durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Figura 16. Esquema de tratamiento de la muestra

Como se aprecia en la figura 16, se separaron los excipientes solidos con un filtro de

jeringa manual adecuado con un acrodisco y una membrana de Politetrafluoroetileno
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de 47 mm. De esta forma, el filtrado se recolecté en balones aforados de 10 mL, el
cual se llevo al aforo con cloroformo grado HPLC. En este punto la solucion muestra

esta lista para realizar el respectivo analisis.

20.Resultados y Discusiones
20.1 Seleccion del Solvente

Como primer punto en el desarrollo experimental en la determinacién del contenido
de Azitromicina, se comenzd con la seleccidn de un solvente capaz de extraer el
principio activo en las presentaciones farmacéuticas, asi como el medio para

realizar los analisis espectroscopicos de absorcidon molecular.

En este sentido, se tomo en cuenta la transparencia del solvente en la region UV —
Vis, su estabilidad y la solubilidad de los excipientes de los farmacos afin de
minimizar los interferentes que pudieran afectar las caracteristicas espectrales y por

ende la calidad de la sefal instrumental.

Tabla 6. Solubilidad de Azitromicina en diferentes solventes

10 mg en 10 mL (22 °C) No Soluble

Agua 10 mg en 10 mL (37 °C) No Soluble

(18 Q'cm™) 10 mg en 10 mL (40 °C) No Soluble

10 mgen 10 mL (45 °C) No Soluble
Acido Clorhidrico (1M) 10 mgen 1 mL (22 °C) Soluble
Acido Sulfarico (1M) 10 mg en 1 mL (22 °C) Soluble
Acido Nitrico (1M) 10 mg en 1 mL (22 °C) Soluble

Hidroxido de Sodio (1M) 10 mgen 5 mL (22 °C)  Ligeramente soluble

Metanol 10 mg en 1 mL (22 °C) Soluble
Cloroformo 10 mg en 1 mL (22 °C) Soluble
Diclorometano 10 mgen 1 mL (22 °C) Soluble
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Dicho esto, se evalud la solubilidad del farmaco utilizando ocho solventes de distinta
naturaleza quimica bajo las condiciones indicadas en la tabla 6, los cuales ya han
sido utilizados como medio de disolucion en desarrollos metodologicos previos para
la cuantificacion de Azitromicina. Es por ello, que se considerd apropiado estudiar
el comportamiento de solubilidad del analito en estos solventes como medida

preliminar para encontrar el adecuado.

Los datos reportados indican que el antimicrobiano no fue soluble en medio acuoso.
Siendo un resultado esperado, dado que la estructura quimica del compuesto
dificulta la disolucion en ese medio. Incluso al aumentar la temperatura, no se

aprecio ninguna variacion en cuanto a la proporcion de solido dispuesto en el agua.

Seguidamente, se puso a prueba la capacidad de los acidos minerales como el
acido clorhidrico (HCI), sulfurico (H2SOa4) y nitrico (HNOs3) 1M, para solubilizar la
Azitromicina, encontrandose una inferencia positiva. Claro esta, el antimicrobiano
tiene propiedades basicas (pka= 7,34), por lo que es factible su solubilidad en medio

acido. Por el contrario, en hidroxido de sodio (NaOH) la solubilidad fue limitada.

Absorbancia
o
g

Lambda({nm}

Figura 17. Espectro UV-Visible del Cloroformo en la regién de estudio

Adicionalmente, la Azitromicina present6 solubilidad en metanol, diclorometano y

cloroformo (Tabla 6). Condicién esperada, dado que los solventes mencionados
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tienen la capacidad para solubilizar moléculas grandes (lactona de 15 atomos de

carbono) con caracteristicas apolares.

De los solventes utilizados para las pruebas preliminares se escogio el Cloroformo
(CHCIs), debido a la excelente capacidad para solubilizar a la Azitromicina,
ofreciendo la ventaja de presentar un comportamiento espectral en la regidn

ultravioleta y visible sencillo y con ausencia de ruido en mayor medida (figura 17).

EI
| Sy B
] CH, How T MO
- | (=T
& O
| 4 Tl e - CH,
{ by o - CH,

L&}
-—}B OH OH—— 0 Ci— J

iy L o]
B 0125 4 SHCH EHy
CH,

2 01004 Azitromicina

Figura 18. A) Cloroformo (Solvente); B) Solucidon estandar de Azitromicina (AZl)

concentracion de 500 mg / L.

Posteriormente, se procedio a adquirir un espectro del analito en estudio en el medio
de disolucion escogido (figura 18) y se delimitd la zona espectral de trabajo para el
intervalo de longitud de onda (A, nm) entre 200 — 380 nm, encontrandose que no
existe ningun tipo de interferencia que permita la determinacién y cuantificacién del

mismo, debido a las virtudes que ofrece el solvente seleccionado.

20.2 Caracterizacion Espectral

Con lafinalidad de describir el sistema de estudio, se procedié a evaluar el espectro
UV-Vis de la Azitromicina en el intervalo de 200 — 380 nm, en funcién de la

Absorbancia respecto a la longitud de onda (A, nm). De este modo, se puede notar

que existe un solo maximo de absorcion para el compuesto en 243 nm, el cual es
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causado por la promocion de un electron de un estado excitado de un grupo

funcional cromoforo.

En este aspecto, se sugiere que el cromoforo causante de la transicion electronica
es el grupo carbonilo (R~C=0) del anillo lactona como se especifica en la figura 19,

donde la transicion electronica mas probable es del tipo n—1r*.

Figura 19. Espectro UV-Visible obtenido a partir de: A) Cloroformo (Solvente); B)
Solucion estéandar de Azitromicina (AZl) concentracién de 500 mg / L.

Un punto importante a mencionar es, que el método sugerido por la farmacopea de
los Estados Unidos (USP 46- NF41), caracteriza la absorcion molecular UV-Vis de
la Azitromicina a través del carbonilo del anillo lactona, con la diferencia que el
maximo de absorcidn que experimenta el analito ocurre a una longitud de onda mas
corta (210 nm) respecto a la encontrada en el presente estudio, debido a la

diferencia de polaridad entre los solventes implementados en cada caso.

20.3 Estudio de la Factibilidad de la Metodologia Propuesta

En aras de comprobar la factibilidad del sistema en estudio, se evaludé el
comportamiento espectral del analito en una solucion estandar o patréon y en una
presentacion comercial sélida. Para ello, se utilizdé una solucién patron de 500 mg/L

de Azitromicina, una solucion de muestra con una concentracion estimada de
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500mg/L vy, por ultimo, una solucion de muestra fortificada con patrén, como se

aprecia en la figura 20.

Una vez realizado los espectros de las soluciones especificadas, se procedio a la
comparacion de los mismos de la siguiente manera; en primer lugar, se contrasto la
respuesta instrumental del patron de Azitromicina (B) respecto a una muestra (C)
de la misma concentracibn como se aprecia en la figura 20.a, notandose un
comportamiento grafico similar, dando a entender que la presentacion farmacéutica

contiene Azitromicina y que es posible su extraccion con el solvente seleccionado.

c . Comparacién
emparacion Patrdm AZI (B) y Muestra Fortificada(D)
Patrén AZI (B) y Muestra (C)
~ B D
N — g
/ A Ve A
F2E]
Comparacién Comparacién B
Muestra (C) y Muestra Fortificada(D) | | Patrén AZI (B), Mua'il:l':u (C) ¥ Muestra Fortificada(D)
B "
D C C d
Eor :
' 1 — C I
/ A e i Va 'y
rily .

Figura 20. Espectro UV-Visible obtenido a partir de: a) Cloroformo (Blanco); b) Solucién
estandar de Azitromicina (AZl) concentracion de 500 mg / L; ¢) Soluciéon de muestra 500

mg/L de Azitromicina; d) Solucion fortificada con patrén de Azitromicina.

Luego, se comparé el espectro de absorcion de la solucién patron (B) respecto a la
muestra fortificada (D) (figura 20.b), corroborando que el grafico obtenido en ambos
casos se debe a la Azitromicina. Adicionalmente, en la en la figura 20.c se contrasta

la similitud en el espectro de absorcién molecular del analito en la muestra fortificada
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(D) respecto a una sin fortificar. Finalmente, en la figura 20.d, se detona la

semejanza de las bandas para las tres soluciones preparadas.

Debido a lo ya mencionado, queda en evidencia que existe una correspondencia
entre el aumento de la sefial instrumental con la concentracion, asi como
reproducibilidad en los espectros de absorciéon molecular UV-Vis de la Azitromicina
para las tres soluciones preparadas. Por este motivo, se considera que es factible
la cuantificacion del principio activo farmacéutico por el desarrollo metodolégico que
se esta proponiendo, donde el solvente organico no representa ninguna limitacion
para el analisis, ya que permite la recoleccion de informacién espectral del analito
de forma sencilla, tanto en una solucién patron como en una muestra proveniente

de un comercio farmacéutico.

20.4 Seleccion de Criterio de Medida

A partir de los resultados obtenidos en la seccion previa, se considero la posibilidad
de la cuantificacion del principio activo farmacéutico Azitromicina mediante la
técnica de espectroscopia de absorcion molecular UV-Vis. Con esa finalidad, se
evalud la respuesta instrumental provista por el equipo y se sometié a distintos
tratamientos provistos por el Software de trabajo como: correccion de linea base,
suavizado, derivacion y normalizacién, con el propdsito de obtener una sefal

analitica adecuada.

De este modo, se seleccionaron dos criterios de medida proporcionados por el
equipo para realizar la cuantificacion, siendo estos la altura maxima del pico y el

area que ocupa la banda de absorcion, como se especifica en la figura 21.

En primer lugar, se realizd6 monitoreo del maximo de absorcién de orden cero (D°)
de la Azitromicina en 243 nm a través de la elaboracion de una curva de calibracién
sencilla en el intervalo 400-1000 mg/L, utilizando los criterios de medida antedichos.
Teniendo en cuenta lo mencionado, en la figura 21.a se esquematiza la medicién
del maximo de absorcidén en 243 nm con correccion de linea base por altura de pico
entre 238-280 nm y la medicion del area del espectro que ocupa el intervalo de

longitudes de onda desde 238 nm hasta 280 nm, denotado en la figura 21.b.
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Figura 21. Criterios de medida espectro de la Azitromicina orden cero(D°) a) altura de

pico b) area bajo la curva.

Todos los datos fueron cotejados en la tabla 7, para el resumen de la curva de
calibracién de orden cero (D°). Los resultados que se exponen muestran una
precision y linealidad considerable, encontrandose dentro de los margenes
considerados como aceptables, es decir, una desviacion estandar relativa (%DER)

menor al 5% y un coeficiente de determinacion mayor a 0,999.

Tabla 7. Analisis de los valores de altura, altura pico y area a A=243 nm

A 0,9144 1,6029 3,0951
B 0,9972 1,6060 3,0024
C 0,9622 1,7318 3,0581
x 0,96 1,65 3,05
S 0,04 0,07 0,05
%DER 4,3% 4,2 1,5%

2 0,9924 Ecuacion Area = 0,0053[C (mg/L)] - 1,0731
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A 0,0786 0,1341 0,2476
B 0,0837 0,1361 0,2525
C 0,0829 0,1402 0,257
x 0,082 0,137 0,239
s 0,003 0,003 0,009
%DER 3,6% 2,26% 3,8%
r? 0,9939 Ecuacién Abs = 0,0005[C (mg/L)] - 0,0632

Como segundo punto en la seleccién del criterio de medida, se evaluaron las
caracteristicas graficas de la banda de absorcion del espectro UV-Vis de la
Azitromicina, tomando en consideracion su diferencia respecto a la forma
convencional de una curva gaussiana, mostrando una baja resolucion espectral el
primer tramo de la curva (238 — 243 nm) apreciando una pendiente de casi 90°, lo
cual dificulta su monitoreo. No obstante, en el intervalo 243-280 nm la resolucién

espectral mejora, pudiendo ofrecer informacion analitica de interés.

Tomando en cuenta la descripcion mencionada, se deduce la posibilidad de
monitorizar el espectro UV-Vis de la Azitromicina en el intervalo 243-280 nm a través
de la operacibn matematica denominada derivada, la cual es una técnica
complementaria que ayuda a resolver mejor los espectros de absorciéon con
caracteristicas similares a las encontradas en este caso. Dicho esto, en los
siguientes parrafos se describira el seguimiento hacia el espectro derivado de la

Azitromicina.

Como se puede apreciar en la figura 22, se muestra la primera derivada del espectro
UV-Vis (D'=dA/dA) de un patrén de Azitromicina de concentracién 500 mg/L, el cual
presenta mejor resolucion y estd mejor estructurado respecto al espectro original
(D), mostrando un mayor numero de picos. En este caso, se puede apreciar un
maximo en 239 nm y un minimo en 245 nm, ambos potencialmente cuantificables
y, cuyo corte con el cero corresponde al maximo de absorcion (243 nm) del espectro

de orden cero (D°).
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Referente a la seleccion del criterio de medida, se derivaron los espectros de
absorcion de la curva de calibracion sencilla en el intervalo 400-1000 mg/L descrita
con anterioridad, y de igual manera, se aplicaron los dos métodos para obtener la

mejor estimacion de los valores de medicién posible.

Figura 22. Espectro UV-Visible de solucion estandar de Azitromicina (AZI) concentracion

de 500 mg / L a) primera derivada (D) b) orden cero (D°)

En el caso del maximo en 239 nm (D'), los resultados presentan caracteristicas
analiticas aceptables (tabla 8). Sin embargo, una evaluacién exhaustiva, indicé que
la reproduccién del maximo se complicaba en mayor medida debido a la disminucion
de la relacion sefial-ruido (S/N). Por lo tanto, se descarté su aplicacién para la

cuantificacion del principio activo.

Seguidamente, se evalué el minimo de absorcion de la primera derivada de
absorbancia respecto a la longitud de onda (dA/dA vs. A (nm)), bajo los dos criterios

esquematizados en la figura 23, y cuyos resultados se resumen en la tabla 9,
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encontrandose un excelente comportamiento grafico en relacién a la sensibilidad,
coeficiente de determinacion (r?), y la precisién, para la medicién del minimo de
absorcidon en 245 nm, con correccion de linea base desde 243 nm hasta 270 nm
(figura 23.a).

a b

Figura 23. Criterios de medida espectro de la Azitromicina primera derivada (D') a) altura

de pico b) area bajo la curva.

Dicho de otro modo, la descripcion de la banda monitorizada en 245 nm luego de la
aplicacion de la derivada (D') proporciona un comportamiento grafico excelente
(repetibilidad del minimo), acompafado de un aumento de la estructura fina de la
sefal instrumental, al igual que una mejora en la selectividad del sistema vy

sensibilidad analitica.

Tabla 8. Analisis de altura pico y area de la primera derivada D' a A=239 nm.

A 7,0234 11,6427 19,7995
B 6,7584 11,6338 17,4747
C 6,3074 11,4866 20,0746
x 6,7 11,59 19
S 0,4 0,09 1,4
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%DER 5,4% 0,77% 7,3%

r? 0,9823 Ecuacion Area =0,028[C (mg/L] - 3,04

A 1,5976  2,6535 4,3355
B 1,4857  2,6093 4,4899
C 1,5715  2,7046 4,7073
x 1,55 2,66 4,51
S 0,06 0,05 0,2
%DER 3,8% 1,9% 4,1%
r 0,9962 Ecuacion Abs =0,0056[C (mg/L] - 0,1837

Tabla 9. Analisis de altura pico y area de la primera derivada D' a A=245 nm.

A 0,8267 1,6962 5,5983
B 1,1733  1,6668 5,6824
C 0,8999 1,7686 5,7358
x 0,97 1,71 2,6
s 0,2 0,05 0,07
%DER 18% 2,9% 2,6%
r? 0,9877 Ecuacion Area = 0,013[C (mg/L] - 4,392

A 0,2137 0,3915 0,8928
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B 0,2146  0,3944 0,8785
C 0,2313  0,3855 0,9141
X 0,22 0,390 0,90
S 0,01 0,004 0,02
%DER 45%  1,2% 2,0%
2 0,9996 Ecuacion Abs = 0,0017[C (mg/L]- 0,4738

Luego de una revision detallada de cada uno de los criterios puestos a prueba, se
decidié que el criterio de medida 6ptimo consiste en el minimo de absorcién de la
primera derivada a 245 nm con correccion de linea base por pico altura desde 243

hasta 270 nm, como se esquematiza en la figura 24.

Figura 24. Criterio de medida escogido para la cuantificacién de la Azitromicina

Es necesario reiterar que la aplicaciéon de la derivada ofrece la ventaja de mejorar
la respuesta grafica en relacion la sensibilidad analitica, la precision, asi como su
linealidad en el intervalo de concentraciones estudiado. Esto quiere decir que, con
el criterio de medida escogido se potencian las caracteristicas analiticas del
sistema, permitiendo la descripcion de la banda de absorcion de la Azitromicina de
forma mejorada, facilitando su interpretacion para analisis cuantitativos

principalmente.
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20.5 Optimizacion de los Parametros Experimentales

Continuando con la definicibn de las mejores cualidades del método
espectrofotométrico para determinar el contenido de Azitromicina, ahora, se
comenta sobre la optimizacidn de los parametros experimentales, donde se perfilan
las caracteristicas y procesos adecuados para la extraccién del analito en la
muestra, asi como la seleccion de las condiciones instrumentales vy
espectroscopicas para la aplicacion eficaz de la metodologia. En la presente
seccion, se exploran los aspectos mas relevantes de la optimizacion de las variables

experimentales.
20.5.1 Sonicacion

Como primer parametro a evaluar se decidié poner a prueba la capacidad de
disolucion de la Azitromicina en cloroformo por medio de la aplicacion de ondas
ultrasénicas de forma indirecta por medio de un ultrasonido a distintos intervalos de
tiempo a temperatura ambiente (22 °C). En este caso, cada muestra de Azitromicina

comprendia una concentracion de 500 mg/L.

En la figura 25, se ilustran los resultados obtenidos para cada una de las muestras
utilizadas en el presente estudio. En general, se observa una tendencia creciente
de disolucion del principio activo Azitromicina a medida que aumenta el tiempo de
sonicacion hasta un establecimiento de condiciones constantes. Esto se debe a que
las ondas sonoras impactan con las particulas del farmaco reduciendo su tamano,

lo que favorece su disolucion hasta un punto maximo en 30 minutos.

Por otro lado, algunas muestras manifestaron una tendencia al decrecimiento luego
para la medicién de 40 minutos de sonicacion. El fendmeno que se adjudica a este
hecho se relaciona con la dimerizacién del principio activo bajo las condiciones de
sonicacion especificadas, ocasionando la disminucién de la absorcion por parte del

analito.
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Figura 25. Representacion grafica de tiempo de sonicacion respecto al tiempo.

20.5.2Velocidad de Barrido

Con la finalidad de evaluar la respuesta instrumental respecto al intervalo de
longitudes de onda que escanea el espectrofotometro en un tiempo determinado,
se puso a prueba la velocidad de barrido del sistema para una solucion patrén y una

muestra de concentracion 500 mg/L como se aprecia en la figura 26.

Las velocidades de barrido escogidas fueron suministradas por el software del
equipo, siendo estas 30, 120, 600, 2400 nm/min e Intelliscan, como se muestra en
la figura 26. Tanto la muestra como el patrén indicaron la misma tendencia en la
serie de datos, siendo la velocidad del tipo Intelliscan la que presentd mayor valor
de absorbancia. Ademas, queda la certeza que en ninguno de los otros casos
estudiados se reproduce la banda de absorcién de forma adecuada, donde incluso
a 2400 nm/min, ocurre una deformaciéon del espectro ocasionando una menor

absorcion por parte del analito.
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Figura 26. Evaluacién velocidad de barrido en solucion patréon de Azitromicina

20.5.3 Resolucion

Seguidamente, se estudio la capacidad que tiene el equipo de distinguir entre dos
valores de longitudes de onda de forma individual, se decidié6 poner a prueba la
resolucion espectral o ancho de banda. De esta forma, en la figura 27 resume la
evaluacion de la resolucién (ancho de banda) en todas las muestras y la solucion

patréon de concentracion 500 mg/L.

Las dimensiones de la rendija tomadas en consideracion para el estudio estaban
denotadas por el equipo, las cuales fueron 0,5, 1, 2 y 4 nm. Como tal, el
comportamiento grafico fue similar para todas las muestras y el patrén, indicando
que a medida que aumentaba en ancho de banda, la diferencia entre las longitudes
de onda (AA) se hace mayor, hasta llegar a un punto maximo en 2 nm. Cuando el
ancho de banda aumenta a 4 nm la diferencia entre las longitudes de onda se hace

lo suficientemente grande para ocasionar una diminucion de la resolucion.
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Figura 27. Representacion grafica de la evaluacion de resolucion en muestras
farmacéuticas

Teniendo en cuenta que se han analizado y discutido todos los resultados
pertinentes a la caracterizacion de las condiciones preliminares, asi como de la
optimizaciéon de los parametros experimentales, en este punto, se considera
apropiado resumir en la tabla 10, los datos necesarios que describen las
condiciones experimentales para la ejecucién de la metodologia alternativa que
tiene como finalidad la cuantificacién del principio activo farmacéutico Azitromicina

en tabletas de 500 mg.
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Tabla 10. Resumen de las condiciones experimentales

Fuente Lampara de Xenodn
Detector Fotodiodos de Silicio
Intervalo espectral 200 — 380 nm
Resolucidén 2 nm
N° de espectros acumulados 3 ciclos
Longitud de onda a estudiar 245 nm
Condicién de la medicion dA/dA vs. A (nm)
Tiempo de extraccién 30 minutos
Solvente Cloroformo grado HPLC

20.6 Validacion del Método Propuesto

Con el objetivo de garantizar la confiabilidad de la metodologia experimental
desarrollada, se procedi6 a validar el mismo. Dicho esto, se realizd6 una
caracterizacion analitica del sistema mediante estudios de exactitud, precision,

estabilidad y posibles efectos interferentes por parte de la matriz (robustez).
20.6.1Linealidad de Método

En aras la determinacion de la linealidad del método espectrofotométrico, se
preparé una curva de calibrado a partir de 6 soluciones patron a distintas
concentraciones (400, 500, 600, 800, 900 y 1000 mg/L), de las cuales 3 de esos
patrones fueron analizados por triplicado (400, 800 y 1000 mg/L) bajo los criterios

de medida ya establecidos, como se muestra en la figura 28.

Seguidamente, se estudidé la precision de los puntos repetidos, se tomé su

promedio(x), la desviacion estandar (s) y desviacion estandar relativa (%DER),
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como se aprecia en la tabla 11, encontrandose que los datos reportados son
precisos (%DER<5%). Ademas, se establecio la correlacidon entre la concentracion
y la sefal derivada del espectro (dA/dA) por medio del coeficiente de determinacion

(r?) al obtener un valor de 0,9991, valor aceptado dentro de los limites establecidos

(2>0,999).

Figura 28. Grafico de curva de calibracion sencilla para la evaluacion de la linealidad del

método

Tabla 11. Evaluacion de la linealidad del método

0,2348 1,0065 1,3972
400 02378 800  1,0313 1000  1,3187
 0,2306 S 1,0412 1,3743
x 0,234 x 1,03 x 1,36
s 0,004 s 0,02 S 0,04
%DER 1,54 %DER 1,74 %DER 2,96
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20.6.2 Limites de Deteccion (LOD) y Cuantificacion (LOQ)

En el caso de la determinacion experimental de los limites de deteccién (LOD) y
cuantificacion (LOQ), el criterio metodolégico escogido consistio en la dilucion de un
patrén de 400 mg/L hasta que la sefal proporcionada fuera equivalente a la del
blanco. La dilucion previa a este punto, se consideré como el limite de deteccion
real del método siendo este 25,0 mg/L. Luego, se calculé el LOQ real del método,
mediante la siguiente ecuacién, obteniéndose un valor de 75,8 mg/L

10
LOQ =

LOD
3,3

20.6.3 Precision del Método Propuesto

Para estudiar la precision del sistema desarrollado se decidio realizar pruebas de
repetibilidad y precisiéon intermedia como se aprecia en las tablas 12 y 13

respectivamente.

En el caso de la repetibilidad del método (tabla 12) se realizé el analisis de 5 réplicas
independientes de dos soluciones patron de 500 y 800 mg/L, asi como de una
muestra de concentracion estimada 500 mg/L. Dicho esto, se determiné la media,
la desviacion estandar y desviacion estandar relativa (%DER) de la serie de datos.
En este sentido, la condicidn para garantizar la repetibilidad consistid en realizar la
prueba en el mismo laboratorio, por el mismo analista, bajo las mismas condiciones,
equipos y reactivos en un corto periodo de tiempo (intra-dia). Dicho esto, se
encontré que los resultados obtenidos presentaron una buena precision, con una

%DER menor al 5%, entrando dentro de los margenes de error permitidos.

Tabla 12. Estudios de repetibilidad de la metodologia propuesta

1 0,3957 0,9279 0,3799
2 0,3822 0,9379 0,3544
3 0,3886 0,9153 0,3807
4 0,3853 0,9180 0,3649
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5 0,3891 0,8895 0,3692

x 0,39 0,92 0,37

S 0,01 0,02 0,01
%DER 1,31% 1,98% 2,98%

Adicionalmente, se evalud la precision intermedia de dos soluciones patron de 500
mg/L y 800 mg/L, las cuales fueron medidas bajo las mismas condiciones de
repetibilidad, con la diferencia que se realiz6 una segunda serie de soluciones
independientes un segundo dia consecutivo y de midié su valor, encontrandose que
los resultados manejan una desviacion estandar relativa menor al 5% vy

corroborando la similitud de las medidas (tabla 13).

Tabla 13. Estudios de precision intermedia de la metodologia propuesta

0,3957 0,9279 0,3932 0,9141
0,3822 0,9379 0,3851 0,8779
Dia 1 0,3886 0,9153 Dia2  0,3966 0,9485
0,3853 0,9180 0,3904 ---
0,3891 0,8895 0,3838 ---
x 0,39 0,92 x 0,39 0,91
] 0,01 0,02 S 0,01 0,04

%DER  1,31% 1,98% %DER  1,39% 3,86%

20.6.4 Estabilidad de las Soluciones de Trabajo

Con el propésito de estudiar la estabilidad de las 2 soluciones patron de 500 y 800
mg/L respectivamente, se monitored su sefial analitica por un periodo de cinco dias,
siendo estas conservadas en frascos ambar a temperatura ambiente, y cuyo
resultado se muestra en el grafico de la figura 29. En este, no se observo variacion

significativa de los resultados obtenidos para los primeros tres dias consecutivos de

72



Edgar Armando Albarran Molina Trabajo Especial de Grado

medicién, siendo considerado como el intervalo 6ptimo de estabilidad de los

patrones de Azitromicina bajo las condiciones especificadas.

Cabe resaltar que a partir del cuarto dia de medicion se pudo apreciar un aumento
de la sefial instrumental propio de volatilizacion del solvente de estudio (cloroformo)
y pre-concentracion del analito. Sin embargo, se estima que el sistema sigue
manteniendo la reproduccion de la banda de absorcion, una virtud que ofrece el
solvente en comparacion con otros utilizados en desarrollos metodolégicos

alternativos para la cuantificacién de la Azitromicina.

Figura 29. Estudio de estabilidad de las soluciones de trabajo bajo la metodologia

propuesta.

Con base a lo aqui expuesto, quedan demostradas las caracteristicas principales
de estabilidad del patron de Azitromicina disuelto en cloroformo, de las muestras

farmacéuticas, asi como de la robustez del método.

Llegado a este punto, es necesario incorporar la descripcion de la influencia que
tiene la matriz de cada muestra farmacéutica sobre el analito. Esto se logra por
medio de estudios de curvas de calibracion por adicién estandar (CAE) para cada

una de las muestras que se tienen para el analisis de este trabajo.
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20.6.5 Anélisis de Interferencias por Efecto de Matriz

Las interferencias fisicas y quimicas por efecto de matriz pueden reducir o aumentar
la sefial de absorbancia del analito ocasionando errores significativos en los
resultados del analisis. Es por ello que, se necesita confirmar la ausencia o

presencia de dicho factor en el sistema de estudio.

Dentro de las posibles opciones experimentales, se tiene el método de adicion
estandar clasico, que consistio en el agregado de una cantidad constante de
muestra y la adicién de volumenes crecientes de solucién patrén de Azitromicina

para un volumen final constante.

En funciéon de lo mencionado, se realizé la comparacion de las pendientes de la
curva de calibracién sencilla (CCS) obtenida con anterioridad, respecto a las
diversas pendientes de las curvas de adicién estandar disefiadas (Tabla 14), para
determinar si existe diferencia significativa entre los métodos de calibracién. Esto se
logré a través de la evaluacion del estadistico t de “'Student™’, efectuando
primeramente la prueba F (Fisher) para contrastar la homogeneidad de las

varianzas de las rectas de calibrado.

Tabla 14. Parametros analiticos de las curvas de calibracién de adicién estandar
(CAE).

dA/dA = (1,92 £ 0,04)x1073 [C(mg/L)] — (0,11 + 0,03) | 0,9990
dA/dA = (1,93  0,06)x103 [C(mg/L) — (0,14 + 0,03) | 0,9980

1 dA/dA= (2,3 £ 0,2)x107 [C (mg/L)] — (0,4 % 0,1) 0,9954
2 dA/dA = (2,1 £ 0,4)x103 [C(mg/L)] - (0,38 £ 0,02) | 0,9993
3 dA/dA = (2,1 % 0,1)x103 [C (mg/L)] - (0,30 £ 0,07) | 0,9948
4 dA/dA = (1,9 £ 0,1)x102 [C(mg/L)] - (0,19 £ 0,08) | 0,9857
5 (

6

En este aspecto, para efectuar el analisis de varianzas mediante la prueba F
(Fisher), se considerd necesario contrastar la hipotesis nula (Ho), que indica que las
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medias de los datos evaluados se encuentran distribuidos uniformemente y que
presentan la misma desviacion estandar, en otras palabras, que las varianzas son
homogéneas (s12=s2?). Por otro lado, cuando no se puede asumir que las varianzas
son similares (s12#£s22), se aprueba la hipotesis alternativa (H+). Dicho esto, en la
tabla 13, se muestran los resultados de las pruebas estadisticas de evaluacion de
varianzas F al 95% de confianza para las desviaciones estandar de las pendientes
de las rectas de regresién, donde el criterio de aceptacién consiste en que el F
calculado (Fcal) sea menor que un valor de referencia conocido como F critico

(Feritos%), Feal < Ferito5%.

Tabla 15. Resultados de la prueba F para la evaluacion entre las curvas de

calibracion sencilla y adicion estandar

CCS 8,62x10710

40,70 10,65 No Aprobado
1,80 10,65 Aprobado
13,31 10,65 No Aprobado
19,77 9,79 No Aprobado
2,20 10,65 Aprobado
4,38 10,65 Aprobado

CAE Muestra1 3,51x10%
CAE Muestra2 1,55x10°
CAE Muestra3 1,15x10%
CAE Muestra4 1,70x108
CAE Muestra5 1,90x10°°
CAE Muestra6 3,78x10°

N N W N N N &~

Al realizar el analisis de varianzas por la prueba F, como se resume en la tabla 15,
se puede notar que existen muestras como la 1, 3 y 4 que no aprueban la hipétesis
nula (s1%#s2?). Sin embargo, esto solo confirma que la varianza de las pendientes
entre la CCS y las CAE para las muestras especificadas difiere significativamente y
que puede deberse a errores sistematicos. En cambio, las muestras 2,5 y 6,
aprueban la hipoétesis nula (Ho), lo que da a entender que estadisticamente las

varianzas de cada serie de datos (CCS vs. CAE) son similares (s12=s2).
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Tabla 16. Resumen de parametros a evaluar en el estadistico t (Student)

S =

M (Tl 1)52 +(Tl 1)52
st = 53 T 1 n +n, —2 1 it 2
Sdn, Ty (ny + np —2)
X1 — X3 (i+ 522)
2 2 . n
53 + 55 ;—1 fl_z st N s7
o (n, —n? * (n, — Dn3

Hipotesis Nula (Ho) X=X
Hipotesis Alternativa (Hi) X1 # Xy
Nivel de Aceptacion (1-a) 0,95

Una vez determinada la homogeneidad de las varianzas, se procedié a aplicar el
estadistico t de Student correspondiente para cada caso, siguiendo los criterios de
la tabla 16, donde también se sintetizan las condiciones de aprobacion del
estadistico en evaluacion. Por ejemplo, si se aprueba la hipétesis nula (Ho) indicaria
que no existen diferencias significativas entre las pendientes de las curvas
calibracion. En contraste, la hipétesis alternativa (H1) infiere sobre la existencia de

diferencias entre los dos valores.

De esta forma, en la tabla 17 se resumen los resultados del estadistico t al 95% (1-
a = 0,95) de confianza, donde la hipétesis nula se acepta para todos los casos,
debido a que ttab < terites%. Esto indica que no existen diferencias significativas entre

las pendientes de las curvas de calibracion por adicion estandar de cada muestra
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respecto a la curva de calibracion sencilla bajo un 95% de confianza para las todas

las muestras estudiadas.

Tabla 17. Resultados del estadistico t para la evaluacion entre curvas de calibracion

sencilla y de adicion estandar.

CAE Muestra1 3,37 2 4,30  Aprobado
CAE Muestra2 1,05 3 2,31 Aprobado
CAE Muestra3 2,96 2 4,30  Aprobado
CAE Muestra4 0,82 3 3,18%)  Aprobado
CAE Muestra5 0,51 8 2,31 Aprobado
CAE Muestra6 0,21 8 2,31 Aprobado

*) Caso de s? no homogéneas

En funcion de todo lo mencionado, se deduce que el método propuesto esta libre
de interferencias de tipo fisico y quimico por parte de la matriz. En otras palabras,
mediante la metodologia desarrollada, se pueden realizar los ensayos de
determinacion de contenido del farmaco Azitromicina utilizando una de curva de

calibracion sencilla.
20.6.6 Caracteristicas Analiticas del Método Propuesto

A continuacion, se resumen las principales caracteristicas analiticas del método
propuesto, comenzando por la construccién de una curva de calibracion sencilla en
el intervalo de 400-1000 mg/L, aplicando un suavizado medio y la primera derivada
(dA/dA) al espectro de absorcion, y posteriormente cuantificando los valores con el
criterio de medida que consiste en la medicion de la absorbancia a 245 nm con

correccion de linea base 243-270 nm, como se esquematiza en la figura 30.
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Figura 30. Curva de calibracion primera derivada (D' A=245). Blanco; Solucién estandar

AZ| de 400, 550, 700, 800 y 1000 mg / L.

En la Tabla 18 y figura 31, se resumen los diferentes parametros cuantitativos de la
ecuacion de la recta que son proporcionados por el analisis de regresion lineal,
como son: la pendiente (m) y su desviacion estandar (Sm), el corte en la ordenada
(b) y la desviacién estandar (Sv). Adicionalmente, se las caracteristicas de

desempefio como limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ).

Tabla 18. Caracteristicas analiticas de la curva de calibracion

Longitud de onda 245 nm
Pendiente 2,04 x10°3

Desviacion estandar (Sm) 3x10°

Intercepto -5,3x10"

Desviacion estandar (Sb) 2x102

Coeficiente de correlacion 00,9993
LOD(reaI) 25,0 mg/L
LOQ(reaI) 75,8 mg/L
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Una vez definidas las principales caracteristicas analiticas del método desarrollado,
se consider6 apropiado realizar los analisis de cuantificacion en muestras
farmacéuticas de Azitromicina en presentacion de 500 mg. En este sentido, estos
resultados sirvieron como base de datos para los estudios de exactitud, como se

indica en siguiente seccion.

Figura 31. Gréfico de la curva de calibracién (D' A=245).

20.7 Estudios de Exactitud de la Metodologia Propuesta

Como ultimo parametro en la validacion del método alternativo para determinar la
uniformidad de contenido de Azitromicina, se evalud la exactitud de la metodologia
desarrollada a través de dos enfoques. El primero consistié en la evaluacion del
porcentaje de recuperacion con relacion a la cantidad declarada del farmaco y, en
segundo lugar, se realizd un estudio de comparacién de resultados del método
analitico propuesto respecto a uno de referencia cuya exactitud ya ha sido

establecida.
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20.7.1 Analisis de Muestras por la Metodologia Alternativa Desarrollada

Después de haber realizado todas las operaciones de optimizacién y validacion de
la metodologia alternativa, se procedié con el analisis de seis (6) muestras
provenientes de distintos establecimientos farmacéuticos del estado Mérida, como
se resume en la tabla 19.

Tabla 19. Analisis de muestras de Azitromicina empleando la metodologia

alternativa desarrollada

Muestra 1 496 + 16 3,2%

Muestra 2 500 £ 15 3,0%

Muestra 3 470+ 7 1,5%
500 mg

Muestra 4 479 + 18 3,8%

Muestra 5 476 + 2 0,42%

Muestra 6 482 + 13 2,7%

En la Tabla 19 se resumen cada uno de los resultados obtenidos para las muestras
analizadas, las cuales manifestaron una precision aceptable (%DER < 5%),
infiriendo positivamente sobre este parametro. Adicionalmente, se encontré que los
valores reportados estaban dentro del margen de aceptacion recomendado por la
farmacopea (USP46 - NF41) para la determinacion de Azitromicina en tabletas,
siendo este de 450 mg a 550 mg, generando la certeza sobre la exactitud preliminar
del método. Sin embargo, para poder asegurar que las mediciones son exactas fue
necesario evaluar el porcentaje de recuperacion en funcion de la cantidad declarada

del medicamento.

80



Edgar Armando Albarran Molina Trabajo Especial de Grado

20.7.2 Estudios de Recuperacion de la metodologia desarrollada

A partir de los resultados obtenidos para la cuantificacion de las seis muestras
comerciales del estado Mérida, se realizd el estudio de recuperaciéon del contenido

de Azitromicina empleando la ecuacion 4.

%R . Valor Obtenido 100%
ORECUDETACON = 1 Vlor de Referencia” "

Tabla 20. Estudio de recuperacion en muestras de Azitromicina.

Muestra 1 99+3

Muestra 2 100+ 3

Muestra 3 94 +1
90 - 110%

Muestra 4 95+4

Muestra 5 952+04

Muestra 6 96 + 3

Como se puede apreciar, los resultados de la tabla 20 indican que el porcentaje de
recuperacion para cada una de las muestras analizadas se encuentra dentro del

margen de aceptacion declarado por la farmacopea USP46 - NF41 (110% - 90%).

Esto quiere decir que los resultados infieren positivamente sobre la exactitud de la
metodologia alternativa que se desarroll6 y su potencial aplicacion en la

cuantificacion del principio activo farmacéutico Azitromicina.

Ahora, queda por efectuar un ultimo ensayo que consiste en la comparacién de
resultados utilizando una metodologia validada y contrastando estadisticamente la

veracidad, validez y la aplicabilidad de la metodologia alternativa.
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20.7.3 Anélisis de Muestras por la Metodologia de Referencia

En aras de comprobar si la metodologia desarrollada presenta resultados
verificables y coherentes respecto a los objetivos planteados, se requiere de su
validacion por medio de otra metodologia ya validada. En esta ocasion, se
analizaron 6 muestras farmacéuticas expedidas de distintos comercios del estado
Mérida, por medio del método desarrollado por Chiluka R. y Raut R., en el ano 2022,
cuyas caracteristicas analiticas se resumieron en la seccién 9.1 (Método 1) del

presente documento.

El procedimiento realizado fue el sugerido por los autores, donde se preparé una
solucion de 1.000 mg/L de un patrén de Azitromicina en acido sulfurico 0,1 M. A
partir de esta solucion, se elabord una curva de calibraciéon sencilla de 20, 30, 40,
50 y 60 mg/L, donde se agrego a cada matraz 2,5 mL de acido sulfurico concentrado
(18 M) y se enras6 con agua ultrapura para un volumen final de 5 mL.
Adicionalmente, las muestras fueron preparadas pesando, triturando vy
homogenizando las presentaciones farmacéuticas de Azitromicina, para luego
pesar un equivalente de 10 mg del analito por muestra, que fue disuelta en acido
sulfurico 0,1 M, luego se filtré6 con papel Whaman 41 y se llevé a un volumen de 10
mL. Una vez realizado este proceso, se agregd una alicuota de 200 pyL de muestra
en un matraz de 5 mL, asi como 2,5 mL de acido sulfurico concentrado. Después,
se enraso con agua ultrapura para un volumen final de 5 mL. Al final, se esperd

alrededor de una hora hasta la formacién completa del croméforo de color amarillo.

Posteriormente se realizé la medicion en el equipo de absorcion molecular UV-Vis,
donde se monitorizé el maximo en 480 nm, cuya curva de calibracién dio una recta
con ecuacion Abs = 0,0182[C(mg/L)] — 0,1002; con un coeficiente de determinacién
de r?= 0,9881. En este sentido, los resultados para el analisis de las muestras

farmacéuticas se resumen en la tabla 21.

Como se puede observar en la Tabla 21, los resultados obtenidos se estan dentro
de un rango aproximado para la unidad declarada de cada una de las muestras
(450mg — 550mg). Ademas, se pudo apreciar que el porcentaje de recuperacion

estaba dentro de los valores de aceptacion demarcados por la farmacopea USP46

82



Edgar Armando Albarran Molina Trabajo Especial de Grado

- NF41 (110% - 90%), lo que da un indicativo positivo sobre la exactitud de los

resultados y su validez.

Tabla 21. Analisis de muestras de comercios farmacéuticos por metodologia de

referencia

Muestra 1 478 £+ 9 96 +2

Muestra 2 498 + 7 100+ 2

Muestra 3 477 + 24 95+5
500 mg

Muestra 4 487 + 16 98 +3

Muestra 5 487 + 23 97 +5

Muestra 6 469 + 7 92 +1

De acuerdo con lo mencionado, se tienen los datos necesarios para poder realizar
el contraste estadistico entre las dos metodologias alternativas, y asi corroborar la

exactitud del método desarrollado.

20.7.4 Andlisis de Significancia entre el Método Desarrollado y el Método de

Referencia

Como siguiente punto en la comparacion y validacién de resultados, fue necesario
realizar el contraste estadistico entre los datos obtenidos por el método desarrollado
(tabla 19) y el método de referencia de Chiluka R. y Raut R. (tabla 21). De esta
forma, se pudo evaluar la exactitud de la nueva metodologia alternativa para

determinar el contenido de Azitromicina en tabletas.

Por consiguiente, se realizé un estudio de comparacion de medias muéstrales entre
los dos métodos, donde primeramente se aplico la prueba F al 95% de confianza,
cuyo resultado indico que no existen diferencias significativas entre las varianzas de

las muestras analizadas. En consecuencia, se aplico el estadistico t al 95% de
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confianza para el caso de varianzas homogéneas bajo las condiciones establecidas
en la tabla 22.

Tabla 22. Parametros a evaluar en el estadistico t (Student) en la comparacion de

método desarrollado respecto al método de referencia.

2 _ 2 B
S1 =358 1 1 n1+n2_2
s /—nl +_n2 (ng + np, —2)

Hipotesis Nula (Ho) X1 =Xz
Hipotesis Alternativa (Hi) X1+ X3
Nivel de Aceptacion (1-a) 0,95

Tabla 23. Resultados del estadistico t para la evaluacion entre el método

desarrollado y método de referencia.

Muestra 1 1,78 Aprobado
Muestra 2 2,15 Aprobado
Muestra 3 0,41 Aprobado
500 mg 278
Muestra 4 0,75 Aprobado
Muestra 5 0,65 Aprobado
Muestra 6 2,57 Aprobado
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Los resultados obtenidos en la tabla 23 indican que no existen diferencias
significativas con un 95 % de confianza entre las medidas realizadas por el nuevo
método alternativo respecto al método de referencia sugerido por Chiluka R. y Raut
R. en el ano 2022, indicando que la metodologia desarrollada presenta exactitud.
Esto quiere decir, que el método propuesto es valido y aplicable para el analisis

cuantitativo de Azitromicina en tabletas de 500 mg.
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21.Conclusiones

e Se ha desarrollado una nueva metodologia alternativa para la determinacion
cuantitativa del farmaco Azitromicina en tabletas de 500 mg, utilizando la
técnica de espectroscopia derivativa de absorcion molecular en la regién UV-
Vis.

e El disefio experimental del tipo univariado permitié la optimizacion de los
parametros indicados, facilitando el analisis de las muestras farmacéuticas
de forma exacta y precisa.

e El uso de cloroformo como solvente en la determinacién de Azitromicina
permite realizar los analisis con la menor interferencia fisica y quimica por
parte de la matriz de los productos farmacéuticos.

e Con el empleo de la espectroscopia derivativa de absorcién molecular UV-
Vis, se obtiene una mejora en la sensibilidad y selectividad para el método
disefado, asi como en sus caracteristicas de desempefio.

e Los estudios de correlacion con el método de referencia y la metodologia
desarrollada indican que los resultados obtenidos son confiables para
realizar este tipo de analisis.

e Se comprobd la idoneidad del sistema de estudio para la cuantificacion de
Azitromicina en tabletas de 500 mg, resultando en un método sencillo, rapido,
preciso y robusto, por lo que puede ser usado de forma rutinaria para el

control de calidad de formulaciones sélidas en la Industria Farmacéutica.
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22.Recomendaciones

Se recomienda ampliar los estudios de trazabilidad de la metodologia que se ha
desarrollado, asi como las operaciones de reproducibilidad a través de estudios inter
laboratorio, ya que de esta manera puede existir una base de datos mas amplia y

sélida sobre la precision y exactitud del método disefiado.

Finalmente, se recomienda continuar con el desarrollo de nuevos métodos que
busquen la determinacion cuantitativa de los principios activos de los productos
farmacéuticos, de forma rapida, econémica y sencilla, para que de esta manera se
pueda brindar una alternativa metodoldgica a la industria farmacéutica en aras de
la optimizacion en las operaciones de control de calidad de un medicamento

terminado.
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