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RESUMEN

En el presente trabajo se propone un método de determinacion y cuantificacion de Losartan
Potasico (LOP) e Hidroclorotiazida (HCT) tabletas bajo la aplicacién de la técnica de fotometria
ultravioleta-visible. El desarrollo del método se bas6 en la aplicacion de la Ley de Beer para la
determinacion de dos 0 mas analitos. Se realizaron exploraciones bibliograficas y experimentales,
en los cuales se eligid el agua como diluyente y para las exploraciones en el espectro ultravioleta
se escogio un rango de 200-800 nm. Se procedi6 a determinar los maximos y minimos de
absorbancia de cada analito dando como resultado para LOP longitud de onda maxima de 242 nm
y minima 272 nm. HCT una longitud de onda maxima de 272 nm y minima de 242 nm.
Seguidamente se procedié a la creacion de una linea de calibracidn con 10 niveles que van desde
20% (0.1100 mg/ml) hasta 120% (0.6600mg/ml) para LOP y para HCT desde 20% (0.0028 mg/ml)
hasta 120% (0.168 mg/ml). La evaluacion de los datos obtenidos en cada ensayo de la
cuantificacion analitica se llevé a cabo mediante la evaluacion de las lineas de calibracion las cuales
se evaluaron estadisticamente mediante el coeficiente de variacién y la t de Student, luego se
calculo la Absortividad especifica de cada principio activo. Al obtener los resultados de
absortividad especifica de LOP e HCT se procedi6 a llevar a cabo la prueba de disolucién con las
muestras. Posterior a la prueba de disolucidon se obtuvieron los datos de cuantificacion de cada uno
de los principios activos, a través de un proceso matematico que se realizé mediante dos vias: por
simultdneo de ecuaciones por sustitucion simple y método de Cramer a través de resolucion
matricial, teniendo dos variables (incognitas) que corresponden con el nimero de concentraciones
de analitos a cuantificar. Los resultados de las muestras fueron los siguientes: un promedio de
los %SR del 101.4% para LOP, y de 95.4% para HCT] .En los que se obtuvieron los mismos
resultados mediante las dos resoluciones matematicas. Por lo que se concluye que las tabletas
evaluadas con el presente método analitico cumplen con lo establecido en la definicion expuesta
en la monografia USP "Losartan potésico e hidroclorotiazida, tabletas” donde se establece que la

muestra debe contener no menos del 95% y no mas del 105%.

Comentado [FK2]: 0JO

La prueba que estan haciendo es de DISOLUCION.
Los limites son otros
Son criterios S1




CAPITULOI




20

1.0 INTRODUCCION

La UV-Vis permite la caracterizacion y cuantificacion de los analitos presentes en una muestra de
una manera sencilla y rapida, tanto para muestras simples como multicomponentes. En la
actualidad el andlisis de muestras multicomponentes por la técnica espectrofotométrica se va
implementando debido a los avances que se han llevado a cabo, reduciendo los tiempos de
realizacion de pruebas de identificacion o cuantificacion y facilitando el analisis de datos mediante
procesos matematicos en donde se hace uso de las absorbancias de cada longitud de onda
correspondiente a los analitos en muestra, permitiendo que en ellos se puedan corregir cada uno

de las interferencias obtenidas en los datos, recopilandolos de una forma méas exacta y precisa.

En la presenta investigacion, se buscé demostrar que la técnica UV-Vis es una alternativa apropiada
para la prueba de Disolucién llevando a cabo un desarrollo de método para la cuantificacion

simultanea de LOP e HCT tabletas que se encuentren presentes en el mercado del pais.

El desarrollo de la metodologia analitica permitid obtener en primer lugar los diluentes apropiados
tanto para la preparacion de los estdndares como para la preparacion de las muestras. Ademas, se
verificd experimentalmente el espectro ultravioleta de cada uno de los principios activos (con
patrones); esto se realizd en un equipo Espectrofotométrico UV-Vis haciendo un barrido en un
rango de longitud de onda de 200 a 800 nm, para evaluar la concentracion maxima y minima, en
la cual el equipo muestre sefiales apreciables de absorbancia. La evaluacion de los datos obtenidos
en cada ensayo de la cuantificacion analitica se llevo a cabo mediante la evaluacion de linealidad,

luego se calcul6 la Absortividad especifica de cada principio activo.

Al obtener los resultados de absortividad de cada uno de los farmacos se procedio a llevar a cabo
la prueba de disolucion con las muestras. Posterior a la prueba de disolucion se obtuvieron los datos
de cuantificacion de cada uno de los principios activos, a través de un proceso matematico que se
realiz6 mediante dos vias: por simultdneo de ecuaciones por sustitucion simple y método de Cramer
a través de resolucion matricial, teniendo dos variables (incognitas) que corresponden con el

numero de concentraciones de analitos a cuantificar.
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Con los resultados del estudio, se obtuvieron los pardmetros y criterios necesarios para establecer
el desarrollo metodoldgico de esta investigacion haciendo uso de la técnica UV-Vis para la

determinacion simultanea de dos farmacos asociados presentes en un mismo medicamento.

El proyecto se desarroll6 en los Laboratorios de Farmacotecnia del Departamento de Farmacia y

Tecnologia Farmacéutica de la Facultad de Quimica y Farmacia.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Desarrollar un método de determinacion y cuantificacion simultanea por espectrofotometria

Ultravioleta-Visible de Losartan potasico e Hidroclorotiazida presentes en tabletas

221

222

2.2.3

2.24

2.25

2.2 Objetivos Especificos

Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de los analitos para el desarrollo de la
metodologia analitica.

Realizar exploracion analitica para el establecimiento de las condiciones de la metodologia
preparativa y del sistema de lectura para la técnica espectrofotométrica.

Determinar el valor de absortividad (¢) del estandar de Losartdn potéasico e
Hidroclorotiazida tabletas haciendo uso de la linea de calibracion.

Realizar ensayos de disolucion forzada y prueba de disolucidn segin USP con la técnica
espectrofotométrica de Losartan potasico e Hidroclorotiazida tabletas.

Elaborar la documentacion del método de Disolucién de Losartan potasico e
Hidroclorotiazida tabletas bajo técnica espectrofotométrica UV-Visible.
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3.0 MARCO TEORICO

31 Generalidades de Losartan potésico. (3)

LOP es un blogueador de los receptores de angiotensina que se usa para tratar la hipertension y la

nefropatia diabética, y se usa para reducir el riesgo de accidente cerebrovascular.

3.1.1 Descripcion

LOP es un bifenililtetrazol donde un grupo 1,1'-bifenilo esta unido en la posicién 5y tiene un grupo
imidazol-1-ilmetilo trisustituido adicional en la posicién 4'. Tiene un papel como agente
antihipertensivo, antagonista del receptor de angiotensina., un antagonista del receptor de
endotelina y un farmaco antiarritmia. Es un bifenililtetrazol y miembro de los imidazoles. Es un

4cido conjugado de LOP(1-).

Figura N° 1. Formula estructural de Losartan potasico
Fuente: Elaboracion propia

Nombre IUPAC: (2-butil-4-cloro-1-{[2'-(1H-tetrazol-5-yl)bifenil-4-iljmetil}-1H-imidazol-5-

il)metanol
Peso molecular: 461,0 g/mol

Férmula molecular: C22H22CIKN60O


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/1%2C1%27-biphenyl
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3.1.2 Propiedades fisicoquimicas

Polvo cristalino fluido de color blanco a blanquecino. Libremente soluble en agua; soluble en
alcoholes; ligeramente soluble en disolventes organicos comunes, como acetonitrilo,

metiletilcetona / sal monopotésica de LOP

3.2 Generalidades de Hidroclorotiazida. (s

La HCT es un diurético tiazidico que se usa para tratar el edema asociado con una serie de

afecciones y la hipertension.

3.2.1 Descripcion

La HCT es una benzotiadiazina que es 3,4-dihidro-2H-1,2,4-benzotiadiazina 1,1-didxido sustituido
por un grupo cloro en la posicién 6 y una sulfonamida en la posicién 7. Es un diurético utilizado
para el tratamiento de la hipertension y insuficiencia cardiaca congestiva. Tiene un papel como
xenobiotico, contaminante ambiental, diurético y antihipertensivo. Es una benzotiadiazina , una

sulfonamida y un compuesto organoclorado.

Figura N° 2. Formula estructural de Hidroclorotiazida
Fuente: Elaboracion propia

Nombre IUPAC: 6-cloro-1,1-dioxo-3,4-dihidro-2H-1,2,4-benzotiadiazino-7-sulfonamida.
Peso molecular: 297,741 g/mol

Férmula molecular: C7HsCIN304S2
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3.2.2 Propiedades fisicoquimicas

Polvo cristalino de color blanco a blanquecino. Soluble en etanol a aproximadamente 750
g/l; soluble en acetona , amoniaco diluido ; libremente soluble en solucién de hidréxido de
sodio , n-butilamina , dimetilformamida ; moderadamente soluble en alcohol; insoluble en
éter, cloroformo , &cidos minerales diluidos y soluble en agua a aproximadamente 722 mg/L a 25

°C.

3.3 Propiedades farmacoldgicas de Losartan potasico e Hidroclorotiazida.

Se ha demostrado que los componentes tienen un efecto aditivo en la reduccion de la presion
arterial, por lo que la disminuyen en mayor grado que cada componente por separado. Este efecto
se considera resultado de las acciones complementarias de ambas sustancias. Ademas, como
resultado de su accion diurética, HCT aumenta la actividad de la renina plasmatica y la secrecion
de aldosterona, reduce el potasio sérico y aumenta los niveles de angiotensina Il. La administracion
de LOP bloquea todas las acciones fisiologicamente relevantes de la angiotensina Il y, mediante la

inhibicion de la aldosterona, podria tender a atenuar la pérdida de potasio originada por el diurético.

Se ha demostrado que LOP tiene un efecto uricosurico leve y pasajero. Se ha demostrado que HCT
produce pequefias elevaciones del &cido Urico; la combinacién de LOP e HCT tiende a atenuar la

hiperuricemia inducida por los diuréticos.

3.3.1 Losartan Potasico

LOP es un antagonista oral, producido sintéticamente, de los receptores de la angiotensina Il (tipo
AT1). La angiotensina II, un potente vasoconstrictor, es la principal hormona activa del sistema
renina-angiotensina y un determinante importante de la fisiopatologia de la hipertension. La
angiotensina Il se une al receptor AT1 que se encuentra en muchos tejidos (p. ej. mdsculo vascular
liso, glandula suprarrenal, rifiones y corazon) y produce varias e importantes acciones bioldgicas,
incluyendo vasoconstriccion y liberacion de aldosterona. La angiotensina Il también estimula la
proliferacion de las células musculares lisas. LOP bloquea selectivamente el receptor AT1. In vitro

e in vivo, tanto LOP como su metabolito farmacoldgicamente activo, el &cido carboxilico E-3174,


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/ethanol
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/acetone
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/acetone
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/sodium%20hydroxide
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/sodium%20hydroxide
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/n-butylamine
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/dimethylformamide
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/chloroform
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bloguean todas las acciones fisioldgicas importantes de la angiotensina Il, independientemente de
su origen o via de sintesis. LOP no tiene un efecto agonista ni bloquea otros receptores hormonales
o canales de iones importantes en la regulacién cardiovascular. Ademas, LOP no inhibe la ECA
(cininasa Il), la enzima que degrada la bradicinina. En consecuencia, no hay aumento de los efectos
adversos mediados por la bradicinina. Durante la administracion de LOP, la supresion de la
retroalimentacion negativa que ejerce la angiotensina 11 sobre la secrecion de renina da lugar a un
aumento en la actividad de la renina plasmatica. El aumento de la actividad de la renina plasmatica
produce elevaciones plasmaticas de la angiotensina Il. Incluso a pesar de estos aumentos, se
mantiene la accion antihipertensiva y la supresion de la concentracion plasmatica de aldosterona,
lo que indica que se logra un bloqueo eficaz de los receptores de angiotensina Il. Tras la
interrupcion del tratamiento con LOP, los valores de la actividad de la renina plasmatica y de
angiotensina Il se redujeron en 3 dias hasta alcanzar el valor basal. Tanto LOP como su metabolito
activo principal tienen mayor afinidad por el receptor AT1 que por el receptor AT2. El metabolito
activo es 10-40 veces mas activo que LOP basandonos en la relacion peso-peso.

En ensayos clinicos controlados, la administracion de LOP una vez al dia a pacientes con
hipertension esencial leve a moderada produjo reducciones estadisticamente significativas de la
presion arterial sistdlica y diastolica. La determinacion de la presion arterial 24 horas después de
la administracion, en relacién a 5-6 horas después de la administracion, demostré un descenso de
la presion en 24 horas; se mantuvo el ritmo diurno natural. La reduccion de la presion arterial al
final del intervalo de dosificacion fue de aproximadamente el 70-80% del efecto observado 5-6
horas después de la dosis. La supresion de LOP en pacientes hipertensos no produjo un rebote
brusco de la presion arterial. A pesar del descenso importante de la presion arterial, LOP no tuvo
un efecto clinicamente relevante sobre la frecuencia cardiaca. LOP es tan eficaz en hombres como

en mujeres, y tanto en los hipertensos mas jovenes (menores de 65 afios) como en los mayores.

3. 3.2 Hidroclorotiazida

HCT es un diurético tiazidico. No se conoce completamente el mecanismo del efecto
antihipertensivo de los diuréticos tiazidicos. Las tiazidas actlan sobre el mecanismo tubular renal
de la reabsorcion de electrolitos, directamente aumentando la excrecion de sodio y de cloruros en
32 cantidades aproximadamente equivalentes. La accion diurética de HCT reduce el volumen

plasmatico, aumenta la actividad de la renina plasmatica y aumenta la excrecion de aldosterona,



29

con los consiguientes aumentos del potasio sérico y pérdida de bicarbonato y descensos en el
potasio sérico. La relacion renina-aldosterona estd mediada por la angiotensina Il y, por tanto, la
coadministracion de un antagonista de la angiotensina Il tiende a revertir la pérdida de potasio
asociada a los diuréticos tiazidicos. Después de la administracion oral, la diuresis empieza a las 24
horas.

3.4 Propiedades farmacocinéticas Losartan potasico e Hidroclorotiazida.

3.4.1 Absorcion

Tras la administracion oral, LOP se absorbe bien y sufre un metabolismo de primer paso, formando
un metabolito activo, el acido carboxilico, y otros metabolitos inactivos. La biodisponibilidad
sistémica de los comprimidos de LOP es de aproximadamente el 33%. Las concentraciones
méaximas medias de LOP y de su metabolito activo se alcanzan al cabo de 1 hora y de 3-4 horas,
respectivamente. Cuando se administra el farmaco con una comida estandar no se producen efectos

clinicamente importantes sobre el perfil de concentracion plasmatica de LOP.

3. 4.2 Distribucion

Tanto LOP como su metabolito activo se unen a las proteinas plasmaticas, principalmente a la
albdmina, en >99%. El volumen de distribucion de LOP es de 34 litros. Los estudios en ratas
indican que LOP atraviesa la barrera hematoencefalica en proporcion escasa o nula.

HCT atraviesa la barrera placentaria, pero no la barrera hematoencefalica, y se excreta en la leche
materna.

3. 4.3 Biotransformacion

LOP Alrededor del 14% de una dosis de LOP administrada por via oral o intravenosa se transforma
en su metabolito activo. Después de la administracion oral e intravenosa de LOP marcado con 14C,
la radiactividad del plasma circulante se atribuye principalmente a LOP y a su metabolito activo.
En cerca del uno por ciento de los sujetos estudiados se observo una transformacion minima de
LOP en su metabolito activo. Ademas del metabolito activo, se forman metabolitos inactivos,
incluidos dos metabolitos importantes formados por hidroxilacion de la cadena lateral butilo y un
metabolito menor, un glucurénido N-2 tetrazol.
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3.4.4 Eliminacion

El aclaramiento plasméatico de LOP y de su metabolito activo es de unos 600 y 50 ml/min,
respectivamente. El aclaramiento renal de LOP y de su metabolito activo es de unos 74 y 26 ml/min,
respectivamente. Cuando se administra LOP por via oral, alrededor del 4% de la dosis se elimina
inalterado en la orina, y aproximadamente el 6% de la dosis se excreta en la orina en forma de
metabolito activo. La farmacocinética de LOP y de su metabolito activo es lineal para dosis orales
de LOP de hasta 200 mg. 33 Tras la administracion oral, las concentraciones plasmaticas de LOP
y de su metabolito activo descienden poliexponencialmente, con una semivida terminal de unas 2
horas y de 6-9 horas, respectivamente. Durante la administracion de una dosis de 100 mg una vez
al dia, ni LOP ni su metabolito activo se acumulan significativamente en el plasma. Tanto la
excrecion biliar como la urinaria contribuyen a la eliminacion de LOP y de sus metabolitos. En el
hombre, tras una dosis oral de LOP marcado con 14C, aproximadamente el 35% de la radiactividad

se recupera en la orina, y el 58% en las heces.

La HCT no se metaboliza, pero se elimina rapidamente por el rifién. Cuando las concentraciones
plasmaticas se controlaron durante al menos 24 horas, se observé que la semivida plasmatica
variaba entre 5,6 y 14,8 horas. Al menos el 61% de la dosis oral se elimina sin modificar en 24

horas.

3.5 Generalidades de la espectroscopia ultravioleta visible

La radiacion ultravioleta (UV) y visible comprende sélo una pequefia parte del espectro

electromagnético, que incluye otras formas de radiacion como radio, infrarrojo (IR), césmica y

rayos X.

La energia asociada con la radiacion electromagnética se define por la siguiente ecuacion:
E=hv ( Ecuacion N° 1)

donde E es laenergia (en julios), h es la constante de Planck (6.62 x 10-34 Js) y v es la frecuencia

(en segundos). (s,6)



31

3.5.1 LaRegion UV

Comprende el rango de longitudes de onda de 195 a 400nm. Los compuestos con dobles enlaces
aislados, triples enlaces, enlaces peptidicos, sistemas aromaticos, grupos carbonilos y otros
heterodtomos tienen su méaxima absorbancia en la region UV, por lo que ésta es muy importante
para la determinacion cualitativa y cuantitativa de compuestos organicos. Diversos factores, como
pH, concentraciéon de sal y el disolvente que alteran la carga de las moléculas, provocan
desplazamientos de los espectros UV. La fuente de radiacion ultravioleta es una lampara de

deuterio.

3.5.2 Regidn Visible

Se puede apreciar el color visible de una solucion y que corresponde a las longitudes de onda de
luz que transmite, no que absorbe. El color que absorbe es el complementario del color que
transmite. Por tanto, para realizar mediciones de absorcion es necesario utilizar la longitud de onda
en la que absorbe luz la solucién coloreada. La fuente de radiacion visible suele ser una lampara

de tungsteno y nos proporciona suficiente energia por debajo de 320 nm. )

3.5.3 Origen de los espectros UV-Visible

Cuando la radiacion interacciona con la materia, pueden ocurrir varios procesos como reflexion,
dispersion, absorbancia, fluorescencia/fosforescencia (absorcion y reemision) y una reaccion
fotoquimica (absorbancia y rotura de enlaces). En general, cuando se miden espectros UV-visible,

s6lo es deseable que ocurra absorbancia.

3531 Transmitancia y absorbancia

Cuando la luz atraviesa o se refleja en la muestra, la cantidad de luz absorbida es la diferencia entre
la radiacion incidente (I;) y la transmitida (). La cantidad de luz absorbida se expresa como
transmitancia o absorbancia. La transmitancia normalmente se da en términos de una fraccion de

1 o como porcentaje, y se define como se indica a continuacion:

T=1/l ( Ecuacion N°2)

La absorbancia se define:
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A=—logT (Ecuacion N° 3)

Para la mayoria de las aplicaciones se utilizan valores de absorbancia, ya que la relacion entre ésta

y tanto la concentracion como el paso 6ptico es, normalmente, lineal.

3.5.4 lIdentificacion: Espectros y estructura.

El fundamento de la espectroscopia se debe a la capacidad de las moléculas para absorber
radiaciones, entre ellas las radiaciones dentro del espectro UV-visible. Las longitudes de onda de
las radiaciones que una molécula puede absorber y la eficiencia con la que se absorben dependen
de la estructura atémica y de las condiciones del medio (pH, temperatura, fuerza iénica, constante
dieléctrica), por lo que dicha técnica constituye un valioso instrumento para la determinacion y

caracterizacion de biomoléculas. (s

La espectroscopia UV-visible proporciona informacién cualitativa limitada. La mayor parte de la
absorcion de los compuestos organicos resulta de la presencia de enlaces = (es decir, insaturados).
Un cromdforo es un grupo molecular que, normalmente, contiene un enlace ©. Cuando se inserta
en un hidrocarburo saturado (que no exhibe un espectro de absorbancia UV-visible), se forma un

compuesto con una absorcion entre 185 y 1000 nm. 57

La presencia de una banda de absorbancia a una determinada longitud de onda es una buena
indicacidn de la presencia de un cromoforo. Sin embargo, la posicion del maximo no es fija, sino
que depende, en parte, del entorno molecular del croméforo y del disolvente en el que pueda
disolverse la muestra. Otros parametros, como pH y temperatura, también pueden causar cambios

tanto en la intensidad como en la longitud de onda de los méaximos de absorbancia.)

3.5.5 Confirmacion de la identidad

Aunque los espectros UV-visible no permiten una identificacion absoluta, se usan frecuentemente
para confirmar la identidad de una sustancia mediante la comparacion del espectro medido con uno

de referencia.
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3. 5.6 Analisis Cuantitativo

3.5.6.1 Ley de Beer

La ley de Beer-Lambert, también conocida como ley de Beer o ley de Beer-Lambert-Bouguer es
una relacion empirica que relaciona la absorcion de luz con las propiedades del material atravesado.
En forma independiente, Wilhel Beer y Johann Lambert propusieron que la absorbancia de una
muestra a determinada longitud de onda depende de la cantidad de especie absorbente con la que

se encuentra la luz al pasar por la muestra. Matematicamente se expresa de la siguiente manera:

A=eg-c-l ( Ecuacion N°4 )

Donde

A : es la absorbancia

€ : es la absortividad

c: es la concentracion de las especies absorbentes
I: longitud del camino 6ptico

La absorbancia de una solucion es directamente proporcional a su concentracion (a mayor nimero
de moléculas mayor interaccion de la luz con ella); también depende de la distancia que recorre la
luz por la solucién, al cual se le denomina camino 6ptico (a igual concentracion, cuanto mayor
distancia recorre la luz por la muestra mas moléculas se encontrard); y, por ultimo, depende de &,
una constante de proporcionalidad, denominada absortividad, que es especifica de cada croméforo.

(6-7.9)
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3.5.6.2 Recta de Regresion.

La ley de Lambert-Beer permite la determinacién de concentraciones de disoluciones problema, a
partir de una recta de calibrado obtenida midiendo las absorbancias de disoluciones patrén de
concentraciones conocidas. Para hacer las determinaciones cuantitativas se elige, en general, la
longitud de onda correspondiente a un maximo, pues el error de medicién es minimo y la
sensibilidad maxima. Si es valida la ley de Beer para esa sustancia a esas concentraciones, la

relacion debe ser una recta que pase por el origen de los ejes cartesianos. o)

=3

Absorbancia [UA]

=)

0.0
Concentracidn

Figura N° 3. Absorbancias frente a concentraciones
Fuente: Elaboracion propia
La absortividad (g) es caracteristico de una sustancia en condiciones definidas de longitud de onda,
disolvente y temperatura. En la practica, la absortividad medida también depende de las
caracteristicas del instrumento utilizado. Por esta razon, normalmente no se utilizan valores
predeterminados del coeficiente de extincion para analisis cuantitativo. En su lugar, se construye
una curva de calibraciéon o curva de trabajo para la sustancia a analizar, utilizando una o dos

disoluciones patrén con concentraciones conocidas del analito.

3.5.6.3 Principio de aditividad

Segun la ley de Beer, la absorbancia es proporcional al nimero de moléculas que absorben
radiacion a la longitud de onda especificada. Este principio es cierto si hay presente mas de una
especie absorbente. Todos los métodos cuantitativos multicomponente estdn basados en el
principio de que la absorbancia de una mezcla a cualquier longitud de onda, es igual a la suma de
la absorbancia de cada componente de la mezcla, a esa A.
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Para poder aplicar con éxito la ley de Lambert-Beer a la determinacion de concentraciones de
mezclas, es necesario que cada compuesto presente un maximo de absorbancia en el espectro

ultravioleta-visible a longitudes de onda diferentes.

Para una mezcla en el que se tengan dos incégnitas, el nimero de longitudes de ondas debera ser
igual al nimero de componentes a determinar. El tratamiento incluira la construccion de graficas
por el método de los minimos cuadrados, en el que, se determinardn las absortividades de las
longitudes de onda, con sus respectivas concentraciones. El tratamiento matematico mas comun
para realizar estas determinaciones es el simultaneo de ecuaciones por sustitucion para dos
incAgnitas y el calculo matricial que permiten determinar dos o mas incognitas. (s,9,11,12)

35.6.4 Determinacion de la absortividad especifica al 1%

Para poder llevar a cabo la determinacion de la absortividad es necesario construir una linea de
calibracion, en la cual los valores independientes seran las concentraciones (eje x) versus los

terminos dependientes las absorbancias (eje y), obedeciendo a la ecuacion de primer orden:

y=bxta ( Ecuacion N°5 )
Sustituyendo los valores de x y y, en qué y toma los valores de absorbancia A (respuesta) y x las

concentraciones ¢, queda de la siguiente manera:

A=bc+a ( Ecuacion N°6)

Sustituyendo la Ecuacion N°6 en la N°5, la cual establece que la absorbancia es el resultado de
multiplicar la constante de absortividad por la concentracion por la trayectoria Optica de la muestra,

queda de la siguiente manera:

A=ayy-c-l ( Ecuacién N° 7)
Simplificando, la ecuacién N°7, en el que el camino 6ptico que recorre la muestra, o sea la celda

comUnmente toma valores de 1 cm.
A=ayy,- C ( Ecuaciéon N° 8)

Despejando el valor de Absortividad al 1%:
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Ay :é ( Ecuacién N°9)

La absortividad al ser el resultado de una division de la absorbancia (adimensional) entre los

., . . . L
valores de concentracion, puede adoptar diferentes nombres: cuando tiene unidades de Gom S

L

mot-cm

se llama absortividad molar.

conocida como absortividad especifica y cuando unidades de
(5,6,11,12)
3.5.6.5 Método de ecuaciones simultaneas simples

El valor de Absortividad en las diferentes longitudes de onda, permitira establecer las ecuaciones

en las diferentes longitudes de onda en las que se trabaje, de la siguiente manera:

Al = al%;nbcm + al%?bcn ( Ecuacién Nolo)

AZ = al%glbcm + al%gbcn ( Ecuacién N° 11)

Donde:

— 1y2son las longitudes de onda a las cuales se realizan las lecturas en el espectrofotdmetro

ultravioleta-visible.

— A,y A, son las absorbancias totales de los analitos presentes en la mezcla a las diferentes

longitudes de onda.

- al%'y al%?3 son las absortividades al 1% del analito m, presente en la muestra, a las

dos longitudes de onda.

- al%?ty al%? son las absortividades al 1% del analito n, presente en la muestra, a las dos

longitudes de onda.
— ¢, Y ¢, 50N las concentraciones desconocidas de los analitos m y n respectivamente.

— b es lalongitud de celda, que normalmente toma valores de 1 cm.
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Las absortividades de cada compuesto a cada longitud de onda se conocen midiendo las
absorbancias de disoluciones de concentraciones conocidas de cada compuesto aislado. Una vez
conocidas las absortividades, tenemos un sistema de dos ecuaciones con dos incognitas: las

concentraciones de cada compuesto en la mezcla (10).

Existen diferentes soluciones para encontrar el valor de las incognitas, las cuales son las
concentraciones de los analitos. Haciendo uso del simultaneo de ecuaciones por sustitucion se

establecen dos ecuaciones, de la siguiente manera:

Despeje de ¢, en ecuacién N°10, tomando como valor de b igual a 1 cm:

. (a1%7 * cp) ( Ecuacion N°12)
m al%?

Sustituyendo Ecuacién N°12 en Ecuaciéon N°11

Al—al%? Cn

( Ecuacién N°13)
al%

Ay = al%y * + al%%bc,

Despejando ¢y de ecuacion N°13

oo = (Az * al%T") — (a1%3' * Ay)
N7 (@1%] « a1%)) — (a1%] « al%?)

( Ecuaciéon N° 14)

3.5.6.6 Método matricial: regla de cramer para ecuaciones lineales.

Laregla de Cramer es un método que permite calcular la solucion de un sistema con “n” ecuaciones

y “n” incognitas, siempre y cuando el determinante de la matriz asociada “A” sea diferente a cero.
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Esto se resume formalmente a continuacion:
Sea un sistema de ecuaciones lineales Ax =y.
Si se cumple lo siguiente:

a) “A” es una matriz cuadrada

b) Y JA}£0

Sea el siguiente sistema de dos ecuaciones lineales con dos incégnitas:
ax +by=e (Ecuacién N°15)
ce+dy=f

Su representacion matricial es:

[a b] [:r] _ [e] (Ecuacion N° 16)
c djly f

Si el sistema es compatible determinado, la solucion viene dada, por la regla de Cramer, por los

siguientes cocientes de determinantes:

€ b ‘ a e
f d|l _ed—bf ¢ fl _af-ec
a b‘_ad—bc’ a b\_ad—bc
c d c d

3.5.6.7 Requisitos de la muestra.

Los métodos de ecuaciones simultaneas simples y calculo matricial dan resultados exactos sélo si
se realiza calibracién utilizando patrones puros o mezclas de patrones, para cada componente de la

muestra que contribuya al espectro UV. La muestra desconocida no debe tener ninguna capacidad


https://es.wikipedia.org/wiki/Determinante_(matem%C3%A1ticas)
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adicional de absorcion e idealmente sus espectros individuales deben de presentar absorbancias

méximas a distintas longitudes de onda. )

3.5.7 Linealidad

Dentro de este término se incluye la proporcionalidad entre cantidad o concentracién de analito y
respuesta, asi como el intervalo o rango de concentraciones de analito para los cuales el método es
satisfactorio. La linealidad se relaciona, ademas, con la sensibilidad de calibrado o cociente
diferencial entre la sefial medida y la concentracion de analito. Se entiende como linealidad la
capacidad de un método analitico de obtener resultados linealmente proporcionales a la

concentracion de analito en la muestra, dentro de un intervalo determinado. ()

En las medidas UV-visible, la relacién lineal mas usual es la ley de Beer, que indica que la

absorbancia de un soluto es directamente proporcional a su concentracion. (13

3571 Determinacion de la proporcionalidad y de la linealidad

El ensayo de linealidad puede efectuarse tanto sobre cantidades o soluciones patron del analito,
como sobre muestras problema que contengan cantidades o concentraciones crecientes de analito,
efectudndose posteriormente el tratamiento matematico de los resultados analiticos. Normalmente

estos calculos se efectlian con programas de ordenador.
Las fases de este ensayo son las siguientes:

- En primer lugar, conviene cerciorarse de que el intervalo lineal dinamico del sistema
instrumental sea mas amplio que el intervalo de concentraciones a estudiar. Para ello puede
efectuarse un tanteo previo con unos cuantos patrones que abarquen un rango de
concentraciones mas amplio que el intervalo de concentraciones a establecer (por ejemplo
10 - 200 % del valor declarado). Si la sensibilidad del sistema instrumental se mantiene
constante se puede continuar con el estudio completo de linealidad. Si la sensibilidad es
variable, es recomendable efectuar el estudio de linealidad a dos niveles de concentracion.

- Preparar una serie de patrones de analito de cantidades o concentraciones crecientes. El
nimero de patrones puede estar comprendido entre 3 'y 10 y el intervalo de cantidades o
concentraciones se selecciona de acuerdo con las cantidades esperadas de analito en la

muestra. Asi, por ejemplo:
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Valoracion de una materia prima. Analizar 3-5 patrones a un intervalo de cantidades o
concentraciones del 80-120% de la tedrica.

Valoracion de un principio activo en un producto terminado. Analizar 5-7 soluciones patrén con

un intervalo de concentraciones del 50 - 150 % de la tedrica. (1,2,14,15)

Si se supone que la cantidad o concentracion del analito puede variar ampliamente (ensayos de
impurezas o productos de descomposicién, determinacién de un analito en fluidos biolégicos, etc.)
los patrones deberan abarcar todo el intervalo de concentraciones previsto (por ejemplo: 10-100
ppm para una impureza; 10 % - 200 % de la concentracion promedio del analito en fluidos

bioldgicos).

- Efectuar el andlisis siguiendo exactamente el procedimiento descrito. Cada andlisis se
efectuard como minimo por duplicado. En procedimientos cromatogréficos se recomienda
efectuar las inyecciones por triplicado, a no ser que se utilice un procedimiento con patrén

interno.

- Determinar la linea de calibracion que relaciona respuesta (areas, alturas, absorbancias,
etc.) con cantidad o concentracién de analito. Generalmente se halla la recta de regresion
por el método de ajuste de los " minimos cuadrados”. En algunos casos se necesita alguna
transformacién matematica previa (logaritmos, reciprocos) para obtener funciones de

calibrado lineales.
y=bx+a ( Ecuacién N° 17)

siendo x la cantidad o concentracion, y la respuesta, b el valor de la pendiente y a el valor de la

ordenada en el origen. (12,14

3.5.7.2 Representacion grafica de la recta de regresion

Se puede efectuar en papel milimetrado o, preferiblemente, mediante un programa gréfico de
ordenador. Conviene representar también los valores experimentales de y. Una gréfica realizada de

esta forma da una idea inmediata de la relacidon entre las dos variables X, y:
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- Si la recta no pasa por el origen de coordenadas el método a evaluar esta afectado por un

error sistematico (sesgo) por defecto o por exceso.

- Si existen diferencias apreciables entre los valores experimentales y los puntos de la recta,
significa que la linealidad no es muy buena o que el error experimental es importante y los

limites de confianza seran amplios 1,2,14)

- Interpretacion estadistica de la regresion lineal

La representacion anterior suele ser suficiente. Sin embargo, conviene efectuar una interpretacion

estadistica de la regresion.
- Coeficiente de Correlacion r

El coeficiente de correlacion refleja el grado de relacion entre las variables x (cantidad o
concentracion), y (respuesta). Su valor maximo es 1. Si r es cercano a la unidad significa que existe
correlacion con una probabilidad elevada. Existen tablas de r que dan el grado de significacion del

valor obtenido para el coeficiente de correlacion.

Férmula para hallar r:

S(x-x)(y-y) (Ecuacion N°18)

N JZ(x ~x)z(y-y)

En andlisis quimico se obtienen valores de r elevados, iguales o superiores a 0,999, si bien en
analisis de trazas se aceptan valores mas bajos (iguales o superiores a 0,990). Valores muy elevados

de r no deben tomarse erréneamente como indicadores de linealidad.

El cuadrado del coeficiente de correlacion se denomina coeficiente de determinacion e indica la
proporcion de la varianza total de

y que es explicada por el modelo lineal de regresion.

La linealidad se demuestra estadisticamente por otros procedimientos que se describen a

continuacion. (1,214
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- Test de linealidad
Existen varios procedimientos para verificar la linealidad:

- Coeficiente de variacion de los factores de respuesta (F)

El factor de respuesta es la relacion entre la lectura y la cantidad o concentracién. Para una cantidad
o0 concentracion determinada, el factor de respuesta puede tomarse como una expresion aproximada
de la sensibilidad de calibrado a esta cantidad o concentracion. En una calibracién lineal los
factores de respuesta deben ser semejantes entre si y cercanos al valor de la pendiente; por este
motivo se puede tomar el coeficiente de variacion de los factores de respuesta como una expresion
de la linealidad. Se considera que coeficientes de variacion superiores al 5% indican falta de
linealidad. En la mayor parte de los casos se trata de una curva sigmoidea (en forma de ese) sobre

la cual debera determinarse la zona de linealidad. (1,2,14)
- Andlisis de la varianza de la regresion.

Este método es mas riguroso desde el punto de vista matematico, pero sélo puede aplicarse si
existen réplicas para cada concentracion. El valor de F,,, es la relacion entre la varianza de
curvatura o no linealidad (debida a la falta de ajuste entre la recta de regresion y los datos
experimentales) y la varianza dentro de las series (debido al error experimental dentro de las series).
Si F,,, <F tablas para un grado de significacion determinado (generalmente P = 0,050 6 0,01)

implica que la linealidad es correcta.

- Significacion Estadistica de la Desviacién Estandar de la Pendiente b (Test de

Proporcionalidad)

A la pendiente b se le Ilama también coeficiente de regresion. A mayor pendiente, mayor

sensibilidad (respuesta del método frente a los cambios de concentracion del analito).

- La Desviacién Estandar de la Pendiente s, se utiliza como expresion matematica de la
linealidad: a menor Desviacion Estandar mejor linealidad. Se determina con una de las

férmulas siguientes

Sy/x

VEIQ; —x)?

Sp = ( Ecuacion N°19)
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S
sp = ——2E ( Ecuacién N°20)

gz - EE

Siendo s,,/, la Desviacion Estandar de los Residuos de y (También conocido como: Desviacion
Estandar del Error Experimental, Error Tipico Experimental, Error Aleatorio de la Ordena o
Desviacion Estandar de la Regresion) debida a la variacién dentro de las series mas la variacion

debida a la falta de ajuste entre la recta de regresion y los datos experimentales.

El valor de s,,/, se obtiene por diferentes formulas:

A ion N°
2(3’1 _ Yl) ( Ecuacion N°21)

S =
v/x n-—2

S jxe [FYP=aZyi-byxiyi ( Ecuaci6n N°22)
n-2

- Para expresar la linealidad también se utiliza la desviacion estandar relativa DER(b):

S
DER(b):?blOO ( Ecuacion N° 23)

- Los Limites de Confianza de la Pendiente LC(b) se hallan a partir de la expresion:
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LC(b) = b tts, ( Ecuacion N° 24)

siendo t el valor de la distribucion de Student para v = (n — 2) grados de libertad a la probabilidad
escogida.
- Otro test estadistico de importancia es el Contraste de Significacion de la Pendiente:

b o
texp (D) = u ( Ecuacién N°25)

Sb

En la tabla de t,,, de Student se halla el grado de significacion para v = (n — 2) grados de libertad

a la probabilidad escogida, en donde la Hipdtesis Nula es Hy: b = 0

- Significacion Estadistica de la Desviacion Estandar de la Ordenada en el Origen a (Test de

Error Sistematico).

El valor de a, ordenada en el origen (También conocido como: intercepcion con el eje de

ordenadas), indica el error sistematico del método. En el caso ideal debe ser cero.

- La Desviacién Estandar de la Ordenada en el Origen s, se obtiene por las férmulas:

Yxi? (Ecuacion N° 26)
Sa = Sy/x T 2
nZ(xi - x)
Sx? ( Ecuacion N°27)
Sq = Sp .
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- Ladesviacion estandar relativa de la Ordenada en el Origen DER (a) es igual a:

S,
DER(a) = 3“100 ( Ecuacién N°28)

- Los limites de confianza de la Ordenada en el Origen se hallan a partir de la expresion:
Le(a) =azts, ( Ecuacion N°29)
siendo t el valor de la distribucion de Student para v = (n — 2)grados de libertad a la probabilidad

escogida.
Si estos limites incluyen el cero, se cumple la condicion de falta de error sistematico.

- Lasignificacion estadistica de la Ordenada en el Origen t,,,,(a) se puede deducir también

de la expresion:

a o
texp(a) = % ( Ecuacion N°30)

En latabla de ¢, ,, de Student se halla el grado de significacion para v = (n — 2) grados de libertad

a la probabilidad escogida, en donde la Hipdtesis nula es Hy: a = 0.05 (1,2,14)

3.5.8 Instrumentacion: espectrofotdmetro UV-Visible

Un espectrofotémetro es un instrumento para medir la transmitancia o absorbancia de una muestra,
en funcion de la longitud de onda de la radiacién electromagnética. Los componentes clave de un

espectrofotometro, son:
— Una fuente que genera una banda ancha de radiacién electromagnética.

— Un dispositivo de dispersion que selecciona una longitud de onda particular (0 mas

correctamente, una banda de ondas) de la radiacion de la fuente.
— Un érea de muestra.

— Uno o mas detectores para medir la intensidad de la radiacion.
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Otros componentes épticos, como lentes o espejos, transmiten la luz a través del instrumento. )

3.5.9 Tipos de espectrofotdmetros

3591 Espectrofotometro convencional de haz simple

La luz policromatica de la fuente se enfoca sobre la rendija de entrada de un monocromador, que
transmite selectivamente una estrecha banda de luz. Esta luz, entonces, atraviesa el area de muestra
hasta el detector. La absorbancia de la muestra se determina midiendo la intensidad de luz que
alcanza el detector cuando no hay muestra (el blanco) y comparandola con la intensidad de la luz
que alcanza el detector después de atravesar la muestra. Como se indica anteriormente, la mayoria
de los espectrofotdmetros contienen dos lamparas, de deuterio y de wolframio y utilizan tubos
fotomultiplicadores o, méas recientemente, fotodiodos, como detectores. (s

Este disefio es el adecuado para medir la absorbancia en un solo punto del espectro. Es menos
apropiado, sin embargo, para medir diferentes compuestos a diferentes longitudes de onda o para
obtener espectros de muestras. Para realizar estas tareas con un espectrofotémetro convencional,
deben rotarse las partes del monocromador, lo que introduce el problema de irreproducibilidad
mecanica en las medidas. Ademas, la adquisicion de datos en serie es un proceso inherentemente

lento.

3.5.9.2 Espectrofotémetro de doble haz

El espectrofotometro de doble haz fue desarrollado para compensar los cambios de intensidad de
la ldmpara entre las medidas de blanco y muestra. En esta configuracion, se coloca un chépper en
el paso éptico, cercano a la fuente. EIl chépper hace que al detector llegue intermitentemente la luz
de referencia y la luz que atraviesa la muestra. Gira a una velocidad tal que las medidas alternas de
blanco y muestra ocurren varias veces por segundo, corrigiendo, por lo tanto, los cambios a medio

y largo plazo de la intensidad de la lampara (deriva).

Tradicionalmente, la mayor estabilidad de los instrumentos de doble haz, ha sido fundamental en
el disefio de los espectrofotdmetros de alto rendimiento. Sin embargo, recientes avances en el
disefio de lamparas y de la electrdnica han mejorado la estabilidad de los espectrofotometros de

haz simple y han llevado a un resurgimiento de esta configuracidn. Los instrumentos de haz simple
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ofrecen mayor sensibilidad y méas facilidad de uso, con derivas sélo un factor de dos, peores que
las de los instrumentos de doble haz.s )

3. 5.10 Prueba de Disolucion

3.5.10.1 Disolucion

La disolucion es el proceso mediante el cual una sustancia sélida entra en un solvente para dar
como resultado una solucion. Se define como un proceso dinamico mediante el cual un material es
transferido de solido a solucién por unidad de tiempo. La disolucién de un farmaco puede
describirse en dos etapas. En la primera, las moléculas se liberan de la superficie al medio de
disolucion circundante, que es una capa estatica adyacente a la superficie del sélido. En la segunda
etapa, el farmaco difunde en la mayor parte del medio de disolucion desde la region de farmaco

mas concentrada hasta la regién de menor concentracion. ()

La disolucidn de un farmaco en una forma de dosificacion sélida (tableta o capsula) esta compuesta
por al menos dos etapas consecutivas: liberacion del farmaco de la matriz de formulacion (ejemplo:
después de la desintegracion de la tableta) y la disolucion del farmaco en el medio de disolucién.
De este modo, para lograr la disolucion del farmaco a partir de una forma de dosificacion se deben
tomar en cuenta las propiedades cohesivas del farmaco formulado y las propiedades fisico-

quimicas intrinsecas de la molécula del farmaco.

Por lo tanto, para el disefio del método de disolucion, dependera de los pasos anteriores, es decir,
que la etapa que sea mas lenta condicionara el desarrollo del método de disolucion. Asi, el objetivo
de una prueba de disoluciones es ser un método discriminatorio que sea sensible a las variables que

impactan en la velocidad de liberacion del farmaco y que ayuda a predecir el desempefio bioldgico.

3.5.10.2 Medio de disolucion

Los datos fisicos y quimicos para el farmaco y la unidad de dosificacion deben determinarse antes
de seleccionar el medio de disolucién. Dos propiedades claves del producto farmacéutico son la
solubilidad y la estabilidad del farmaco en solucion en funcion del valor del pH. Cuando se

selecciona la composicion de medio, se debe evaluar la influencia de las soluciones
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amortiguadoras, el valor del pH y los surfactantes respecto a la solubilidad y la estabilidad del
farmaco. Las propiedades claves de la unidad de dosificacion que pueden afectar la disolucion
incluyen el mecanismo de liberacion (inmediato, retardado o modificado) y la velocidad de
desintegracion afectados por la dureza, la friabilidad, la presencia de potenciadores de solubilidad
y otros excipientes.

Por lo general, cuando se desarrolla un procedimiento de disolucion, una meta es tener condiciones
de exceso de medio, definido como el volumen de medio igual a por lo menos tres veces el tiempo

requerido para formar una solucion saturada del farmaco.

No se recomienda emplear una mezcla de un disolvente organico y agua como medio de disolucién;

sin embargo, puede ser aceptable si existe una justificacion apropiada para este tipo de medio.

Las caracteristicas de la disolucion de una formulacion oral deben evaluarse en el rango de pH
fisioldgico entre 1.2 y 6.8. Los medios tipicos para disolucidn pueden incluir los siguientes
elementos: &cido clorhidrico diluido, agua y surfactantes (con o sin &cidos o soluciones
amortiguadoras) tales como polisorbato 80, lauril sulfato de sodio y sales biliares.

Para los aparatos con canastillas o paletas, el volumen del medio de disolucién normalmente se

encuentra entre 500 mL a 1000 mL, siendo 900mL el volumen méas comun.

3.5.10.3 Aparatos

La seleccion del aparato se basa en el conocimiento que se tenga sobre el disefio de la formulacion
y los aspectos practicos del desempefio de la forma farmacéutica. EI Aparato 1 y el Aparato 2 son

los que se utilizan con mayor frecuencia para las formas farmacéuticas orales sélidas.

Para las capsulas y tabletas de liberacion inmediata, los aparatos de mayor uso son el Aparato 1
(canastillas) a 100 rpm o el Aparato 2 (paletas) a 50 6 75 rpm. La seleccion de la agitacion y la de
otros elementos del disefio del estudio para las formas de dosificacion de liberacion modificada es

similar a la de los productos de liberacion inmediata.
- Elaparato 1

(Aparato con Canastilla) consiste de un vaso, con o sin tapa, de vidrio u otro material inerte y
transparente; un motor un eje propulsor metalico y una canastilla cilindrica. El vaso esta

parcialmente sumergido en un bafio de agua adecuado de cualquier dimension conveniente o recibe
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calor de un dispositivo adecuado, como por ejemplo una camisa de calentamiento. Durante el
transcurso de la prueba, el bafio de agua o el dispositivo de calentamiento mantienen la temperatura
en el interior del vaso a 37 + 0.5 % y garantizan que el fluido del bafio se mantenga en movimiento

suave y constante.
El aparato 2

(Aparato con Paleta) consiste en una paleta compuesta por un aspa y un eje, que guarda distancia
méaxima de 2 mm con respecto a cualquier punto del eje vertical del vaso y rote suavemente sin
fluctuaciones que pudieran afectar los resultados. La distancia entre el fondo interno del vaso y el
aspa se mantiene en 25 + 2 mm durante la prueba. La forma de dosificacién se hunde hasta el fondo

del vaso antes de empezar a rotar el aspa.



CAPITULO IV
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4.0 DISENO METODOLOGICO

Se realizé una revision bibliografica sobre las propiedades fisico-quimicas de los principios
activos, LOP e HCT individualmente, se enfoc6 en las propiedades de solubilidad y de
comportamiento espectrofotométrico, por medio de sus espectros de absorcion en el rango
ultravioleta, concentraciones en las que fueron tomados los espectros, valores de solubilidad en
diferentes solventes, medios de disolucidn utilizados para la prueba de disolucion. La informacion
se obtuvo haciendo uso de la Farmacopea de Los Estados Unidos (USP), fichas técnicas,

monografias, libros y articulos cientificos.

Se investigaron, de igual manera, las diferentes concentraciones en las que se encuentran los
analitos combinados en tabletas (muestras) en el mercado nacional, y si estos se encuentran a

diferentes proporciones.

4.1 Parte préctica: desarrollo analitico

4.1.1 Caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas de los analitos.

Debido a que cada principio activo presenta factores intrinsecos que pertenecen a su propia
individualidad, se hizo la caracterizacion de las propiedades de solubilidad y de comportamiento
espectrofotométrico por cada analito, esta caracterizacion se realiz de manera bibliogréfica en la
parte de solubilidad de los analitos y de manera bibliografica y experimental para el

comportamiento espectrofotométrico.

En esta parte fue muy importante informacién previa obtenida en la etapa bibliogréafica, especifica

de los principios activos para la exploracion, como lo son:
- Espectro de Absorcion Ultravioleta-Visible de LOP e HCT.
- Concentracion de lectura de los espectros.

- Solvente de ensayo de la realizacion del espectro.
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4111 Caracterizacidn Fisicoquimica: Solubilidad de los Analitos y Muestra.

La caracterizacion de la solubilidad de LOP e HCT se hizo por medio de la blsqueda en las
monografias individuales de cada analito en estudio, estas proporcionaron la solubilidad en
términos cualitativos en distintos solventes, los cuales dieron la pauta para conocer el solvente mas

conveniente a utilizar para realizar las pruebas exploratorias y ensayos.
4112 Caracterizacion  Fisicoquimica  de  Analitos: ~ Comportamiento
Espectrofotométrico

Se realizd una comprobacion de manera experimental de los espectros que se obtuvieron en la etapa
bibliografica, con esto se obtuvo una evidencia practica que aporto a la caracterizacion individual

del comportamiento espectrofotométrico de los analitos.
Se hizo uso de la siguiente informacion obtenida de la etapa bibliogréfica:
- Solvente
- Espectros UV de LOP e HCT, individuales.
- Concentracién de toma de espectros.
Procedimiento para la caracterizacion:
- Pesar 10.0 mg de estandar en balanza analitica
- Transferir la cantidad pesada a un balén volumétrico de 100.0 ml
- Afadir agua desgasificada al balon volumétrico de 100.0 mi
- Agitar constantemente hasta disolver completamente, y aforar.
- Rotular como solucién Madre con concentracion de 0.01 mg/ml

- Tomar alicuota de 5.0 ml con pipeta volumétrica y trasladar a balén volumétrico de 50 ml

y aforar.
- Rotular como solucién de 0.01 mg/ml
- Transferir la solucién a celda de cuarzo de 1.0 cm

- Realizar un barrido en la zona de 200 a 400 nm, utilizando el modo “Espectro” en el

Espectrofotometro UV-Visible.
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NOTAS:

- Realizar este procedimiento de manera individual por cada uno de los dos analitos.

Con los espectros obtenidos en etapa bibliogréafica y practica, se realiz6 la caracterizacion del
comportamiento espectrofotométrico de LOP e HCT, gracias a dicha caracterizacion se conocieron
los siguientes elementos que fueron de esencial utilidad en pasos posteriores de nuestro desarrollo

del método.

- Longitudes de onda donde se presenten maximos y minimos de absorcion.

- Valores de absorbancia de maximos y minimos.

41.1.3 Parametros a utilizar en Prueba de Disolucién

Se utilizd como guia la USP 44 para ejecutar la prueba de disolucion a LOP e HCT tabletas,
siguiendo los pasos que se presentan en la monografia “Losartan potasico e Hidroclorotiazida
tabletas” especificamente en el apartado de: Pruebas de Desempeiio > Disoluciéon> Prueba 1,

utilizando tal cual los siguientes parametros:
- Medio
- Aparato

- Tiempo

4.2 Exploracion Analitica y puesta a punto del sistema de lectura para la preparacion de la linea

de calibracion de estandares y el tratamiento de la preparacion de la muestra.

4.2.1 Comprobacion del rango de deteccion fotométrica del Espectrofotometro UV-
Visible
En esta seccion, se realiz6 una verificacion de manera practica de la capacidad fotométrica (rango
de medicion fotométrico) del espectrofotémetro Shimadzu SPECORD 210 plus, esto se realizd
para poder poner a punto el sistema de lectura, y conocer de manera préctica hasta que valores de
absorbancia el espectrofotometro utilizado da resultados representativos, desde el nivel mas bajo

de concentracion hasta el nivel més alto, de los analitos en solucion.

Para realizar esta comprobacion, se realizo la siguiente serie de pasos:
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1. Se calculé la concentracion en % que tuvo en solucion cada analito luego de realizada la
prueba de disolucion.

La concentracion que representa el 100% del activo en solucién, se obtuvo al utilizar la ecuacién:

Gramos totales de analito x (mg)

Concentracion total= -
Volumen en disolutor(ml)

Donde,

- Los gramos totales de cada analito se tomaron, basandose en lo que rotula la tableta en

miligramos.

- El volumen se tomd directamente de lo que establece la monografia USP (4.1.1.3

Parametros a utilizar en Prueba de Disolucion)

2. Se prepararon soluciones estandar madre por analito, de las cuales se partié para crear dos

niveles de concentracion, el de menor y mayor concentracion,

(Al tener un conocimiento previo de cuél serd la concentracion del 100% de cada activo en
solucion, se eligid el peso de estandar y el volumen a conveniencia para crear las soluciones madre
y realizar la dilucién de los niveles). La Tabla N° 1 Muestra los insumos que se necesitaron para

esta exploracion:

Tabla N° 1. Lista de insumos para la exploracion de concentraciones

Material y Equipo Cristaleria Estandares Diluyente
- Espectrofotometro - Balones de 10.0, |- LOP Agua
SPECORD 210 PLUS 500 1000MI | ot desgasificada
- Celdas de cuarzo de 1 cm - Pipetas
- Balanza SHIMADZU
AP224W,

Fuente: elaboracion propia
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4211 Preparacion de Soluciones de LOP:
Pesar 11.0 mg de estdndar de LOP en balanza analitica.

Transferir cantidad pesada a un balén volumétrico de 100 ml, diluir con agua desgaficada

y aforar.
Rotular como “LOP solucion madre 0.11 mg/ml”

Tomar una alicuota de 5.0 ml de la solucién madre y trasladarla a balén volumétrico de 10

mi
Aforar con agua desgasificada
Rotular como “LOP Nivel 100% (0.055 mg/ml)”

Tomar nuevamente una alicuota de 5.0 ml de la solucién madre y trasladarla a un bal6n

volumétrico de 50.0 ml
Aforar con agua desgasificada

Rotular como “LCP Nivel 20% (0.011 mg/ml)”

4212 Preparacion de Soluciones de HCT:
Pesar 2.8 mg de estandar de HCT en balanza analitica.

Transferir cantidad pesada a un balén volumétrico de 100.0 ml, diluir con agua desgaficada

y aforar.
Rotular como “HCT soluciéon madre (0.028 mg/ml)”

Tomar una alicuota de 5.0 ml de la solucién madre y trasladarla a balén volumétrico de
10.0 ml

Aforar con agua desgasificada
Rotular como “HCT Nivel 100% (0.014 mg/ml)”

Tomar nuevamente una alicuota de 5.0 ml de la solucién madre y trasladarla a un bal6n

volumétrico de 50.0 mi
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Aforar con agua desgasificada

Rotular como “HCT Nivel 20% (0.0028 mg/ml)”

4213 Preparacion de solucion mezcla de LOP-HCT

Pesar 11.0 mg de estandar de LOP en balanza analitica.

Transferir cantidad pesada a un balén volumétrica de 100.0 ml

Pesar 2.8 mg de estandar de hidroclorotiazida en balanza analitica

Transferir cantidad pesada al mismo balén de 100.0 ml

Diluir con agua desgasificada y aforar.

Rotular balon como “Mezcla LCT-HCT 0.055-0.014 mg/ml
4214 Obtencién de Espectros de LOP y HCT de absorcién para verificacion de
rango de deteccion fotométrica

Tomar alicuota de solucién del Nivel 20% vy trasladar a celda de cuarzo de 1.0 cm.

Realizar un barrido en la zona de 200 a 400 nm, utilizando el modo “Espectro” en el
Espectrofotometro UV-Visible.

Tomar alicuota de solucién del Nivel 100% y trasladar a celda de cuarzo de 1 cm.

Realizar un barrido en la zona de 200 a 400 nm, utilizando el modo “Espectro” en el

Espectrofotometro UV-Visible.

Tomar alicuota de solucion “Mezcla LOP-HCT 0.055-0.014 mg/ml” y trasladar a celda de
cuarzo de 1.0 cm.

Realizar barrido nuevamente en el mismo rango de absorcidn.
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4215 Seleccion del punto equivalente del 100% dentro de la linea de calibracion

En esta parte, se utilizardn los resultados obtenidos en la seccién 4.2.1 para seleccionar la

concentracion  equivalente al 100% dentro de la linea de calibracién.

4.2.1.6 Seleccion y Evaluacion de Longitudes de onda (1, y 4,)

Preliminarmente, las dos longitudes de onda que se usaran para el desarrollo del método, seran
aquellas en las que se presenten maximos de absorcion, los cuales seran aportados por LOP e HCT

respectivamente.
Adicionalmente, se elegiran longitudes de onda cercanas a los maximos para poder ser evaluadas.
Se plantea realizar los siguientes pasos:

1. Preparar una linea de calibracion, formada por seis niveles de concentracion, que van del nivel
mas bajo de concentracion (aproximadamente 20%) al nivel mas alto (aproximadamente 120%)
con respecto al nivel del 100%. Se realizaron por duplicado.

2. Realizar lecturas de los niveles a las longitudes de onda preliminares, utilizando el modo

“Fotometria”

3. Obtener matematicamente el coeficiente de correlacion () a cada linea de calibracion por cada

una de las preparaciones

4. Evaluar cada una de las rectas de calibracién por preparacion mediante el coeficiente de

correlacion (r)

5. Tomar como longitudes de onda para el estudio, si las lineas de calibracion por preparacion

[Tt}

poseen un “r” mayor a 0.990.

6. Si no se lograse cumplir este requisito, seleccionar otras dos longitudes de onda y realizar el

proceso nuevamente.

7. Anotar los valores de coeficiente de correlacion obtenidos por cada longitud de onda y

preparacion.
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4.3 Obtencidn de Datos para creacion de Linea de Calibracion

4.3.1 Esquema de preparacion de soluciones para obtencion de linea de calibracion

Con el objetivo de obtener una reproducibilidad en las sefiales de absorbancia y para eliminar

cualquier fuente de error se siguio el esquema de trabajo presentado

- Se realizaron preparaciones estandar de LOP y HCT en dos dias consecutivos, “Dia 1”7y
“Dia 2” realizando dichas preparaciones dos analistas diferentes, “Analista 1” y “Analista
27,

- En el Dia 1, el Analista 1 preparo dos soluciones estandar madre de LOP, con sus

respectivas diluciones, mientras que el Analista 2 preparo dos soluciones estdndar madre

de HCT, de igual forma son sus diluciones.

- EnelDia2, el Analista 2 preparo dos soluciones estandar madre de LOP con sus respectivas
diluciones mientras que el Analista 1 preparo tres soluciones estandar madre de HCT con
sus diluciones. Haciendo un total de cuatro preparaciones estandar madre de LOP y cinco
de HCT, juntando Dia 1y 2.

Al seguir este procedimiento, se omitieron los posibles errores provocados por analista o por mal
uso de las pipetas a la hora de realizar las diluciones obteniendo asi valores de absorbancia con un

mayor grado de confianza.

En secciones 4.3.2 y 4.3.3 se muestran los pasos que se siguieron para la preparacién de soluciones
usadas en la creacion de la linea de calibracion.

4.3.2 Preparacion de soluciones de LOP para linea de calibracion
- Pesar 55.0 mg de estandar de LOP en la balanza analitica
- Transferir cantidad pesada a un baldn de 100.0 ml, diluir con agua desgasificada y aforar.
- Rotular como “” LOP Solucion Madre 0.55 mg/ml”
- Tomar alicuota de 6.0 ml de solucién madre, trasladarla a balén de 50.0 ml y aforar
- Rotular como “LOP 120%

- Tomar alicuota de 10.0 ml de solucién madre, trasladar a balén de 100.0 ml y aforar



Rotular como “LOP 100%”

Tomar alicuota de 9.0 ml de solucién madre, trasladar a balon de 100.0 ml y aforar.
Rotular como “LOP 90%”

Tomar alicuota de 8.0 ml de solucién madre, trasladar a balén de 100.0 ml y aforar
Rotular como “LOP 80%”

Tomar alicuota de 7.0 ml de solucion madre, trasladar a balon de 100.0 ml y aforar.
Rotular como “LOP 70%”

Tomar alicuota de 6.0 ml de solucién madre, trasladar a balén de 100.0 ml y aforar
Rotular como “LOP 60%”

Tomar alicuota de 5.0 ml de solucién madre, trasladar a balén de 100.0 ml y aforar.
Rotular como “LOP 50%”

Tomar alicuota de 4.0 ml de solucién madre, trasladar a balén de 100.0 ml y aforar
Rotular como “LOP 40%”

Tomar alicuota de 3.0 ml de solucidn madre, trasladar a balén de 100.0 ml y aforar.
Rotular como “LOP 30%”

Tomar alicuota de 2.0 ml de solucién madre, trasladar a bal6n de 100.0 ml y aforar.

Rotular como “LCP 20%”

4. 3.3 Preparacion de soluciones de HCT para la linea de calibracion
Pesar 35.0 mg de estandar de hidroclorotiazida en la balanza analitica
Transferir cantidad pesada a un balén de 250.0 ml, diluir con agua desgasificada y aforar.
Rotular como > HCT Solucién Madre 0.14 mg/ml”
Tomar alicuota de 6.0 ml de solucién madre, trasladarla a balén de 50.0 ml y aforar

Rotular como “HCT 120%
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Tomar alicuota de 10.0 ml de solucién madre, trasladar a balén de 100.0 ml y aforar
Rotular como “HCT 100%”

Tomar alicuota de 9.0 ml de solucién madre, trasladar a bal6n de 100.0 ml y aforar.
Rotular como “HCT 90%”

Tomar alicuota de 8.0 ml de solucién madre, trasladar a bal6n de 100.0 ml y aforar
Rotular como “HCT 80%”

Tomar alicuota de 7.0 ml de solucidén madre, trasladar a balén de 100.0 ml y aforar.
Rotular como “HCT 70%”

Tomar alicuota de 6.0 ml de solucién madre, trasladar a bal6n de 100.0 ml y aforar
Rotular como “HCT 60%”

Tomar alicuota de 5.0 ml de solucion madre, trasladar a balon de 100.0 ml y aforar.
Rotular como “HCT 50%”

Tomar alicuota de 4.0 ml de solucion madre, trasladar a balon de 100.0 ml y aforar
Rotular como “HCT 40%”

Tomar alicuota de 3.0 ml de solucién madre, trasladar a balon de 100.0 ml y aforar.
Rotular como “HCT 30%”

Tomar alicuota de 2.0 ml de solucién madre, trasladar a balén de 100.0 ml y aforar.

Rotular como “HCT 20%”

4. 3.4 Preparacion del sistema de lectura espectrofotometro SPECORD 210 plus
- Abrir AspectUV
- Entrar en Modulo “Fotometria”

- Seleccionar “Configurar método”
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- Configurar método para realizar la lectura de valores de absorbancia en las dos longitudes

de onda de estudio.

4. 3.5 Procedimiento de lectura de soluciones estandar para obtencion de valores de

absorbancia para linea de calibracion
- Realizar lectura de blanco (agua desgasificada)
- Tomar alicuota de solucién de nivel del 20% y llevar a celda de cuarzo de 1.0 cm.
- Realizar lectura de valores de absorbancia a las longitudes de onda de estudio.

Se repitieron estos pasos por cada uno de los niveles de concentracion (40% al 120%) de cada una

de las preparaciones de estandar, tanto de LCP como de HCT.

4.4 Reproducibilidad de los estandares

Se utilizaron el promedio de los datos de las absorbancias (factor de respuesta promedio) de LOP
a 242 nmy 272 nm, al igual para HCT 242 nm y 272 nm, tomados por 2 analistas distintos en 4
dias diferentes, con el fin de determinar la reproducibilidad de los estandares.

La evaluacion se realiz6 con el coeficiente de variacién de los factores de respuesta promedio por

cada nivel de cada linea de calibracion, en el cual los criterios de evaluacion fueron los siguientes:
-Longitud de onda a: CVy <10%
-Longitud de onda B: CV <15%

Obtenidos los valores de coeficiente de variacion de los factores de respuesta promedio se evalud
si estaban por debajo de los limites propuestos. Los datos de absortividad especifica de los
estandares pudieron ser calculados si estos estaban por debido del limite de coeficiente de

variacion.

4.5 Determinacion del Valor de la Absortividad especifica(a) de LOP e HCT para cada longitud

de onda por medio de la Linea de Calibracion.

Luego de haber obtenido los valores de absorbancias en cada uno de los niveles de concentracion
de LOP e HCT a cada una de las dos longitudes de onda, se siguid utilizaron las ecuaciones
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planteadas en el marco tedrico y se procedio a graficar la concentracion en cada nivel (x) versus el
promedio del valor de absorbancia (y) dando como resultado una linea de calibracion, cuya

ecuacion es de primer orden:
y=mx+bh Ecuacion (32)

Teniendo en cuenta que la Ley de Beer se ajusta perfectamente a esta relacion de primer orden, se
realiza la sustitucién de variables, donde el valor de absorbancia (A), la variable dependiente
sustituye a la “y” y el valor de la concentracion (C), la variable independiente, sustituye a la “X”

dando como resultado la siguiente ecuacion de trabajo:
A=mC+b Ecuacion (33)

Al realizar la comparacién de esta ecuacion con la ecuacion representativa de la ley de Beer se

obtiene:
A=ab.c Ecuacion (34)
Donde:
A: Absorbancia
a: absortividad especifica al 1%
b: longitud de la celda (1 cm)

c¢: concentracion del analito.

Debido a que el valor de “b” tiene como valor 1, ya que se utilizara una celda con una longitud de

recorrido de 1 cm, se puede omitir, dejando la formula de la siguiente forma:
A=a.c Ecuacion (35)

Al igualar ambas ecuaciones se puede establecer que “m” es igual a “a”, en base a esto podemos
concluir que la pendiente es igual al factor de respuesta, en este caso a la absortividad especifica

de cada analito en estudio.
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Para obtener los valores de factor de respuesta, en este caso, la absortividad especifica (a), se

resolvio la ecuacién 35 para dicha variable, dando como resultado la siguiente ecuacion:

Q= A Ecuacion (36)
c

Posteriormente, se obtuvo un valor promedio de absortividad especifica al 1%, utilizando los
valores obtenidos con la ecuacion 36 para cada nivel (puntos para recta de calibrado). Esto se
resume con la ecuacién 37

_am tpy +apz + 0+ Ay Ecuacion (37)
n

QApx

Donde:

ap,= absortividad especifica de preparacion x.

a,, = absortividad especifica de nivel 1 de recta de calibrado
a,,= absortividad especifica de nivel 2 de recta de calibrado
a,s= absortividad especifica de nivel 3 de recta de calibrado
a,= absortividad especifica de nivel x de recta de calibrado
n= numero de niveles para recta de calibrado.

La absortividad especifica se obtuvo de todos los niveles de concentracion de LOP e HCT, y por
cada uno de las dos longitudes de onda (lambda v y w), basados en la curva de calibracién de cada

uno de ellos.

Posteriormente, se realiz6 un analisis estadistico a cada una de las rectas de calibrado obtenidas de
cada preparacion para poder comprobar que los valores de absortividad especifica (factor de
respuesta) son normales entre si; esto con el fin de poder mezclar los datos para obtener una

absortividad especifica promedio por cada longitud de onda.

Este analisis estadistico se hizo tanto para las preparaciones de LOP como para las de HCT.
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4.6 Ensayos de Muestra

4.6.1 Ensayo Exploratorios

Se tomaron tabletas de Losartan-hidroclorotiazida de la marca MK, con concentracion 50-12.5 mg
y se sometieron a procedimientos de disolucidn forzada, con el fin de obtener soluciones donde las
concentraciones de los principios activos se liberen 100% o superior respecto a lo rotulado,
posteriormente se analizaron dichas muestras en el espectrofotémetro. Se modificaron ciertas
condiciones establecidas por la USP, en la monografia de Losartan-hidrolocrotiazida tabletas, para
poder obtener los resultados deseados. Los materiales y equipos que se necesitaran se detallan en
la Tabla N° 2.

Tabla N° 2. Materiales y Equipos para Ensayos de Muestra

Materiales Equipos Muestra/Reactivos
-Balones volumétricos -Disolutor -Tabletas de Losartan-
. - , HCT
-Agitadores magnéticos -Espectrofotémetro
. Ultravioleta-Visible | -Medio de Disolucion.
-Diluente
. - -Hotplates
-Pipetas volumétricas P
-Canulas
-Jeringas

-Celda de cuarzode 1 cm

Fuente: elaboracion propia

46.1.1 Disolucion forzada con agitacién magnética
- Pesar tabletas de LOP-HCT en balanza analitica.

- Agregar una tableta de losartan-HCT MK en baldn volumétrico llenado previamente con

agua desgasificada

- Colocar baldn en hot plate e introducir magneto en el bal6n
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- Elegir pardmetros (revoluciones, tiempo, temperatura) a conveniencia con el fin de disolver

completamente la tableta.
- Hacer procedimiento por duplicado.
- Una vez disueltas las tabletas, tomar muestra con pipetas

- Trasladar muestras a balones volumétricos y aforar.

4.6.1.2 Disolucion forzada Simulando prueba de Disolucion
- Montar el equipo de disolucién
- Elegir los siguientes pardmetros:

RPM: 100 rpm
Tiempo: 1 hora
Temperatura; 37.5 °C

- Llenar vaso de disolutor con agua desgasificada.

- Colocar tableta en el aparato seleccionado (seguir las especificaciones de la monografia
USP “Losartan-hidroclorotiazida tabletas” en su apartado de Pruebas de desempefio

>Disolucion).
- Hacer procedimiento por duplicado.
- Una vez disueltas las tabletas, tomar muestra con canulas.

- Trasladar muestras a tubos de ensayo.

4.6.2 Lectura de muestras

Finalmente, realizar lecturas de absorbancia en espectrofotémetro, el proceso se realizara de la

siguiente manera:

— Tomar muestra con pipeta y colocar la cantidad necesaria en la celda

— Realizar lectura de absorbancia en las longitudes de onda de estudio para cada una de las

muestras (se tomaran un total de 4 muestras).
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— Anotar valores Tabla N° 3.

Comparar los valores de absorbancia obtenidos en ensayo con los valores obtenidos con los
estandares en las exploraciones, para corroborar que no exista ninguna interferencia en la

sefial de respuesta (excipiente, color).

Tabla N° 3. Datos de Absorbancia de Muestras con Disolucién Forzada

MUESTRA VALORES DE ABSORBANCIA
M Ay
Balén 1
Balon 2

Vaso disolutor 1

Vaso disolutor 2

Fuente: elaboracion propia

4. 6.3 Calculos de concentracion de LOP e HCT en muestra.

Después de obtener los valores de absortividad de LOP e HCT estandares a las diferentes
longitudes de onda en estudio, y realizar pruebas con las muestras que se utilizaran para obtener
los valores de absorbancia de la muestra a las diferentes longitudes de onda, se proceder a realizar
la cuantificacién analitica de los principios activos en estudio por medio de la creacién de
ecuaciones que obedecen al principio de aditividad , la cual establece que la absorbancia total de
la muestra es obtenida al realizar la suma de la absorbancia individual de cada componente a cierta

longitud de onda.

Como previamente se menciono, se tomaran dos longitudes de onda para realizar la cuantificacion,

por lo tanto, se haran uso de dos ecuaciones.

Los célculos realizados se haran utilizando dos métodos matematicos: Simultaneo de ecuaciones y
Resolucion de Ecuaciones por medio de Matrices, utilizando el Método de Cramer, por medio de

hoja de célculo en software.

Las ecuaciones a utilizar en este desarrollo se plantearan de la siguiente manera, se usara “L” para

referirse a los valores de LOP y “H” para referirse a los valores de HCT:
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=
ey
|

=albC, + a}bCy Ecuacion (38)

A, = a?bCy, + a4 bCy Ecuacion (39)

Donde:

C,: Concentracion de LOP.

Cy: Concentracién de HCT.

A,: Absorbancia de la muestra a longitud de onda 1.

A,: Absorbancia de la muestra a longirud de onda 2.

: absortividad especifica de HCT a longitud de onda 1.
az: absortividad especifica de LOP a longirud de onda 1.
aﬁ,: absortividad especifica de HCT a longitud de onda 2.

af: absortividad especifica de LOP a longitud de onda 2.

4.6.3.1 Calculo por Simultaneo de Ecuaciones

Teniendo ambas ecuaciones de estudio (Ecuaciones 38 y 39) se procederd con el despeje de

variables,

En la ecuacion 36 se despejara la variable C,, obteniendo una nueva ecuacion:



A - a},CH Ecuacién (40)
CL = —1

a,

Posteriormente, se sustituira la Ecuacion 38 en la Ecuacion 37

1 E ion (41
, A —ahCy , cuacion (41)
Ay = ab (————) + a; bCy

a,

Y se realizara el despeje de la variable Cy, y se obtendrd la ecuacién 40:

Azai _ aszl Ecuacion (42)
CH -
12 _ 2 1
aLaH aLaH
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Luego, se sustituiran los valores dentro de las ecuaciones 38 y 40 para obtener los valores de

concentracion de LOP e HCT, respectivamente, presentes en la muestra.

Después, se multiplicara cada valor de concentracion por su factor de dilucién (FD) para encontrar

los miligramos disueltos en la prueba:

C, X FD =mg; Ecuaciones (43 y 44)

Cy X FD = mgy
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Finalmente, se dividiran los miligramos disueltos de cada activo entre los miligramos que rotulan
en la muestra, para conocer el % sobre lo rotulado (%SR)

YSR, = mg, real
*"L = g, rotula
Ecuaciones (45 y 46)
mgy real
O%6SRy = —IH

mgy rotula

4.6.3.2 Calculo por Método Matricial: Regla de Cramer

Teniendo a las ecuaciones 38 y 39 como ecuaciones de estudio, se procedera a la resolucion de
estas por medio de un sistema matricial de dos incognitas, conocida también 2x2, utilizando el

método de Cramer o solucion por determinantes.

A= aibCL + a,libCH (38)

A, = d’bC, + dbCy (39)

Como se hizo mencion previamente, debido a que se utilizara para las lecturas en el
espectrofotometro, una celda de 1 cm de longitud, la variable “b” se vuelve una constante y por

eso se puede eliminar, quedando las ecuaciones de estudio de la siguiente manera:

A = aiCL + a[1~ICH Ecuacion (47)
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A, = aiCL + ai,CH Ecuacion (48)

Dejando solamente los valores de absortividad de cada analito, (valores obtenidos después de
realizar la linea de calibracion) para cada longitud de onda y las concentraciones de cada analito,

las dos incdgnitas.

Las variables a encontrar en las ecuaciones de estudio son las concentraciones de LOP (C;) y de
HCT (Cy),

Teniendo las dos ecuaciones lineales con dos incognitas se ordenardn como se presentd en la
ecuacion 40 y 42 y se colocan las variables en su representacion matricial como se muestra a

continuacion:

ai a111 1 |A Ecuacion (49)
ai a,z_, Cul 14,

Se procederd a realizar el arreglo como se presenta en las ecuaciones 49 y 50 y sustituir valores,

para obtener los valores de las concentraciones de losartan e HCT presentes en la muestra:

At Ecuacion (50)
1 H
oA az| (A xap) - (a; x 4))
L= 1 2 1 2
ai a111 (aL X aH) —(ay —a;)
o a
al A, Ecuacion (51)
c a} Al _ (ap x4;) — (4 X af)
"7 |al ah|  (al xad)—(al —ab)
ai aj
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Después, se multiplicara cada valor de concentracion por su factor de dilucion (FD) para encontrar
los miligramos disueltos en la prueba, como se muestra en las ecuaciones 43 y 44:

Finalmente, se dividiran los miligramos disueltos de cada activo entre los miligramos que rotulan

en la muestra, para conocer el % sobre lo rotulado (%SR), usando las ecuaciones 45 y 46.

4.7 Ensayo segiin monografia USP “Losartan potasico e Hidroclorotiazida tabletas”

La presente metodologia se guiara en la monografia USP “Losartan potéasico e Hidroclorotiazida
tabletas” en su apartado de Pruebas de Desempefio-Prueba 1 para realizar la Prueba de Disolucion
(ver Anexo 4), se realizé el ensayo de acuerdo a dicha monografia, utilizando los siguientes

parametros:

- Medio: Agua; 900 ml, desgasificada

- Aparato 1: 100 rpm

- Tiempo: 30 minutos para LOP y HCT
Se seguiran los siguientes pasos:

- Realizar la Prueba de Disolucion utilizando los pardmetros establecidos en la monografia
USP.

(Se utilizara un total de 6 vasos en el disolutor al momento de realizar la prueba.)
- Tomar muestras con canulas y trasladar muestras a celda de cuarzo de 1 cm.

(Previamente se determinara si sera necesario utilizar dilucion para realizar las lecturas de las
muestras o si se haran las lecturas de manera directa).

- Leer muestras en el espectrofotémetro, a las dos longitudes de onda previamente elegidas.

- Anotar los valores de absorbancia en la Tabla N° 4.

Tabla N° 4. Valores de Absorbancia de Muestras en Ensayo.

VASOS Valores de Absorbancia
A Az




Vaso 1

Vaso 2

Vaso 3

Vaso 4

Vaso 5

Vaso 6

Fuente: elaboracion propia

Utilizar la absortividad especifica

Con los datos de la Tabla N° 4, realizar los calculos de las concentraciones.
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4.8 Disefio de Documento de Metodologia Analitica

‘ METODO UV-VISIBLE

LOSARTAN POTASICO-HCT TABLETAS

DEFINICION
(Se llenara este espacio de acuerdo a la informacion establecida en la monografia USP

“Losartan potasico e Hidroclorotiazida tabletas.”)

MATERIALES Y EQUIPO:
- Espectrofotometro UV-visible SPECORD 210 PLUS
- Balanzas
- Software Aspect Uv
- Celda de cuarzo (1 cm de longitud)

REACTIVOS:
- Losartén potésico
- Hidroclorotiazida

- Solvente segin monografia USP

PREPARACION DE ESTANDAR:

Pesar en balanza la cantidad previamente elegida de estandar y trasladar a balén
volumétrico, afiadir diluente hasta disolver, luego aforar. Repetir proceso para ambos
analitos.

Dependiendo de la exploracion previamente realizada, elegir puntos para conformar curvas

de calibracion. Repetir proceso para ambos analitos. Elegir de preferencia la cantidad
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minima de 6 puntos para crear la curva de calibracion, incluyendo estos un valor arriba del

100%, el 100% vy los valores de preferencia por debajo del 100%.

PREPARACION DE MUESTRA:

DIRECTA:
Al terminada la prueba de disolucién, extraer con canulas y trasladar a tubo de ensayo

cantidad suficiente de muestra para ambientar la celda de cuarzo y para lectura.

CON DILUCION:
Al terminar la prueba de disolucion, extraer con canulas y trasladar a beaker pequefio la
cantidad necesaria de muestra para realizar la dilucion. Transferir con pipeta volumétrica

la cantidad previamente elegida de alicuota a un balén volumétrico y llevar a aforo.

PROCEDIMIENTO:
Determinar la cantidad de LOP e HCT disuelta utilizando el espectrofotometro

Ultravioleta-visible, realizando lecturas de absorcién a las longitudes de onda elegidas.

CALCULO:

Calcular la cantidad disuelta, en mg, de LOP e HCT haciendo uso de las siguientes

formulas:

1
B A —aycy

C, X FD
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1 2
_ Aya, —ayd,

Cy =
H 12 2 1

a,ay —aay

Donde:
C,: Concentracion de LOP.
Cy: Concentracion de HCT.

A, Absorbancia de la muestra a longitud de onda 1.

A,: Absorbancia de la muestra a longirud de onda 2.
a,li: absortividad de HCT a longitud de onda 1.
az: absortividad de LOP a longirud de onda 1.
a,i: absortividad de HCT a longitud de onda 2.

af: absortividad de LOP a longitud de onda 2.

(Documento utilizado para plasmar de manera resumida los pasos a seguir del método para el

analisis de muestras.)



CAPITULOV
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 Etapa Bibliogréfica

Se realiz6 una busqueda en monografia y hojas de seguridad sobre las propiedades fisico-quimicas
de ambos analitos, especificamente sobre valores de solubilidad en distintos solventes, se encontré
que la solubilidad fue expresada en términos cualitativos. De igual manera, se obtuvieron espectros
de absorcion ultravioleta en bibliografia que nos dieron pauta para conocer el comportamiento
espectrofotométrico de nuestros analitos en estudio de manera individual, dandonos informacion
crucial para el desarrollo de este método.

Los resultados de esta seccion se verén reflejados en posteriores secciones de este trabaja.
5.2 Caracterizacion de las propiedades fisico-quimicas de los analitos

5.2.1 Caracterizacion de la solubilidad de LOP y HCT

Utilizado la informacién obtenida en la seccion 5.1, se obtuvo la solubilidad de LOP e HCT de

manera cualitativa. En la Tabla N°5 se muestra dicha informacion.

Tabla N° 5. Solubilidad segtn literatura de LOP y HCT en distintos solventes

ANALITO SOLUBILIDAD
LCP Totalmente soluble en agua, metanol etanol y ligeramente soluble en HCL
0,1M. (17)
HCT Muy ligeramente soluble en agua, soluble en acetona, moderadamente soluble
en etanol 96 %. Se disuelve en soluciones diluidas de hidréxidos alcalinos.(4)

Fuente: elaboracion propia

|

Comentado [FK3]: Hacer referencia a los anexos. Pues ahi
esta la informacién encontrada.

|

|

Comentado [FK4]: Es necesario establecer las abreviaturas
de los principios activos.

|

|

Comentado [FK5]: ;Determinaron uds en forma préctica la
solubilidad?

|
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5. 2.2 Caracterizacion del Comportamiento espectrofotométrico de LOP y HCT

En la seccion 5.1 se realiz6 una busqueda de los espectros de absorcion de LOP y HCT (ver Anexo
1y 2). La concentracion de las soluciones estandar utilizadas para la obtencién de estos espectros
tedricos fue de 0.1 mg/ml.

Como se planted en la seccion 4.1.1.2, se obtuvieron soluciones estandar de ambos analitos a estas
concentraciones y se llevaron a espectrofotémetro Specord 210 Plus para la obtencién de espectros
de absorcién de manera practica.

La Figura. N° 4y Figura. N° 5 muestran los espectros de absorcion de LOP e HCT, respectivamente,

utilizados para realizar la comparacion con los espectros tedricos.

Se analizaron espectros tedricos y practicos y se completo la Tabla N°6]. Comentado [FK6]: Esa tabla lo mas seguro es la de la
metodologia y se convierte, después en la tabla nimero 7

2.25+

1.75-
1.5+
1.25-
o \
0.75 -
0.5_ i \
0.25+ T %

0 —

T T T T T
200 225 250 275 300 325 350 375 400
nm

Figura. N° 4. Espectro de absorcién UV practico de LOP 0.01 mg/ml
Fuente: Aspect UV
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T T T T T T T
200 225 250 275 300 325 350 375 400
nm

Figura. N° 5. Espectro de absorcion UV obtenido experimentalmente de HCT 0.01 mg/ml
Fuente: Aspect UV

Tabla N° 6. Caracterizacion del comportamiento espectrofotométrico de los analitos
LCT HCT

Tebrico | Practico Teérico | Practico
Amin Y Amax 210/300 | 205/300 | 242/272 | 242/272

nm nm nm nm

Fuente: elaboracion propia

5. 2.3 Pardmetros operativos de la Prueba de Disolucion

Como se establecié en secciones anteriores, se utiliz6 la monografia USP 44 de “Losartan-
Hidroclorotiazida tabletas” en su apartado de pruebas de desempeiio, disolucion (Ver Anexo N°4)
como base para tomar los parametros para realizar la prueba de disolucion en este trabajo, estos

fueron los siguientes:

Medio: Agua Purificada desgasificada, 900 ml
Aparato 1: 100 rpm
Tiempo: 30 minutos para LOP e HCT



80

5.3 Comprobacién del rango de deteccién fotométrica del Espectrofotémetro UV-Visible

Inicialmente, se realiz6 una bisqueda en el manual del espectrémetro SPECORD 210 plus para
conocer el rango de deteccion fotométrica que se declara en dicho documento. (Ver Anexo N°3).
Se pudo conocer que el rango de deteccion fotométrica del espectrofotémetro utilizado es de -3 a
3A.

Partiendo de esta informacion, se siguid lo planteado en la seccion 4.2.1, se realizaron los calculos
para conocer la concentracion que presentaran los analitos en solucion luego de realizada la prueba

de disolucién
Partiendo de los calculos realizados, en las secciones 4.2.1.1 y 4.2.1.2, se crearon las soluciones
madre y sus respectivas diluciones para luego ser analizadas en el espectrofotémetro como lo

establece la seccion 4.2.1.4.

Los resultados obtenidos dicha seccion se muestran en la Figura. N° 6 y Figura N°7

T T T T T T T
200 225 250 275 300 325 350 375 400
nm

N. Tipo Color Nombre
Il Blanco

M
2 M [l |Losartan ST 20%
(0.011 mg/ml)
3 M [l Losartan ST
100% (0.055
mg/ml)

Figura. N° 6. Espectro de absorcion UV de LOP St al 20% y 100%
Fuente: Aspect UV

Comentado [FK7]: Es altamente necesario escribir como
determinaron la concentracion a la que se hicieron las
exploraciones UV de ambos analitos.....

Recuerden que lo que establece a qué concentracion se lee, es
la concentracion de la muestra en el tiempo Q.

El jurado puede pensar que se sacaron de la manga de la
camisa la cocentracion a leer.




T T
200 225 250 275 400

N.°  Tipo Color Nombre
1 M [l Blanco

M [l Hidroclorotiazida
ST 100% (0.0139
mg/ml)

3 M [l Hidroclorotiazida

ST 20% (0.0028

mg/ml)

N

Figura. N° 7. Espectro de absorcion UV de HCT St. Al 20% y 100%
Fuente: Aspect UV

Posteriormente, se hizo la lectura de la mezcla de estandares realizada en la seccion 4.2.1.3 y se
obtuvo el espectro de absorcion mostrado en Figura. N° 8.

T T T T
200 225 250 275 300

T T T
325 350 375 400
nm

N.° Tipo Color Nombre

t M [ BLANCOO!

2 M [ BLANCO 02

3 M [ Mexa
Losartan-Hidrocloro!
0.055-0.014
mg/ml

Figura. N° 8. Espectro de absorcion UV de Mezcla LOP-HCT St. 0.055-0.014 mg/ml
Fuente: Aspect UV

81



82

Al realizar un andlisis de la Figura. N° 8 se puede apreciar que el espectro en los niveles altos de
absorcion, arriba de 3 unidades de absorbancia (A), presenta una saturacion en sus picos, dando
valores de absorbancia con un porcentaje de error elevado, esto confirma el rango de medicion

fotométrica expuesto en el manual del equipo, de -3 a 3 A es el correcto.

Habiendo obtenido las Figura. N° 8, podemos confirmar que el equipo es capaz de dar resultados
representativos de valores de absorbancia incluso cuando ambos analitos se encuentran en la misma
solucidn al 100% de sus concentraciones esperadas y entra en contexto el principio de aditividad
de las sefiales de absorcién, descrito en secciones anteriores, es decir que el equipo no satura aun

cuando las sefiales de cada analito se estan sumando.

5.4 Seleccién| del punto equivalente del 100% dentro de la linea de calibracién

Se tomo la cantidad total esperada de los ambos analitos en solucion luego de realizada la prueba

de disolucién, como la concentracion que representa el 100% dentro de la linea de calibracion.

Se realiz6 el calculo de la concentracion del 100% SR de la muestra, que se planea obtener luego

de realizada la prueba de disolucién.

Establecidos los pardmetros a usar para la prueba de disolucidn, y las muestras a usar, se tienen los

siguientes datos:

- Volumen de medio: 900 ml
- Miligramos totales de LOP en Mx: 50.0 mg
- Miligramos totales de HCT en Mx: 12.5 mg

Se utilizé la ecuacion x para la realizacion del calculo:

Gramos totales de analito x (mg) Ecuacidén (52)

Concentracién total de LOP=
Volumen (ml)

50 mg de LCP

Concentracion total de LOP=
900 ml

Concentracion total= 0.055 mg/ml

Comentado [FK8]: Ampliar explicacion.

Incluir esquema de dilucién de la tableta en vaso disolutor.

[Comentado [FK9R8]: ok
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Gramos totales de analito x (mg) Ecuacion (53)

Concentracion total de HCT= -
Volumen en disolutor(ml)

12.5 mg de HCT

Concentracién total de HCT =
900 ml

Concentracion total= 0.014 mg/ml
La concentracion al 100% de LOP fue de 0.05 mg/mi

La concentracion al 100% de HCT fue de 0.014 mg/ml

5.5 Seleccidn y Evaluaciéon de longitudes de onda

En la seccion 5.2.2 se obtuvieron como resultado las longitudes de onda donde los analitos
muestran maximos y minimos de absorcion, partiendo de esta informacion y por lo descrito en
secciones anteriores, se eligieron dos longitudes de onda para el desarrollo del método , para la 1,
se busco seleccionar aquella longitud de onda donde hubiera un maximo de absorcion para LOP y
un minimo de absorcion de HCT, siguiendo este mismo patron, para la A, se busco seleccionar
aquella longitud de onda que presentara un maximo de absorcion para HCT y un minimo de

absorcion para LOP

Evaluando las Figura. N° 6 y Figura. N° 7, se decidi6 tomar preliminarmente, 242 nm y 272 nm
como las dos longitudes de onda para realizar el desarrollo del método, esto, ya que en 242 existe

un maximo de absorcion para LOP y un minimo de absorcion para HCT, y viceversa para 272 nm.

De igual manera, se decidié evaluar 240 y 244 nm, como 4,, y a 270m y 274 nm como A,. Se

realizaron los pasos presentados en la seccién 4.2.1.6 y se obtuvieron los siguientes resultados

Se evalud cada linea de calibracion por analito a cada una de las longitudes propuestas (240, 242,
244,270, 272, 274 nm)
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fTabIaJ N° 7 Valores de absorbancia de HCT para célculo de coeficiente de determinacion (r2)

por longitud de onda

N.° Nombre 240 242 244 270 272 274
1 Blanco 01 -0.0047 | -0.0044 | -0.0042 | -0.0028 | -0.0025 | -0.0025
2 Blanco 02 -0.0047 | -0.0045 | -0.0043 | -0.0028 | -0.0027 | -0.0026
3 HCT Estandar. 20%(0.0028 mg/ml) 00185 | 00159 | 0.0164 | 0.1797 | 0.1834 | 0.1791
4 HCT Estandar 40% (0.0056 mg/ml) 00446 | 00388 | 0.0394 | 0.3647 | 03721 | 0.3635
5 HCT Estandar 60% (0.0084 mg/ml) 00611 | 00528 | 0054 | 05432 | 05544 | 05416
6 HCT Estandar 80% (0.0112 mg/ml) 0.0823 | 0.0716 | 00734 | 0.7203 | 0.7353 | 0.7181
7 HCT Estandar 100% (0.0140 mg/ml) 01032 | 00896 | 0.0921 | 0903 | 09226 | 0.9011
8 HCT Estandar 120% (0.0168 mg/ml) 01254 | 01091 | 01122 | 1.0917 | 1.1146 | 1.089

@) 09963 | 09966 | 0.9958 | 0.9998 | 0.9999 | 0.9998

Fuente: elaboracion propia

Tabla N° 8 Valores de absorbancia de LOP para calculo de coeficiente de determinacion (r?) por

longitud de onda

N.° Nombre 240 242 244 270 272 274
1 Blanco 01 0.0003 0.0003 0.0003 0.0003 0.0001 0.0002
2 Blanco 02 -0.0017 | -0.0018 | -0.0018 | -0.0018 | -0.0019 | -0.0019
3 LOP Esrtandar 20% (0.0110 mg/ml) 0.3897 0.3661 0.3501 0.1461 0.1281 0.1115
4 LOP Estandar 40% (0.022 mg/ml) 0.7997 0.7521 0.7198 0.3038 0.2665 0.2316
5 LOP Estandar 60% (0.033 mg/ml) 1.1952 1.1249 1.0769 0.456 0.4 0.3473
6 LOP Estandar 80% (0.044 mg/ml) 1.6009 1.5065 1.443 0.6141 0.5384 0.4675
7 LOP Estandar 100% (0.055 mg/ml) 2.0026 1.8866 1.8053 0.766 0.6722 0.5841
8 LOP Estandar 120% (0.066 mg/ml) 2.3916 2.2539 2.1589 0.9191 0.8062 0.6999

@?) 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999

Fuente: elaboracion propia

Comentado [FK10]: Incluir a la par de los %, las
concentraciones.

[ Comentado [FK11R10]: ok
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El Anexo N°5 muestra las lineas de calibracién obtenidas por analito a cada una de las longitudes
de onda propuestas, en ellas se ven reflejadas los valores de A (pendiente), B (“y” intercepto), y

de (r?), los cuales fueron obtenidos por medio del software AspectUV.

Para la seleccion de las dos longitudes de onda, se realiz6 una comparacién de los valores de r2 a
240, 242 y 244 nm para longitud de onda 1 y de 270, 272, y 274 para la longitud de onda 2.

Realizada la comparacion de estos valores presentados en las Tabla N°7 y Tabla N°8, se tomo6 a

242 nm como longitud de onda 1 y a 272 nm como longitud de onda 2.

Cumpliendo con el criterio expuesto previamente donde la longitud de onda 1 debe de ser donde
exista un minimo de absorcion para LOP y un maximo de absorcién para HCT y viceversa para la

longitud de onda 2.

A continuacidn, se muestran las lineas de calibracion obtenidas a 242 y 272 nm, por analito

Calibraciéon

Fuente Medicion
Unidad de la concentracion mg/ml
Regresion y=A+B"'x
Valor en la longitud de onda 242.00
Espesor de capa [cm] 1.0000
Fecha y hora de la medicién 2022/09/28 15:09
Coeficientes calculados A =-0.0074

B =34.3490
Grado de determinacion R* = 0.9999

ol
game " Losartan ST P01 120%
2.0000 —F
1.7500 =" Losartan ST P01 100%
o | 1~ Losartan ST P01 80%
1.2500 1 —et
1.0000 - 4" Losartan ST PO1 60%
0.7500 = .
- Losartan ST PO1 40%
0.5000 —
| "Losartan T PO1 20% | | | | -
0.0100 0.0200 0.0300 0.0400 0.0500 0.0600
my/mi

Figura N° 9. Linea de Calibracion de LOP ST a 242 nm
Fuente: Aspect UV

Comentado [FK12]: Incluir aqui las lineas de calibracién a
cada longitud de onda...pues son los resultados de la
investigacion.

( comentado [FK13R12]: ok




Calibracién
Fuente Medicion
Unidad de la concentracién mg/ml
Regresion y=A+B*x
Valor en la longitud de onda 272.00
Espesor de capa [cm] 1.0000
Fecha y hora de la medicién 2022/09/28 15:09
Coeficientes calculados A =-0.0060
B =12.3265
Grado de determinacién R?=0.9999
A

Dm0 | } Losartan ST PO1 120%
0.7000 T !
o | | osansTor 100% |
0.5000 Losartan ;51 PO1 80%- i
9400 Losartan ST PO1 60% I ‘
0.3000 1 +— -
0.2000 Losartan ST P01 40% | } }

Losartan ST P01 20% ‘ N

0.0100 0.0200 0.0300 0.0400 0.0500 0.0600

Figura N° 10. Linea de Calibracion de LOP ST a 272 nm

Fuente: Aspect UV

Calibracién
Fuente Medicion
Unidad de la concentracién mg/mi
Regresion y=A+B*'x
Valor en la longitud de onda 242.00
Espesor de capa [cm] 1.0000
Fecha y hora de la medicién 2022/09/28 14:32
Coeficientes calculados A =-0.0008
B =6.5047
Grado de determinacion R*= 0.9966

HIDROCLOROTIAZIDA 5.7 01 120%

mmécmomams_ T01100%
HIDROCLOROTIAZIDA S.T 01 80%

HIDROCLOROTIAZIDA 5.T 01 60%

! = } }
HIDROCLOROTIAZIDA 5.7 01 40%.

HIDROCLOROTIAZIDA S.T 01 20%
0.0025 0.0050 0.0075 0.0100 0.0125 0.0150 0.0175
mo/m

Figura. N° 11. Linea de Calibracion de HCT a 242 nm
Fuente: Aspect UV
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Calibracién

A

1.1000
1.0000 1
0.90001
0.8000 +
0.7000
0.6000
0.5000 +
0.4000
0.3000¢
0.2000

Fuente

Unidad de la concentracién
Regresion

Valor en la longitud de onda
Espesor de capa [cm]
Fecha y hora de la medicion
Coeficientes calculados

Grado de determinacion

-
HIDROCLOROTIAZIDA 5.7 01 20%

Medicion

mg/ml
y=A+B*x
272.00

1.0000
2022/09/28 14:32
A =-0.0017

B = 66.2046
R*=0.9999

HIDROCLOROTIAZIDA S.T 01 120%

HIDROCLOROTIAZIDA 5.7 01 100%
HIDROCLOROTIAZIDA 5.7 01 80%

HIDROCLOROTIAZIDA 5. 01 60%

HIDROCLOROTIAZIDA S.T 01 40%

0.0025 0.0050 0.0075

0.0100 0.0125 0.0150 0.0175
mg/mi

Figura. N° 12. Linea de Calibracion de HCT ST a 272 nm
Fuente: Aspect UV

Obtencién de Linea de calibracion
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La seccion 4.3.2 y 4.3.3 muestra los pasos que se siguieron para la preparacion de las soluciones
estandar y sus respectivas diluciones para la obtencion de la linea de calibracién. Se crearon un
total de 4 preparaciones estandar para LOP y 5 para HCT realizadas por diferente analista en dos

dias diferentes. La Tabla N° 9 muestra la distribucién usada para la preparacion de dichas

soluciones stock.

Tabla N° 9. Distribucion de preparaciones estandar para linea de calibracion por analista y dia

Analistag DIA1 DIA?2
Analista 1 (Guillermo | Prep St. 1,2 de Prep St. 3,4y 5 de
Pineda) LOP HCT.

Analista 2 (Cesia

Flores)

Prep St. 1y 2de | Prep St.3y4de
HCT. LOP.

Fuente: elaboracion propia

Comentado [FK14]: Se debe incluir la tabla con todas las
lineas de calibracion.

 Comentado [FK15]: Falta Cesia

 Comentado [FK16R15]: ok
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Como se establecid en la seccion 4.3.5 se realizaron las lecturas de cada uno de los niveles por cada
preparacion a 242 y 272 nm. A continuacion, se muestran las tablas por analito y sus diferentes

preparaciones, con sus respectivos resultados de absortividad por nivel.
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Tabla N° 10. Valores de absorbancia por nivel de preparaciones estandar 1-4 de LOP a 242 y 272

nm

LOP Estandar “Preparacion 1”

Nivel Conc. Teorica Conc. Absorbancia 242 | Absorbancia 272
(mg/ml) (%m/v)[ nm nm
1-20% .01100 .00110 0.3686 0.1295
2-30% .01650 .00165 0.5494 0.1952
3-40% .02200 .00220 0.7406 0.2602
4-50% .02700 .00270 0.9475 0.3412
5-60% .03300 .00330 1.1263 0.3972
6-70% .03800 .00380 1.2963 0.4665
7-80% .04400 .00440 1.4987 0.5307
8-90% .04900 .00490 1.6913 0.6036
9-100% .05500 .00550 1.9475 0.7296
10-120% .06600 .00660 2.3108 0.8652
LOP Estandar “Preparacion 2”
Nivel Conc. Tedrica Conc. Absorbancia 242 | Absorbancia 272
(mg/ml) (%m/v)[ nm nm
1-20% .01100 .00110 .3750 0.1322
2-30% .01650 .00165 .5515 0.1922
3-40% .02200 .00220 7284 0.2528
4-50% .02700 .00270 .9369 0.3339
5-60% .03300 .00330 1.1222 0.3940
6-70% .03800 .00380 1.2945 0.4564
7-80% .04400 .00440 1.4985 0.5274

Comentado [FK17]: la tabla es de varias paginas, asi que
deben seccionar, y escribir que es continuacion.

Vean ejemplos de libros....

|

Comentado [FK18]: Aqui la Concentracion es Porcentual.

Revisar los conceptos.

|

Comentado [FK19]: Aqui la Concentracion es Porcentual.

Revisar los conceptos.
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Tabla N°10 (continuacion)

8-90% .04900 .00490 1.6754 0.6002
9-100% .05500 .00550 1.8814 0.6643
10-120% .06600 .00660 2.2605 0.7993

LOP Estandar “Preparacién 3”

Nivel Conc. Teorica Conc. Absorbancia 242 Absorbancia 272
(mg/ml) nm nm
(%m/V)l Comentado [FK20]: Aqui la Concentracion es Porcentual.
Revisar los conceptos.
1-20% .01100 .00110 0.3686 0.1295
2-30% .01650 .00165 0.5494 0.1952
3-40% .02200 .00220 0.7406 0.2602
4-50% .02700 .00270 0.9475 0.3412
5-60% .03300 .00330 1.1263 0.3972
6-70% .03800 .00380 1.2963 0.4665
7-80% .04400 .00440 1.4987 0.5307
8-90% .04900 .00490 1.6913 0.6036
9-100% .05500 .00550 1.9475 0.7296
10-120% .06600 .00660 2.3108 0.8652

LOP Estandar “Preparacién 4”

Nivel Conc. Teobrica Conc. Absorbancia 242 Absorbancia 272
(mg/ml) nm nm
(%m/v)[ Comentado [FK21]: Aqui la Concentracion es Porcentual.
Revisar los conceptos.
1-20% .01100 .00110 0.3688 0.1303
2-30% .01650 .00165 0.5612 0.2013
3-40% .02200 .00220 0.7358 0.2607
4-50% .02700 .00270 0.9482 0.3379

5-60% .03300 .00330 1.1433 0.4076




Tabla N°10. (Continuacion)

6-70% .03800 .00380 1.3173 0.4707
7-80% .04400 .00440 1.4997 0.5338
8-90% .04900 .00490 1.6842 0.6000
9-100% .05500 .00550 1.8759 0.6684
10-120% .06600 .00660 2.2472 0.8016

Fuente: elaboracion propia
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Tabla N° 11. Valores de absorbancia por nivel de preparaciones estandar 1-5 de HCT a 242 y

Comentado [FK22]: Aqui la Concentracion es Porcentual.

Revisar los conceptos.

Comentado [FK23]: Aqui la Concentracion es Porcentual.

Revisar los conceptos.

272 nm.
HCT Estandar “Preparacién 1”
Nivel Conc. Teotrica Conc. Absorbancia 242 Absorbancia 272
(mg/ml) (%m/v)] nm nm
1-20% 0.0028 .0003 .0167 175
2-30% 0.0042 .0004 .0203 .261
3-40% 0.0056 .0006 .0325 .356
4-50% 0.0070 .0007 .0381 439
5-60% 0.0084 .0008 .0469 .552
6-70% 0.0093 .0009 .0552 .620
7-80% .0112 .0011 .0632 728
8-90% .0126 .0013 .0785 .805
9-100% .0140 .0014 .0802 918
10-120% .0168 .0017 .0955 1.111
HCT Estandar “Preparacion 2”
Nivel Conc. Teérica Conc. Absorbancia 242 Absorbancia 272
(mg/ml) (©%miv) nm nm
1-20% 0.0028 .0003 .0167 175
2-30% 0.0042 .0004 .0203 .261
3-40% 0.0056 .0006 .0325 .356
4-50% 0.0070 .0007 .0381 439
5-60% 0.0084 .0008 .0469 .552




Tabla N°11. (continuacién)

93

Comentado [FK24]: Aqui la Concentracion es Porcentual.

Revisar los conceptos.

6-70% 0.0093 .0009 .0552 .620
7-80% .0112 .0011 .0632 728
8-90% .0126 .0013 .0785 .805
9-100% .0140 .0014 .0802 .918
10-120% .0168 .0017 .0955 1.111
HCT Estandar “Preparacion 3”
Nivel Conc. Teérica Conc. Absorbancia 242 Absorbancia 272
(mg/ml) (%mh) nm nm
1-20% 0.0028 .0003 0.0132 0.1783
2-30% 0.0042 .0004 0.0218 0.2697
3-40% 0.0056 .0006 0.0304 0.3608
4-50% 0.0070 .0007 0.0386 0.459
5-60% 0.0084 .0008 0.0506 0.5531
6-70% 0.0093 .0009 0.0624 0.6444
7-80% .0112 .0011 0.0676 0.7332
8-90% .0126 .0013 0.0756 0.8278
9-100% .0140 .0014 0.0823 0.9073
10-120% .0168 .0017 0.0964 1.1104
HCT Estandar “Preparacion 4”
Nivel Conc. Tedrica Conc. Absorbancia 242 Absorbancia 272
(mg/ml) (%m/v)] nm nm

Comentado [FK25]: Aqui la Concentracion es Porcentual.

Revisar los conceptos.




Tabla N°11. (continuacién)
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Comentado [FK26]: Aqui la Concentracion es Porcentual.
Revisar los conceptos.

1-20% 0.0028 .0003 0.0188 0.185
2-30% 0.0042 .0004 0.0314 0.279
3-40% 0.0056 .0006 0.0371 0.3659
4-50% 0.0070 .0007 0.0425 0.4608
5-60% 0.0084 .0008 0.0525 0.5601
6-70% 0.0093 .0009 0.0615 0.6466
7-80% .0112 .0011 0.0657 0.7328
8-90% .0126 .0013 0.0741 0.822
9-100% .0140 .0014 0.0812 0.9141
10-120% .0168 .0017 0.0965 1.1023
HCT Estandar “Preparacion 5”
Nivel Conc. Tedrica Conc. Absorbancia 242 Absorbancia 272
(mg/ml) (%m/v)\ nm nm
1-20% 0.0028 .0003 0.0212 0.1854
2-30% 0.0042 .0004 0.0266 0.2741
3-40% 0.0056 .0006 0.0416 0.3715
4-50% 0.0070 .0007 0.0497 0.4647
5-60% 0.0084 .0008 0.05 0.547
6-70% 0.0093 .0009 0.0585 0.6387
7-80% .0112 .0011 0.0701 0.734
8-90% .0126 .0013 0.0756 0.8231
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Tabla N°11. (continuacién)

9-100% .0140 .0014 0.0824 0.9229

10-120% .0168 .0017 0.0964 1.0814

Fuente: elaboracion propia

5.6 Analisis estadistico de los estandares

Para realizar el siguiente andlisis estadistico se tomaron las lineas de calibracion de cada
preparacion para luego realizar un analisis con el pardmetro de repetibilidad de estdndar tomando
como variable las preparaciones, los cuales se evaluaron mediante el coeficiente de variacion y
contraste de significacion de t de Student para la comparacion de dos medias suponiendo varianzas
iguales. Seguidamente se realiz6 el parametro de reproducibilidad del estdndar tomando como
variables las preparaciones por dia y analistas, los cuales se evaluaron mediante las mismas pruebas
de repetibilidad.

5.6.1 Repetibilidad del estandar Losartan potasico a longitud de onda a

Se determino la repetibilidad del estandar de LOP tomando los valores de los niveles que van desde
20% al 120% plasmadas en las 4 lineas de calibracién (4 preparaciones).

La evaluacion se realiz6 con el coeficiente de variacién de los factores de respuesta promedio por
cada nivel de cada linea de calibracion, en el cual los criterios de evaluacion fueron los siguientes:

-Longitud de onda a: CVp <10%
-Longitud de onda B: CVy <15%

La longitud de onda o corresponde al maximo de absorbancia que presenta cada estandar en su
espectro U.V y B al minimo, siendo para LOP o242 nmy B 272 nm.

Al igual también se realiz6 contraste de significacion de Student para la Comparacion de dos

Medias suponiendo varianzas iguales.



Tabla N° 12. Repetibilidad del estandar de LOP a 242 nm preparacion 1y 2 (Dia 1)

Analista Guillermo P.

Estandar Losartan P.

Longitud de onda 242 nm Preparacion 01 Preparacion 02

NIVEL conc. (mvo6) Factor de Respuesta  Factor de Respuesta
(mg*mi-1) (mg*mi-1)

20% 0.0011 335.091 340.909
30% 0.00165 332.97 334.242s
40% 0.0022 336.636 331.091
50% 0.0027 350.926 347.000
60% 0.0033 341.303 340.061
70% 0.0038 341.132 340.658
80% 0.0044 340.614 340.568
90% 0.0049 345.163 341.918
100% 0.0055 354.091 342.073
120% 0.0066 350.121 342.500

MEDIA 342.805 340.102

Desviacién estandar 7.12 4.44

Varianza 50.73 19.69

CV% 2.08 1.30

Dato Max. 332.97 347.00

Dato Min. 354.091 331.09

Fuente: elaboracion propia
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Tabla N° 13. Repetibilidad. Evaluacion estadistica de LOP A 242 nm de los factores de respuesta

preparacion 1y 2 (Dia 1)

Prueba F para varianzas de dos muestras

a: 0.01

Preparacion 1 Preparacion 2
Media 342.8046528 340.1020201
Varianza 50.72892669 19.69217838
Observaciones 10 10
Grados de libertad 9 9
F 2.576095225

P(F<=f) una cola

Valor critico para F (una cola)

0.087425192

5.351128861

Para t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

a: 0.01

Preparacion 1 Preparacion 2
Media 642.5491061 642.5491061
Varianza 1319.218535 1319.218535
Observaciones 10 10

Varianza agrupada

Diferencia hipotética de las medias

Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) una cola

Valor critico de t (una cola)

P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

1319.218535

18

0.5

2.55237963

2.878440473

Fuente: elaboracion propia
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Al observar los datos en la Tabla N° 12, 1a repetibilidad con estandar de LOP a longitud de onda a
242 nm, el coeficiente de variacion de los factores de respuesta de las lineas de calibracién de la
preparacion 1 es CVp(prep1)=2.08 Y CVr(prep2)=1.30 para preparacion 2. Lo que indica que estan
por debajo de CVg, <10%, por lo tanto, en ambas preparaciones el comportamiento de la
variabilidad de los factores de respuesta es aceptable.

En la Tabla N°13 se puede observar que la linea de calibracion de preparacion 1y 2 se comportan
con una variabilidad similar, lo cual se puede verificar en la prueba F que presenta un valor de F
menor que el valor critico de F (una cola) y presenta un nivel de significancia de 0.08 mayor a 0.01.
Por lo tanto, se procede a evaluar el factor de respuesta promedio de las lineas de calibracion de
preparacién 1 y 2 mediante una prueba t suponiendo varianzas iguales; en donde con ayuda del
andlisis estadistico se verifica que los factores de respuesta promedio de las preparaciones 1y 2
son similares, ya que el valor estadistico de t es menor al valor critico de t (dos colas) y también

posee una probabilidad de ocurrencia mayor que el nivel de significancia.

Los resultados de los coeficientes de variacion de las lineas de calibracién de las preparaciones 1
y 2 indica que es posible obtener factores de respuesta de preparaciones de estandar repetibles
durante el dia 1 del anélisis.



Tabla N° 14. Repetibilidad del estandar de LOP a 242 nm preparacion 3 y 4 (Dia 2)

Repetibilidad con Estandar Dia 02

Analista Cesia F.
Estandar Losartan P.
Longitud de onda 242 nm Preparacion 03 Preparacion 04
NIVEL conc. (mivo6) Factor de Respuesta  Factor de Respuesta
(mg*ml-1) (mg*ml-1)
20% 0.0011 335.091 335.273
30% 0.00165 332.970 340.121
40% 0.0022 336.636 334.455
50% 0.0027 350.926 351.185
60% 0.0033 341.303 346.455
70% 0.0038 341.132 346.658
80% 0.0044 340.614 340.841
90% 0.0049 345.163 343.714
100% 0.0055 354.091 341.073
120% 0.0066 350.121 340.485
MEDIA 342.805 342.026
Desviacion estandar 7.12 5.15
Varianza 50.73 26.56
CV% 2.08 151
Dato Max. 354.09 351.19
Dato Min. 332.97 334.45

Fuente: elaboracion propia
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Tabla N° 15. Repetibilidad. Evaluacion estadistica de los factores de respuesta de LOP a 242 nm
de la preparacion 3 y 4 (Dia 2)

Prueba F para varianzas de dos muestras

a: 0.01
Preparacion 3 Preparacion 4
Media 342.8046528 342.0258881
Varianza 50.72892669 26.56195513
Observaciones 10 10
Grados de libertad 9 9
F 1.909834063
P(F<=f) una cola 0.174590473
Valor critico para F (una cola) 5.351128861
Para t para dos muestras suponiendo varianzas iguales
a: 0.01
Preparacion 3 Preparacion 4
Media 342.8046528 342.0258881
Varianza 50.72892669 26.56195513
Observaciones 10 10
Varianza agrupada 38.64544091
Grados de libertad 18
Estadistico t 0.280118714
P(T<=t) una cola 0.391290123
Valor critico de t (una cola) 1.734063607
P(T<=t) dos colas 0.782580246
Valor critico de t (dos colas) 2.10092204

Fuente: elaboracion propia
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Al observar los datos en la Tabla N° 14, la repetibilidad con estandar de LOP a longitud de onda o
242 nm, el coeficiente de variacion de los factores de respuesta de las lineas de calibracion es
CVi(preps)=2.08 Y CVg(prepa)=1.51 para preparacion 3 y 4, respectivamente. Lo que indica que
estan por debajo de CVg, <10%, por lo tanto, en ambos niveles el comportamiento de la

variabilidad de los factores de respuesta es aceptable.

En la Tabla N° 15 se puede observar que la linea de calibracion de preparacion 3y 4 se comportan
con una variabilidad similar, lo cual se puede verificar en la prueba F que presenta un valor de F
menor que el valor critico de F (una cola) y presenta un nivel de significancia de 0.17 mayor a 0.01.
Por lo tanto, se procede a evaluar el factor de respuesta promedio de las lineas de calibracion de
preparacién 3 y 4 mediante una prueba t suponiendo varianzas iguales; en donde con ayuda del
analisis estadistico se verifica que los factores de respuesta promedio de las preparaciones 3 y 4
son similares, ya que el valor estadistico de t es menor al valor critico de t (dos colas) y también

posee una probabilidad de ocurrencia mayor que el nivel de significancia.

Los resultados de los coeficientes de variacion de las lineas de calibracion de las preparaciones 3
y 4 indica que es posible obtener factores de respuesta de preparaciones de estandar repetibles

durante el dia 2 de analisis.



5. 6.2 Repetibilidad de LOP estandar a 272 nm a longitud de onda p.
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Para la evaluacion de los factores de respuesta a la longitud de onda B (272 nm) de las cuatro

preparaciones estandar de LOP, se analizaron solamente los valores de sus respectivos coeficientes

de variacion.

Tabla N° 16. Repetibilidad del estandar de LOP a 272 nm preparacion 1,2,3y 4 (Dia 1y 2)

Repetibilidad con Estandar Dia 01 y 02

Analista Guille P.y Cesia F.
Estandar Losartan
Longitud de onda B=272 nm Prep 1 Prep 2 Prep 3 Prep 4
Factor de Factor de Factor de Factor de
NIVEL conc.  respuestaabs. respuestaabs.  respuestaabs.  respuesta abs.
(m/v%) Especifica Especifica Especifica Especifica
(mg*ml-1) (mg*ml-1) (mg*ml-1) (mg*ml-1)
20% 0.0011 117.727 120.182 117.727 118.455
30% 0.00165 118.303 116.485 118.303 122.000
40% 0.0022 118.273 114.909 118.273 118.500
50% 0.0027 126.370 123.667 126.370 125.148
60% 0.0033 120.364 119.394 120.364 123.515
70% 0.0038 122.763 120.105 122.763 123.868
80% 0.0044 120.614 119.864 120.614 121.318
90% 0.0049 123.184 122.490 123.184 122.449
100% 0.0055 132.655 120.782 132.655 121.527
120% 0.0066 131.091 121.106 131.091 121.455
MEDIA 123.134 119.898 123.134 121.824
Desviacion estandar 5.32 2.58 5.32 2.14
Varianza 28.31 6.68 28.31 4.60
CV% 4.32 2.15 4.32 1.76
Dato Max. 132.65 123.67 132.65 125.15
Dato Min. 117.73 114.91 117.73 118.45

Fuente: elaboracion propia

Al observar los datos en la Tabla N° 16, se observa que los coeficientes de variacion de los factores

de respuesta de las lineas de calibracion son CVg(prep1)=4.32, CVg(prepz)=2-15, CVr(prep3)=4-32, ¥

CVr(prepa)=1.76 para las preparaciones 1,2,3 y 4, respectivamente, lo que indica que estan por

debajo de CVgg <15%, por lo tanto se concluye que en todos los niveles de las cuatro preparaciones
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de LOP a 272 nm, el comportamiento de la variabilidad de los factores de respuesta es aceptable,
permitiendo asi el procesamiento de todos los factores de respuesta como un solo grupo, para
obtener un factor de respuesta (absortividad especifica) promedio para luego ser utilizado en los

célculos posteriores.

El resumen de los resultados de las evaluaciones de Repetibilidad del estandar LOP, estan en la
Tabla N°17.

Tabla N. 217. Resumen de los resultados de repetibilidad del estandar LOP

Evaluacion

Limite Propuesto

Resultado

Preparacion 1

Preparacion 2

Resultado

Preparacion 3

Preparacion 4

Coeficiente de variacion
de los factores de respuesta
en cada preparacion a la

longitud de onda o

CVirra=<10%

CViprepty=2.08%
CViprepzy=1.30%

CVipreps)=2.08%
CViprepsy=1.51%

Coeficiente de variacion
de los factores de respuesta
en cada preparacion a la
longitud de onda B

CVerg=<15%

CVrprepty=4-32%
CVrprep2y=2.15%

CVrprepsy=4-32%
CVrrepay=1.76%

Contraste de significacion
de t de Student para la
Comparacion de dos
Medias suponiendo

varianzas iguales

0.5>0.05

0.39>0.05

Fuente: elaboracion propia

5. 6.3 Reproducibilidad del estandar LOP a 242 nm a longitud de onda o

Se realizd la comprobacidon de la reproducibilidad de estandares de LOP, usando los datos de la
repetibilidad de Preparacion 1-2 y Preparacion 3-4, con el fin de determinar la influencia de la

variable “Dia” y “Analista” en los factores de respuesta.
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Tabla N° 18. Reproducibilidad del estandar de LOP a 242 nm longitud de onda a.

NIVEL Preparacién 1-2 Preparacién 3-4
Factor de Factor de
respuesta: abs. respuesta: abs.
Especifica Especifica
(mg*ml-1) (mg*ml-1)
20% 335.091 335.091
30% 332.970 332.970
40% 336.636 336.636
50% 350.926 350.926
60% 341.303 341.303
70% 341.132 341.132
80% 340.614 340.614
90% 345.163 345.163
100% 354.091 354.091
120% 350.121 350.121
20% 340.909 335.273
30% 334.242 340.121
40% 331.091 334.455
50% 347.000 351.185
60% 340.061 346.455
70% 340.658 346.658
80% 340.568 340.841
90% 341.918 343.714
100% 342.073 341.073
120% 342.500 340.485
MEDIA 341.453 342.415
Desviacion estandar 5.940 6.064
Varianza 35.280 36.771
CV% 1.740 1771
Dato Max. 354.091 354.091
Dato Min. 331.091 332.970

Fuente: elaboracion propia
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Tabla N° 19. Reproducibilidad. Evaluacion estadistica de los factores de respuesta de LOP a 242
nm (Variable: Dia)

Prueba F para varianzas de dos muestras

a: 0.01
Dial Dia 2
Media 341.4533365 342.4152704
Varianza 35.27952953 36.77106887
Observaciones 20 20
Grados de libertad 19 19
F 0.95943715
P(F<=f) una cola 0.464514978
Valor critico para F (una cola) 0.330321039
Para t para dos muestras suponiendo varianzas iguales
a: 0.01
Dia 1 Dia 2
Media 341.4533365 342.4152704
Varianza 35.27952953 36.77106887
Observaciones 20 20
Varianza agrupada 36.0252992
Grados de libertad 38
Estadistico t
P(T<=t) una cola -0.506805666
Valor critico de t (una cola) 0.307609779
P(T<=t) dos colas 2.428567631
Valor critico de t (dos colas) 0.615219558

Fuente: elaboracion propia
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La Tabla N° 18 muestra un valor de CV% de 1.74% para la Preparacion 1-2 (Dia 1) y un valor de
1.77% para la Preparacion 3-4 (Dia 2), entrando ambos dentro del criterio de evaluacién propuesto

en el presente trabajo que es de CV% <10%.

Partiendo de esto, se realizd la Prueba F para varianza de dos muestras, para conocer si las varianzas

de los dos grupos son iguales

Realizado el calculo de la comprobacidn de varianzas entre el Dia 1 y Preparacion Dia 2, en la
Tabla N°19 se puede observar que tiene un valor o de 0.464 el cual es superior al valor de o
establecido de 0.01, dando como conclusion que las varianzas de los factores de respuesta de los

niveles de las preparaciones 1-2 y 3-4 son iguales.

Partiendo de esto, se realizo la “Prueba t suponiendo varianzas iguales” para comprobar si las

medias de dichas preparaciones son iguales.

Al realizar dicha prueba, se obtuvo un valor de 0=0.0307 el cual es mayor que el valor de o
propuesto de 0.01, dicho esto, se puede concluir que las medias de los factores de respuesta de las
preparaciones 1-2 y 3-4 son iguales, por lo cual, los factores de respuesta de las cuatro
preparaciones se pueden tomar como uno solo grupo y asi calcular el coeficiente de variacion.
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Tabla N° 20. Reproducibilidad del estandar de LOP a 242 nm longitud de onda o

NIVEL Preparacion 1-4
Factor de

respuesta: abs.

Especifica
(mg*ml-1)
20% 335.091
30% 332.970
40% 336.636
50% 350.926
60% 341.303
70% 341.132
80% 340.614
90% 345.163
100% 354.091
120% 350.121
20% 340.909
30% 334.242
40% 331.091
50% 347.000
60% 340.061
70% 340.658
80% 340.568
90% 341.918
100% 342.073
120% 342.500
20% 335.091
30% 332.970
40% 336.636
50% 350.926
60% 341.303
70% 341.132
80% 340.614
90% 345.163

100% 354.091
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Tabla N°20. (continuacién)

120% 350.121

20% 335.273

30% 340.121

40% 334.455

50% 351.185

60% 346.455

70% 346.658

80% 340.841

90% 343.714

100% 341.073

120% 340.485
MEDIA 341.934
Desviacion estandar 5.945
Varianza 35.339
CV% 1.739
Dato Max. 354.091
Dato Min. 331.091

Fuente: elaboracion propia

En la Tabla N° 20 el valor del coeficiente de variacion de los factores de respuesta de las

preparaciones 1-4 es CV=1.739%, el cual es menor al limite propuesto de CV<10%.

Se puede concluir que las variables de “Dia” y “Analista” no generan variabilidad significativa en
los factores de respuesta”, debido a esto, se permiti6 la mezcla de todos los factores de respuesta
por cada nivel de las 4 preparaciones estandar de LOP para obtener un valor de factor de respuesta

(absortividad especifica) promedio para ser utilizado en los calculos posteriores.

A continuacion, se presenta en la Tabla N.2 21 resumen con los resultados de las evaluaciones de
reproducibilidad de LOP a 242 nm.



Tabla N.2 21. Resumen de los resultados de reproducibilidad del estandar LOP

Evaluacion

Limite Propuesto

Resultado

onda a

Coeficiente de variacion de los factores de

respuesta (variable: dia) a la longitud de CVirra=<10%

CVeaia 1)=1.740%
CVegaia =L771%

Coeficiente de variacion de los factores de

respuesta a la longitud de onda o CVrra=<10%

CVr=1.740%

Contraste de significacién de Student para

varianzas iguales (Variable: dia)

la Comparacion de dos Medias suponiendo Hy: X1=X2

0.307>0.05

Fuente: elaboracion propia

5. 6.4 Repetibilidad del estindar HCT a longitud de onda o 272 nm

109

Se determino la repetibilidad del estandar de HCT tomando los valores de los niveles que van desde

20% al 120% plasmadas en las 5 lineas de calibracion (5 preparaciones).

La evaluacion se realiz6 con el coeficiente de variacion de los factores de respuesta promedio por

cada nivel de cada linea de calibracién, en el cual los criterios de evaluacion fueron los siguientes:

-Longitud de onda a: CVp <10%

Longitud de onda B: CVr <15%

La longitud de onda o corresponde al méximo de absorbancia que presenta cada estandar en su

espectro U.V y B al minimo, siendo para HCT o 272 nmy B 242 nm.

Al igual también se realizé contraste de significacion de Student para la Comparacion de dos

Medias suponiendo varianzas iguales.
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Tabla N° 22. Repetibilidad del estandar de HCT a 272 nm preparacion 1y 2 (Dia 1)

Repetibilidad con Estandar Dia 01

Analista Cesia F.

Estandar Hidroclorotiazida.

Longitud de onda 272 nm Preparacion 01 Preparacion 02

Factor de Factor de
NIVEL conc. (m/v%) Respuesta Respuesta
(mg*ml-1) (mg*ml-1)

20% 0.0003 583.333 583.333
30% 0.0004 652.500 652.500
40% 0.0006 593.333 593.333
50% 0.0007 627.143 627.143
60% 0.0008 690.000 690.000
70% 0.0009 688.889 688.889
80% 0.0011 661.818 661.818
90% 0.0013 619.231 619.231
100% 0.0014 655.714 655.714
120% 0.0017 653.529 653.529

MEDIA 642.549 642.549

Fuente: elaboracion Desviacion 36.32 36.32
3 estandar
propia
Varianza 1319.22 1319.22
CV% 5.65 5.65
0
Tabla N° 23. Dato Max. 690.00 690.00
Repetibilidad.

Dato Min. 583.33 583.33




Evaluacion estadistica de los factores de respuesta de HCT a 272 nm

de la preparacion 1y 2 (Dia 1)

Prueba F para varianzas de dos muestras

a: 0.01

Preparacion 1 Preparacion 2
Media 642.5491061 642.5491061
Varianza 1319.218535 1319.218535
Observaciones 10 10
Grados de libertad 9 9
F 1
P(F<=f) una cola 0.5

Valor critico para F (una cola)

0.186876457

Para t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

a: 0.01

Preparacion 1 Preparacion 2
Media 642.5491061 642.5491061
Varianza 1319.218535 1319.218535
Observaciones 10 10

Varianza agrupada

Diferencia hipotética de las medias

Grados de libertad

P(T<=t) una cola

Valor critico de t (una cola)

P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

1319.218535

18

05

2.55237963

2.878440473

Fuente: elaboracion propia
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Al observar los datos en la Tabla N° 22, 1a repetibilidad con estandar de HCT a longitud de onda o
272 nm, el coeficiente de variacion de los factores de respuesta de las lineas de calibracidn de la
preparacion 1 es CVg(prep1)=5.65 Y CVrprep2)=5.65 para preparacion 2. Lo que indica que estan
por debajo de CVg, <10%, por lo tanto, en ambas preparaciones el comportamiento de la

variabilidad de los factores de respuesta es aceptable.

En la Tabla N° 23 se puede observar que la linea de calibracion de preparacién 1y 2 se comportan
con una variabilidad similar, lo cual se puede verificar en la prueba F que presenta un valor de F
menor que el valor critico de F (una cola) y presenta un nivel de significancia de 0.5 mayor a 0.01.
Por lo tanto, se procede a evaluar el factor de respuesta promedio de las lineas de calibracién de
preparacion 1 y 2 mediante una prueba t suponiendo varianzas iguales; en donde con ayuda del
andlisis estadistico se verifica que los factores de respuesta promedio de las preparaciones 1y 2
son similares, ya que el valor estadistico de t es menor al valor critico de t (dos colas) y también

posee una probabilidad de ocurrencia mayor que el nivel de significancia.

Los resultados de los coeficientes de variacion de las lineas de calibracion de las preparaciones 1
y 2 indica que es posible obtener factores de respuesta de preparaciones de estandar repetibles

durante el dia 1 del analisis.



113

Tabla N° 24. Repetibilidad del estandar de HCT a 272 nm preparacion 3,4 y 5 (Dia 2)

Fuente:

Repetibilidad con Estandar Dia 02

Analista Guille.

Estandar Hidroclorotiazida.

Longitud de onda 272 nm Preparacion 03 Preparacion 04 Preparacion 05

Factor de
NIVEL conc. (mivoe) Factor de Respuesta  Factor de Respuesta Respuesta
(mg*ml-1) (mg*ml-1) (mgmi-1)

20% 0.0003 594.333 616.667 618.000
30% 0.0004 674.250 697.500 685.250
40% 0.0006 601.333 609.833 619.167
50% 0.0007 655.714 658.286 663.857
60% 0.0008 691.375 700.125 683.750
70% 0.0009 716.000 718.444 709.667
80% 0.0011 666.545 666.182 667.273
90% 0.0013 636.769 632.308 633.154
100% 0.0014 648.071 652.929 659.214
120% 0.0017 653.176 648.412 636.118

MEDIA 653.757 660.069 657.545

Desviacion estandar 37.23 36.24 30.55

Varianza 1386.37 1313.19 933.22

CV% 5.70 5.49 4.65

Dato Max. 716.00 718.44 709.67

Dato Min. 594.33 609.83 618.00

elaboracion propia
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Tabla N° 25. Repetibilidad. Evaluacion estadistica de los factores de respuesta de HCT de la
preparacion 3y 4 (Dia 2)

Prueba F para varianzas de dos muestras

a: 0.01
Preparacion 3 Preparacion 4
Media 653.7568537 660.0685005
Varianza 1386.367065 1313.194874
Observaciones 10 10
Grados de libertad 9 9
F 1.055720741
P(F<=f) una cola 0.468473729
Valor critico para F (una cola) 5.351128861
Para t para dos muestras suponiendo varianzas iguales
a: 0.01
Preparacion 3 Preparacion 4
Media 653.7568537 660.0685005
Varianza 1386.367065 1313.194874
Observaciones 10 10
Varianza agrupada 1349.78097
Grados de libertad 18
Estadistico t -0.384145759
P(T<=t) una cola 0.352685359
Valor critico de t (una cola) 2.55237963
P(T<=t) dos colas 0.705370718
Valor critico de t (dos colas) 2.878440473

Fuente: elaboracién propia
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Tabla N° 26 Repetibilidad. Evaluacion estadistica de los factores de respuesta de HCT de la
preparacion 3y 5 (Dia 2)

Prueba F para varianzas de dos muestras

a: 0.01
Preparacion 3 Preparacion 5
Media 653.7568537 657.5448982
Varianza 1386.367065 933.2176512
Observaciones 10 10
Grados de libertad 9 9
F 1.485577414
P(F<=f) una cola 0.282422806
Valor critico para F (una cola) 5.351128861
Para t para dos muestras suponiendo varianzas iguales
a: 0.01
Preparacion 3 Preparacion 5
Media 653.7568537 657.5448982
Varianza 1386.367065 933.2176512
Observaciones 10 10
Varianza agrupada 1159.792358
Grados de libertad 18
Estadistico t -0.248719571
P(T<=t) una cola 0.403196704
Valor critico de t (una cola) 2.55237963
P(T<=t) dos colas 0.806393407
Valor critico de t (dos colas) 2.878440473

Fuente: elaboracion propia



Tabla N° 27. Repetibilidad. Evaluacion estadistica de los factores de respuesta de HCT de la

preparacion 4 y 5 (Dia 2)

Prueba F para varianzas de dos muestras

a: 0.01
Preparacion 4 Preparacion 5
Media 660.0685005 657.5448982
Varianza 1313.194874 933.2176512
Observaciones 10 10
Grados de libertad 9 9
E 1.40716892
P(F<=f) una cola 0.309526562
Valor critico para F (una cola) 5.351128861
Para t para dos muestras suponiendo varianzas iguales
a: 0.01
Preparacion 4 Preparacion 5
Media 660.0685005 657.5448982
Varianza 1313.194874 933.2176512
Observaciones 10 10
Varianza agrupada 1123.206263
Grados de libertad 18
Estadistico t 0.168374438
P(T<=t) una cola 0.434083105
Valor critico de t (una cola) 2.55237963
P(T<=t) dos colas 0.86816621
Valor critico de t (dos colas) 2.878440473

Fuente: elaboracion propia
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Al observar los datos en Tabla N° 24, la repetibilidad con estandar de HCT a longitud de onda a
272 nm (Dia 2), el coeficiente de variacion de los factores de respuesta de las lineas de calibracion
€S CVe(prep3)=9.70, CV(preps)=5.49 Y CVg(preps)=4.65 para preparacion 3, 4 y 5, respectivamente.
Lo que indica que estan por debajo de CVg, <10%, por lo tanto, varios niveles el comportamiento

de la variabilidad de los factores de respuesta es aceptable.

En la Tabla N° 25 se puede observar que la linea de calibracion de preparacién 3y 4 se comportan
con una variabilidad similar, lo cual se puede verificar en la prueba F que presenta un valor de F
menor que el valor critico de F (una cola) y presenta un nivel de significancia de 0.468 mayor a
0.01.

Por lo tanto, se procede a evaluar el factor de respuesta promedio de las lineas de calibracién de
preparacion 3 y 4 mediante una prueba t suponiendo varianzas iguales; en donde con ayuda del
analisis estadistico se verifica que los factores de respuesta promedio de las preparaciones 3 y 4
son similares, ya que el valor estadistico de t es menor al valor critico de t (dos colas) y también

posee una probabilidad de ocurrencia mayor que el nivel de significancia.

Los resultados de los coeficientes de variacion de las lineas de calibracion de las preparaciones 3
y 4 de HCT indica que es posible obtener factores de respuesta de preparaciones de estandar

repetibles durante el dia de analisis.

Se puede tomar la misma conclusién para la comparacion entre las preparaciones 3-5, y 4-5

5.6.5 Repetibilidad de Hidroclorotiazida estandar a longitud de onda f.

Para la evaluacion de los factores de respuesta a la longitud de onda f (242 nm) de las cinco
preparaciones estandar de HCT, se analizaron solamente los valores de sus respectivos coeficientes

de variacion
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Tabla N° 28. Repetibilidad del estandar de HCT a 242 nm preparacion 1,2,3,4y 5 (Dialy 2)

Repetibilidad con Estandar Dia 01 y 02

Analista Guille P. y Cesia F.
Estandar Hidroclorotiazida
Longitud de onda B=242 nm Prep 1 Prep 2 Prep 3 Prep 4 Prep 5
Factor de Factor de Factor de Factor de Factor de
NIVEL conc. respuesta abs. respuesta abs. respuesta abs. respuesta abs. respuesta abs.
(m/v%)  Especifica Especifica Especifica Especifica Especifica
(mg*ml-1) (mg*mi-1) (mg*ml-1) (mg*mi-1) (mg*ml-1)
20% 0.0003 55.667 55.667 44.000 62.667 70.667
30% 0.0004 50.750 50.750 54.500 78.500 66.500
40% 0.0006 54.167 54.167 50.667 61.833 69.333
50% 0.0007 54.429 54.429 55.143 60.714 71.000
60% 0.0008 58.625 58.625 63.250 65.625 62.500
70% 0.0009 61.333 61.333 69.333 68.333 65.000
80% 0.0011 57.455 57.455 61.455 59.727 63.727
90% 0.0013 60.385 60.385 58.154 57.000 58.154
100% 0.0014 57.286 57.286 58.786 58.000 58.857
120% 0.0017 56.176 56.176 56.706 56.765 56.706
MEDIA 56.627 56.627 57.199 62.916 64.244
Desviacion estandar 3.13 3.13 6.94 6.61 5.21
Varianza 9.77 9.77 48.23 43.64 27.19
CV% 5.52 5.52 12.14 10.50 8.12
Dato Max. 61.33 61.33 69.33 78.50 71.00
Dato Min. 50.75 50.75 44.00 56.76 56.71

Fuente: elaboracion propia

Al observar los datos en la Tabla N° 28 se observa que los coeficientes de variacion de los factores

de respuesta de las lineas de calibracion son CVpprep1)=5.52, CVr(prep2)=5.52, CVp(preps)=12.14,
CVeprepsy=10.50 Y CVr(preps)=8.12 para las preparaciones 1,2,3,4, y 5 respectivamente, lo que

indica que estan por debajo de CVrz <15%, por lo tanto se concluye que en todos los niveles de las
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cinco preparaciones de HCT a 242 nm, el comportamiento de la variabilidad de los factores de
respuesta es aceptable, permitiendo asi el procesamiento de todos los factores de respuesta como
un solo grupo, para obtener un factor de respuesta (absortividad especifica) promedio para luego
ser utilizado en los célculos posteriores. El resumen de los resultados de las evaluaciones de
Repetibilidad del estandar HCT, estan en la Tabla N° 29

Tabla N° 29. Resumen de los resultados de repetibilidad del estandar HCT

Evaluacién Limite Propuesto Resultado Resultado
Preparacion 1 Preparacion 3
Preparacion 2 Preparacion 4
Preparacion 5
Coeficiente de CVira=<10%
variacion de los CVr@rep1)=5.65% CVi(preps)=5-70%
factores de respuesta CV (prep2) =5.65% CVrprepay=5.49%

en cada preparacion a CVr(preps)=4.65%

la longitud de onda o

Coeficiente de CVprp=<15%
variacion de los CVrprep1)=5-52% CVrpreps)=12.14%
factores de respuesta CVr(prepz)=5.52% CVrprepsy=10.50%

en cada preparacion a

CVr(prepsy=8.12%
la longitud de onda f

Contraste de

significacion de Hy: X1=X2 Pre 1-2: 0.5>0.05 Pre 3-4:0.352>0.05
Student para la Pre 3-5: 0.403>0.05
Comparacion de dos Pre 4-5: 0.434>0.05

Medias suponiendo

varianzas iguales

Fuente: elaboracion propia
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5.6.6 Reproducibilidad del estindar HCT a 272 nm (Longitud de onda o)

Se realizd la comprobacion de la reproducibilidad de estandares de HCT, usando los datos de la
repetibilidad de Preparacién 1-2 y Preparacion 3-4-5, con el fin de determinar la influencia de la

variable “Dia” y “Analista” en los factores de respuesta.

Tabla N° 30. Reproducibilidad del estdndar de HCT a 272 nm (Variable: Dia 1 y Dia 2)

NIVEL Preparacion 1-2 Preparacion 3,4,5
Factor de respuesta: Factor de respuesta:
abs. Especifica abs. Especifica
(mg*ml-1) (mg*ml-1)
20% 583.333 594.333
30% 652.500 674.250
40% 593.333 601.333
50% 627.143 655.714
60% 690.000 691.375
70% 688.889 716.000
80% 661.818 666.545
90% 619.231 636.769
100% 655.714 648.071
120% 653.529 653.176
20% 583.333 616.667
30% 652.500 697.500
40% 593.333 609.833
50% 627.143 658.286
60% 690.000 700.125
70% 688.889 718.444
80% 661.818 666.182
90% 619.231 632.308
100% 655.714 652.929
120% 653.529 648.412
20% 618.000
30% 685.250

40% 619.167
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Tabla N°30. (continuacién)

50% 663.857
60% 683.750
70% 709.667
80% 667.273
90% 633.154
100% 659.214
120% 636.118
MEDIA 642.549 657.123
Desviacién estandar 35.352 33.68047907
Varianza 1249.786 1134.37467
CV% 5.502 5.125
Dato Max. 690.000 718.444
Dato Min. 583.333 594.333

Fuente: elaboracion propia

Tabla N° 31. Reproducibilidad. Evaluacion estadistica de los factores de respuesta de HCT a
272nm (Variable: Dia 1 y Dia 2)

Prueba F para varianzas de dos muestras

a: 0.01
Dial Dia 2
Media 642.5491061 657.1234175
Varianza 1249.78598 1134.37467
Observaciones 20 30
Grados de libertad 19 29
F 1.101740027
P(F<=f) una cola 0.397599595
Valor critico para F (una cola) 2.598744015

Para t para dos muestras suponiendo varianzas iguales
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Tabla N°31. (continuacién)

a: 0.01

Dial Dia2
Media 642.5491061 657.1234175
Varianza 1249.78598 1134.37467
Observaciones 20 30
Varianza agrupada 1180.058314
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 48
Estadistico t -1.469694037
P(T<=t) una cola 0.074084571
Valor critico de t (una cola) 2.406581273
P(T<=t) dos colas 0.148169142
Valor critico de t (dos colas) 2.682204027

Fuente: elaboracion propia

La Tabla N° 31 muestra un valor de CVV% de 5.502% para la Preparacion 1-2 (Dia:1) y un valor de
5.125% para la Preparacion 3-4-5 (Dia: 2), entrando ambos dentro del criterio de evaluacion
propuesto en el presente trabajo que es de CV% <10%. Partiendo de esto, se realiz6 la Prueba F

para varianza de dos muestras, para conocer si las varianzas de los dos grupos son iguales

Realizado el célculo de la comprobacion de varianzas entre la Preparacion 1-2 y Preparacion 3-4-
5, en la Tabla N° 23 se puede observar que tiene un valor o de 0.3976 el cual es superior al valor
de o establecido de 0.01, dando como conclusion que las varianzas de los factores de respuesta de
los niveles de las preparaciones 1-2 y 3-4 son iguales. Partiendo de esto, se realizo la “Prueba t

suponiendo varianzas iguales” para comprobar si las medias de dichas preparaciones son iguales.

Al realizar dicha prueba, se obtuvo un valor de 0=0.07 el cual es mayor que el valor de o propuesto
de 0.01, dicho esto, se puede concluir que las medias de los factores de respuesta de las
preparaciones 1-2 y 3-4-5 son iguales, por lo cual, los factores de respuesta de las cinco
preparaciones se pueden tomar como uno solo grupo y asi calcular el coeficiente de variacion.
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Tabla N° 32. Reproducibilidad del estdndar de HCT a 272 nm

NIVEL Preparacion 1 ala5
Factor de respuesta:

abs. Especifica

(mg*ml-1)
20% 583.333
30% 652.500
40% 593.333
50% 627.143
60% 690.000
70% 688.889
80% 661.818
90% 619.231
100% 655.714
120% 653.529
20% 583.333
30% 652.500
40% 593.333
50% 627.143
60% 690.000
70% 688.889
80% 661.818
90% 619.231
100% 655.714
120% 653.529
20% 594.333
30% 674.250
40% 601.333
50% 655.714
60% 691.375
70% 716.000
80% 666.545

90% 636.769
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100% 648.071
Tabla N°32. (continuacion)
120% 653.176
20% 616.667
30% 697.500
40% 609.833
50% 658.286
60% 700.125
70% 718.444
80% 666.182
90% 632.308
100% 652.929
120% 648.412
20% 618.000
30% 685.250
40% 619.167
50% 663.857
60% 683.750
70% 709.667
80% 667.273
90% 633.154
100% 659.214
120% 636.118
MEDIA 651.294
Desviacion estandar 34.756
Varianza 1207.994
CV% 5.336
Dato Max. 718.444
Dato Min. 583.333

Fuente: elaboracion propia

En la Tabla N° 32 el valor del coeficiente de variacién de los factores de respuesta de las

preparaciones 1-5 es CV=5.336%, el cual es menor al limite propuesto de CV<10%.
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Se puede concluir que las variables de “Dia” y “Analista” no generan variabilidad significativa en
los factores de respuesta”, debido a esto, se permitio la mezcla de todos los factores de respuesta
por cada nivel de las 5 preparaciones estandar de HCT para obtener un valor de factor de respuesta
(absortividad especifica) promedio para ser utilizado en los célculos posteriores.

El resumen de los resultados de reproducibilidad de HCT a 272 nm se presentan en la Tabla N° 33

Tabla N° 33. Resumen de los resultados de reproducibilidad del estandar HCT

Evaluacion Limite Resultado

Propuesto

Coeficiente de variacion de los

factores de respuesta (variable: dia) CVpra=<10% CVr(dia 1)=5.502%

a la longitud de onda o CVr(dia 2=5.125%
Coeficiente de variacion de los
factores de respuesta a la longitud CVpra=<10% CVp=5.336%
de onda o

Contraste de significacion de t de
Student para la Comparacion de Hy: X1=X2 0.07>0.05
dos Medias suponiendo varianzas

iguales

Fuente: elaboracion propia

5.7 Determinacion del Valor de la Absortividad especifica al 1% (a,,) de LOP e HCT por medio

de la Linea de Calibracion.

Se utilizo la ecuacion 36 para obtener la absortividad especifica por cada uno de los niveles de

concentracion de todas las preparaciones tanto de LOP como de HCT.
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A continuacion, se muestra el célculo de absortividad especifica del nivel 1 (20%) de “LOP

Estandar Preparacion 01” a 242 nm

a =
1%
C1%

Donde:

ay,: absortividad especifica al 1% a 242 nm de Losartan
A: valor de absorbancia (ver Tabla N° 4)

c: valor de concentracion (%m/v) del nivel elegido
Luego,

0.3686

a, =————————
% 70,0011 mg/ml

a,,, = 335.091mg -ml™*

La solucion ST de Losartan potasico en su nivel del 20% de concentracion presenta una

absortividad especifica de 335.091 a 242 nm.

Nota: Se repitio este proceso con cada una de los niveles que conforman cada punto en la linea de
calibracién, por cada una de las preparaciones estandar por analito. Dichos resultados se ven
reflejados en la Tabla N° 36

Después de realizado los calculos de absortividad por cada nivel de concentracion se obtuvo un
valor promedio de absortividad por cada preparacion a cada una de las dos longitudes de onda de
estudio, 242 y 272 nm. El Anexo N°8 muestra la tabla con todos los valores de absortividad

especifica al 1% obtenidos.

Estos valores de absortividades especificas fueron usados para los calculos de concentracion

posteriores.



Tabla N° 34. Absortividad especifica al 1% de LOP a 242 nm

Concentracion LOP

Absortividad esp. al 1% (mg-ml") a 242 nm

(mg/mi) Preparaciéon 1 | Preparacién 2 | Preparacion 3 | “Preparacion
4

Nivel 20% (0.011 mg/ml) 335.091 340.909 355.455 335.273
Nivel 30% (0.0167 mg/ml) 332.970 334.242 339.939 340.121
Nivel 40% (0.022 mg/ml) 336.636 331.091 339.318 334.455
Nivel 50%(0.028 mg/ml) 350.926 347.000 352.185 351.185

Nivel 60% (0.033 mg/ml) 341.303 340.061 345.121 346.455
Nivel 70% (0.039 mg/ml) 341.132 340.658 350.237 346.658

Nivel 80% (0.044 mg/ml) 340.614 340.568 346.318 340.841

Nivel 90% (0.050 mg/ml) 345.163 341.918 350.204 343.714

Nivel 100% (0.055 mg/ml) 354.091 342.073 347.582 341.073
Nivel 120% (0.066 mg/ml) 350.121 342.500 346.788 340.485
Promedio (x) 342.805 340.102 347.315 342.026

Fuente: elaboracion propia
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Tabla N° 35. Absortividad especifica al 1% de LOP a 272 nm

Concentracion LOP

Absortividad esp. al 1% (mg-ml") a 272 nm

(mg/mi) Preparaciéon 1 | Preparacién 2 | Preparacion 3 | “Preparacion
4

Nivel 20% (0.011 mg/ml) 117.727 120.182 133.455 118.455
Nivel 30% (0.0167 mg/ml) 118.303 116.485 120.788 122.000
Nivel 40% (0.022 mg/ml) 118.273 114.909 120.000 118.500
Nivel 50%(0.028 mg/ml) 126.370 123.667 124.815 125.148

Nivel 60% (0.033 mg/ml) 120.364 119.394 122.636 123.515
Nivel 70% (0.039 mg/ml) 122.763 120.105 125.132 123.868

Nivel 80% (0.044 mg/ml) 120.614 119.864 124.136 121.318

Nivel 90% (0.050 mg/ml) 123.184 122.490 125.592 122.449

Nivel 100% (0.055 mg/ml) 132.655 120.782 124.964 121527
Nivel 120% (0.066 mg/ml) 131.091 121.106 124.561 121.455
Promedio (x) 123.134 119.898 124.608 121.824

Fuente: elaboracion propia
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Tabla N° 36. Absortividades especificas al 1% de HCT a 242 nm
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Concentracién HCT (mg/ml) Absortividad esp. al 1% (mg-ml!) a 242 nm
Preparacion | Preparacion | Preparacion Preparacion Preparacién
1 2 3 4 5

Nivel 20% (0.0028 mg/ml) 626.429 642.857 636.786 660.714 662.143
Nivel 30% (0.0042 mg/ml) 620.952 630.952 642.143 664.286 652.619
Nivel 40% (0.0055 mg/ml) 635.714 642.857 644.286 653.393 663.393
Nivel 50%(0.0069 mg/ml) 627.000 647.143 655.714 658.286 663.857
Nivel 60% (0.0083 mg/ml) 657.262 657.143 658.452 666.786 651.190
Nivel 70% (0.0097 mg/ml) 666.129 682.796 692.903 695.269 686.774
Nivel 80% (0.0111 mg/ml) 650.268 646.429 654.643 654.286 655.357
Nivel 90% (0.0125 mg/ml) 639.206 651.587 656.984 652.381 653.254
Nivel 100% (0.0140 mg/ml) 655.429 650.714 648.071 652.929 659.214
Nivel 120% (0.0166 mg/ml) 661.369 655.952 660.952 656.131 643.690

Promedio (%) 643.976 650.843 654.593 661.446 659.149

Fuente: elaboracion propia



Tabla N° 37. Absortividades especificas al 1% de HCT a 272 nm
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Concentracion HCT (mg/ml) Absortividad esp. al 1% (mg-ml!) a 272 nm
Preparacion Preparacién Preparacion Preparacion Preparacion
1 2 3 4 5

Nivel 20% (0.0028 mg/ml) 59.642 59.642 47.143 67.143 75.714
Nivel 30% (0.0042 mg/ml) 48.333 48.333 51.905 74.762 63.333
Nivel 40% (0.0055 mg/ml) 58.035 58.035 54.286 66.250 74.286
Nivel 50%(0.0069 mg/ml) 54.428 54.428 55.143 60.714 71.000
Nivel 60% (0.0083 mg/ml) 55.833 55.833 60.238 62.500 59.524
Nivel 70% (0.0097 mg/ml) 59.354 59.354 67.097 66.129 62.903
Nivel 80% (0.0111 mg/ml) 49.285 49.285 60.357 58.661 62.589
Nivel 90% (0.0125 mg/ml) 62.301 62.301 60.000 58.810 60.000
Nivel 100% (0.0140 mg/ml) 57.285 57.285 58.786 58.000 58.857
Nivel 120% (0.0166 mg/ml) 56.845 56.845 57.381 57.440 57.381

Promedio (x) 56.134 56.134 57.234 63.041 64.559

Fuente: elaboracion propia

5.8 [Resultadosl de ensayos de disolucion forzada con muestras Comentado [FK27]: Pensaria que es mejor presentar en el

siguiente orden:

-Disolucién Forzada (tanto balén como disolutor)

Se realizaron los procedimientos presentados en las secciones 4.6.1.1y 4.6.1.2 y se obtuvieron los T2l (D LELE)
- Prueba de Liberacién (disolucion)

siguientes resultados de valores de absorbancia presentados en la Tabla N° 38
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Tabla N° 38. Valores de absorbancia obtenidos en ensayos de disolucion forzada

Procedimiento Valor de absorbancia

242 nm 272 nm

Dilucion forzada con agitacion magnética 2.0075 1.6052
Balén 1

Dilucién forzada con agitacion magnética 2.0163 1.6440
Bal6n 2

Disolucion forzada en disolutor Vaso 1 1.9991 1.5810

Disolucién forzada en disolutor VVaso 2 2.0162 1.5874

Fuente: elaboracion propia

5.8.1 Calculos de concentracién (mg/ml) de LOP e HCT para muestras de disolucion

forzada: Simultaneo de Ecuaciones

Como fue detallado en las secciones 4.6.3.1 y 4.6.3.2 se realizo el célculo de las concentraciones
de analitos en solucion, por medio de dos sistemas matematicos, simultaneo de ecuaciones, y

resolucién por matrices.
Se usaron los siguientes datos, para sustituir las variables dentro de las ecuaciones 38 y 40

(Las absorbancias a 242 y 272 corresponden al Bal6n 1 dentro de la seccidn 5.5, para este ejemplo)

242 . - E .
ay al 1%: 591‘420‘ Comentado [FK28]: Es necesario explicar de donde sale

cada valor de Absortividad.

ar**al 1%: 343.062

2% al 1%: 654.00



a.’?al 1%: 122.366
Agay: 2.0075

A272: 1.6052

Sustituyendo los valores dentro de la ecuacién 40:

242 272
e —a Ay,

CH -
242 272 272 242
L % T4 Ay

_ (1.6052 x 343.062) — (122.366 x 2.0075)

H (343.062 X 654.00) — (122.366 X 59.42)

Cy (%m/v) =0.00141

Cy = 0.0141 mg/ml

132

(40)

(40)

Para encontrar la €, se sustituyen de igual fomra las variables en la ecuacion 38

242

C = Aygp —ay Cy

L= 242
L

(38)
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20075 — (59.420 * 0.00141)
B 343.062

L

C, al 1% = 0.00561 mg/ml

C, =0.0561mg/ml

Obteniendo como resultado que la concentracion de LOP en la tableta dentro del Vaso 1 es de
0.0561 mg/ml y de HCT es de 0.0141 mg/ml.

NOTA: Estos calculos fueron utilizados para cada una de los ensayos de muestras en la seccién 5.5

como con la seccion 5.6 del presente trabajo.

5.8.2 Caélculos de concentracion (mg/ml) de LOP e HCT para muestras de disolucion

forzada: Método Matricial

Partiendo de las dos ecuaciones de trabajo

Ay = ai**Cy + af**Cy (36)
Ayry = a77?C + af/*Cy (37

Donde:
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(Las absorbancias a 242 y 272 corresponden al Bal6n 1 dentro de la seccidn 5.5, para este ejemplo)

242 . ‘4 ‘ Comentado [FK29]: Es necesario explicar de donde sale
0 8 pli
ay al 1%: 59.420 cada valor de Absortividad.

a;?al 1%: 343.062
2% al 1%: 654.00

a’’%al 1%: 122.366
Agaz: 2.0075

A272: 1.6052

Se sustituyen las variables dentro de las ecuaciones:

2.0075 = 343.06 * €, + 59.42 * Cy
1.6052 = 122.37 = C;, + 654.00 = Cy

Posteriormente, se colocan ambas ecuaciones en su arreglo matricial
X Y

1 343.06 59.42

- 20075
2 112237 654

1.6052

Cy
C

La resolucion matricial consiste en encontrar los siguientes valores:

- Determinante del sistema (As)
- Determinante de X, 0 este caso LOP (ALoP)
- Determinante de y, o este caso HCT (AHCT)
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El determinante del sistema (As) se obtiene restando los productos obtenidos de la multiplicacion
los valores de columna Y1y X2 del producto obtenido de la multiplicacion de los valores de la

columna X1y Y2, esto se representa de la siguiente manera:

X Y

1 343.06 59.42
2 122.37 654

(As)= (X1*Y2) — (Y1 % X2)

(As)= (343.06 * 654) — (59.42 * 122.37)

(As)= 217,090.01

@y

El determinante de “x” se obtiene de la misma manera, solamente que los valores de la columna

“X” son sustituidos por los valores independientes:

X Y

1 2.0075 59.42

2 1.6052 654

(Ax)= (X1+Y2) — (Y1 X2)
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(Ax)= (2.0075 * 654) — (59.42 * 1.6052)

(Ax)=1217.52

El determinante de “y” se obtiene, sustituyendo los valores de la columna Y, con los valores

independientes

X Y

1 343.06 2.0075
2 12237 1.6052

(Ay)= (X1%Y2) — (Y1 xX2)
(Ay)= (343.06 * 1.6052) — (2.0075 * 122.37)
(Ay)= 305.02

La concentracion de LOP e HCT se obtiene dividiendo el determinante de x y y entre el
determinante del sistema.

Para LOP

Ax

- 1217.52
L™ 217,090.01

Cral 1% = 0.00561 mg/ml
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C, = 0.0561 mg/ml

Para HCT:

288.30

H = 217,090.01

Cyal1% = 0.00141 mg/ml

Cy =0.0141mg/ml

NOTA: Estos calculos fueron utilizados para obtener la concentracion de la muestra del Balén 2,

y de igual forma, para las muestras de disolucion forzada en vaso de disolutor.

5.8.3 Calculo de cantidad en miligramos y porcentaje sobre lo rotulado (%SR) en

muestras de disolucién forzada

Para la realizacién de estos célculos, se tomaron los resultados de la tableta del Vaso 1 en la Tabla
N°38.

Se sustituyen los valores de concentracion de ambos analitos, en las ecuaciones

C, X FD =mg,,



138

Cy X FD = mgy

Se multiplica el valor de la concentracion en mg/ml por el factor de dilucion

0.0561 x 900 = mg,,
0.0141 x 900 = mgy
50.49 mg = mg,

12.69 mg = mgy

Se utiliza la siguiente ecuacion para el calculo

%SR, = mg; real
oonL T mg, rotula
mgy real
%SRy = ————
#0SRy mgy rotula
Para Losartan,
%R, = 229G 100%
L 50 mg

%SR;, = 100.98%
Para Hidroclorotiazida:

12.69 mg
%SRy = m X 100%

%SRy = 101.52%
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NOTA: Estos céalculos fueron utilizados para cada una de los ensayos de muestras en la seccion 5.5
como con la seccion 5.6 del presente trabajo.

La siguiente tabla muestra los resultados de valores de concentracién (mg/ml) obtenidos de LOP y
HCT de las muestras utilizadas en las pruebas de disolucion forzada, usando los dos métodos

matematicos propuestos.

De igual manera, muestra los valores de peso en miligramos de cada analito, al igual que el
porcentaje sobre lo rotulado.

Tabla N° 39. Valores de concentracion (mg/ml) obtenidos de LOP y HCT de las muestras

utilizadas en las pruebas de disolucién forzada

Prueba Conc. (mg/ml) Peso (mg) %SR

Simultaneo Matrices Simultaneo Matrices Simultaneo Matrices

LOP HCT LOP HCT LOP | HCT | LOP | HCT LOP HCT LOP HCT
Disolucion | Balon | 0.0561 | 0.0141 | 0.0561 | 0.0141 50.49 | 12.69 | 50.49 | 12.69 100.98 | 101.52 | 100.98 | 101.52
con 1
agitacion
magnetica Balon | 0.0562 | 0.0146 | 0.0563 | 0.0146 50.58 | 13.14 | 50.67 | 13.14 101.34 | 105.00 | 101.34 | 105.00
2
Disolucion | Vaso | 0.0559 | 0.0137 | 0.0559 | 0.0137 50.31 | 12.33 | 50.31 | 12.33 100.62 | 98.64 | 100.62 | 98.64
Forzada 1
en
Vaso | 0.0564 | 0.0137 | 0.0564 | 0.0137 50.76 | 12.33 | 50.76 | 12.33 101.52 | 98.64 | 101.52 | 98.64

Disolutor

Fuente: elaboracion propia
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5.9 Resultados de absorbancia en Prueba de disolucion de monografia USP “LOP e HCT
tabletas”

Se realiz6 la prueba de disolucion segin la monografia USP, como lo presenta la seccion 4.8 y se

obtuvieron los siguientes valores de absorbancia, presentados en la Tabla N° 40

Tabla N° 40. Valores de absorbancia de ensayo final de prueba de disolucién segiin monografia

USP

Tabletas Valor de absorbancia

242 nm 272 nm
Tableta 1 2.0132 1.5585
Tableta 2 1.9748 1.5581
Tableta 3 2.0730 1.5915
Tableta 4 1.9744 1.5287
Tableta 5 2.0395 1.5657
Tableta 6 1.9948 1.5358

Fuente: elaboracion propia

5.9.1 Calculos de concentracion de LOP e HCT en muestras de Prueba de Disolucién:
Simultaneo de Ecuaciones

Como fue detallado en las secciones 4.6.3.1 y 4.6.3.2 se realizo el célculo de las concentraciones
de analitos en solucion, por medio de dos sistemas matematicos, simultaneo de ecuaciones, y

resolucion por matrices.
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Se usaron los siguientes datos, para sustituir las variables dentro de las ecuaciones 38 y 40
Las absorbancias a 242 y 272 corresponden a la Tableta 1, segun Tabla 40

La obtencién de los valores de absorbancia especifica se muestra en la seccién 5.4.

242 . ‘4 ‘ Comentado [FK30]: Es necesario explicar de donde sal
0, 8 plicar de donde sale
Ay al 1%: 59420 cada valor de Absortividad.

a’*al 1%: 343.062

a2’ *al 1%: 654.00

a’’?al 1%: 122.366
Agaz: 2.0132

Ayt 15585

Sustituyendo los valores dentro de la ecuacién 40:

242 272 40
. = Ay, — @y Ay (40)
H™ 242 272 272 242
L Ay T4 Ay
(15585 x 343.062) — (122.366 x 2.0132) (40)

f (343.062 X 654.00) — (122.366 X 59.42)



142

Cy al 1% = 0.00133 mg/ml

Cy = 0.0133 mg/ml

Para encontrar la €, se sustituyen de igual forma las variables en la ecuacion 38

e, @
L= 242
L

. _ 20132 — (59.420 + 0.00133)
L 343.062

C, al 1% = 0.00563 mg/ml

C, =0.0563mg/ml

Obteniendo como resultado que la concentracion de LOP en la tableta 1 es de 0.0133 mg/ml y de
HCT es de 0.0563 mg/ml.

NOTA: Se sigui6 este procedimiento con cada uno de los valores de absorbancia por cada tableta.

5.9.2 Calculos de concentracion de LOP e HCT en muestras de Prueba de Disolucion:
Método Matricial



Partiendo de las dos ecuaciones de trabajo

Azar = af¥*Cp + af* Cy (36)
Ayzy = af7?C + af/*Cy (37)

Se sustituyen las variables dentro de las ecuaciones:

2.0132 = 343.06 * €, + 59.42 * Cy

1.5585 = 122.37 * C;, + 654.00 = Cy,

Posteriormente, se colocan ambas ecuaciones en su arreglo matricial
X Y

1 343.06 59.42
2 122.37 654

Cy
Cn

2.0132

~11.5585

La resolucion matricial consiste en encontrar los siguientes valores:

- Determinante del sistema (As)

143
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- Determinante de x, 0 este caso LOP (ALoP)
- Determinante de y, o este caso HCT (AHCT)

El determinante del sistema (As) se obtiene restando los productos obtenidos de la multiplicacion
los valores de columna Y1 y X2 del producto obtenido de la multiplicacién de los valores de la

columna X1y Y2, esto se representa de la siguiente manera:

X Y

1 |343.06 59.42
2 122.37 654

(As)= (X1%Y2) — (Y1 xX2)

(As)= (343.06 * 654) — (59.42 * 122.37)
(As)= 217,090.01

El determinante de “x” se obtiene de la misma manera, solamente que los valores de la columna

“X” son sustituidos por los valores independientes:

X Y

1 2.0132 59.42

2 1.5585 654
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(Ax)= (X1+Y2) — (Y1 X2)
(Ax)= (2.0132 = 654) — (59.42 * 1.5585)

(Ax)= 1224.03

El determinante de “y” se obtiene, sustituyendo los valores de la columna Y, con los valores

independientes

X Y

1 343.06 2.0132
2 122.37 1.5585

(Ay)= (Y1 * X2) — (X1 %Y2)

(Ay)= (343.06 * 1.5585) — (2.0132 * 122.37)

(Ay)= 288.30

La concentracion de LOP e HCT se obtiene dividiendo el determinante de x y y entre el

determinante del sistema.

Para LOP



146

- 1224.03
L™ 217,090.01

Cral 1% = 0.00564 mg/ml

C, = 0.0564 mg/ml

Para HCT:

288.30

H = 217,090.01

Cy al 1% = 0.00133 mg/ml

Cy =0.0133mg/ml

NOTA: Se sigui6 este procedimiento con cada uno de los valores de absorbancia por cada tableta.

5.9.3 Calculo de cantidad en miligramos y porcentaje sobre lo rotulado (%SR) en

muestras de disolucién forzada.

Para la realizacion de estos calculos, se tomaron los resultados de la Tableta 1 en la Tabla N°40.



Se sustituyen los valores de concentracidn de ambos analitos, en las ecuaciones

C, X FD =mg,

Cy X FD = mgy

Se multiplica el valor de la concentracion en mg/ml por el factor de dilucion

0.0564 x 900 = mg,
0.0133 x 900 = mgy
50.76 mg = mg,,
11.97 mg = mgy

Se utiliza la siguiente ecuacion para el calculo

%SR, = mg; real
OoNL T mg, rotula
mgy real
%SRy = ————
#0SRy mgy rotula
Para Losartan,
%R, = 2709 100%
L 50 mg

%SR, = 101.5%
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Para Hidroclorotiazida,

NOTA:

%SRy =

11.97 mg
12.5mg

X 100%

%SRy; = 95.76%

Este céalculo se utiliz6 para las demas tabletas
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La siguiente tabla muestra los resultados de valores de concentracién (mg/ml) obtenidos de LOP y

HCT de las muestras utilizadas en las pruebas de disolucion segin monografia USP, usando los

dos métodos matematicos propuestos. De igual manera, muestra los valores de peso en miligramos

de cada analito, al igual que el porcentaje sobre lo rotulado.

Tabla N° 41. Valores de concentracion (mg/ml) obtenidos de LOP y HCT de las muestras

utilizadas en las pruebas de disolucién

Tableta Concentracion (mg/ml) Peso (mg) %SR
Simultaneo Matrices Simultaneo Matrices Simultaneo Matrices
LOP HCT LOP HCT LOP HCT LOP HCT LOP HCT LOP HCT
Tableta | 0.0564 | 0.0133 | 0.0564 | 0.0133 | 50.76 11.97 50.76 11.97 | 101.52 | 95.76 101.52 | 95.76
1
Tableta | 0.0552 | 0.0135 | 0.0552 | 0.0135 | 49.68 12.15 49.68 12.15 | 99.36 97.2 99.36 97.2
2




Tabla N°41. (continuacion)
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Tableta | 0.0581 | 0.0135 | 0.0581 [ 0.0135 [ 52.29 | 1215 | 5229 | 1215 | 10458 | 97.2 | 104.58 | 97.2
3
Tableta | 0.0553 | 0.0130 | 0.0553 | 0.0130 | 49.77 | 117 49.77 | 117 | 9954 | 93.6 99.54 | 936
4
Tableta | 0.0571 | 0.0132 | 0.0571 | 0.0132 | 51.39 | 11.88 | 51.39 | 11.88 | 102.78 | 95.04 | 102.78 | 95.04
5
Tableta | 0.0559 | 0.0130 | 0.0559 | 0.0130 | 50.31 | 11.7 50.31 | 11.7 | 100.62 | 93.6 | 100.62 | 93.6
6
Fuente: elaboracion propia
5.10 Documento final de Metodologia Analitica

METODO UV-VISIBLE

LOSARTAN POTASICO-HIDROCLOROTIAZIDA TABLETAS

DEFINICION

Las tabletas de Losartan potasico e hidroclorotiazida contienen no menos del 95% y no
maés del 105% de la cantidad declarada de losartan potasico e hidroclorotiazida.

MATERIALES Y EQUIPO:

- Espectrofotometro UV-visible SPECORD 210 PLUS

- Balanza analitica

- Software Aspect Uv




- Celda de cuarzo (1 cm de longitud)

REACTIVOS:

- Losartén potésico
- Hidroclorotiazida

- Agua desgasificada

PREPARACION DE ESTANDAR:

Solucioén estandar de Losartan:

Pesar en balanza 55 mg de Losartan vy trasladar a balén volumétrico de 100 ml, afiadir
agua desgasificada hasta disolver, luego aforar y rotular como solucién madre LOP 0.55

mg/ml

Crear linea de calibracién partiendo de solucién madre, conformada por 2 niveles de
concentracion, el nivel minimo y el méximo, siendo la méaxima concentracion del 120% y

la menor concentracién de 20%.

Ssolucion estandar de Hidroclorotiazida:

Pesar en balanza 35 mg de Hidroclorotiazida y trasladar a balén volumétrico de 250 ml,
afiadir agua desgasificada hasta disolver, luego aforar y rotular como solucién madre HCT
0.14 mg/ml

Crear linea de calibracion partiendo de solucion madre, conformada por 10 niveles de
concentracion, siendo la maxima concentracion del 120% y la menor concentracién de
20%.

150

Comentado [FK31]: Discutir esto.
Los niveles de concentracion, s6lo se efecttian cuando se
realiza LINEALIDAD.

En andlisis rutinario se trabaja:
- 1 nivel, 2 o 3 preparaciones
- 2 niveles, 2 preparaciones




PREPARACION DE MUESTRA:

DIRECTA:

Al terminada la prueba de disolucién, extraer con canulas y trasladar a tubo de ensayo

cantidad suficiente de muestra para ambientar la celda de cuarzo y para lectura.

CON DILUCION:

Al terminar la prueba de disolucion, extraer con canulas y trasladar a beaker pequefio la
cantidad necesaria de muestra para realizar la dilucion. Transferir con pipeta volumétrica
la cantidad previamente elegida de alicuota a un balén volumétrico y llevar a aforo.

PROCEDIMIENTO:

Determinar la cantidad de LOP e HCT disuelta utilizando el espectrofotometro

Ultravioleta-visible, realizando lecturas de absorcion a las longitudes de onda elegidas.

CALCULO:

Calcular la cantidad disuelta, en mg, de LOP e HCT haciendo uso de las siguientes

formulas:
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mg,; = Py X FD
L
242 272
mgy = Az72ai™" — ay'"Azap % FD
H =" 242 272 272 242
apag - —aptag

Donde:

C,.: Concentracion de LOP.

Cy: Concentracion de HCT.

A,,,: Absorbancia de muestra a 242 nm.
A,,: Absorbancia de muestra a 272 nm.

242

ay ~al 1%: absortividad especifica al 1% de HCT a 242 nm.

242
a,

272

al 1%: absortividad especifica al 1% de LOP a 242 nm.

a,; “al 1%: absortividad especifica al 1% de HCT a 272 nm.

272

a; “al 1%: absortividad especifica al 1% de LOP a 272 nm.
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CAPITULO VI




154

6.0 CONCLUSIONES

1. El uso de esta metodologia analitica para la cuantificacién de dos analitos en una misma Comentado [FK32]: Esta podria ser una recomendacion o
conclusién de la metodologia analitica

forma farmacéutica, se debe tener en cuenta el comportamiento espectrofotométrico
individual de cada analito, idealmente, como requisito minimo, el analito "x" debe poseer
un maximo de absorcion, mientras que el analito "y" un minimo de absorcion a una misma

longitud de onda.

2. Lacaracterizacion de las propiedades fisico-quimicas de LOP e HCT permitieron establecer
como disolvente adecuado “agua desgasificada” para el desarrollo de la metodologia
analitica, asi como también la puesta a punta de las condiciones del sistema de lectura de la
técnica espectrofotométrica, lo que permitié determinar el sistema de longitudes de onda
maximo de LOP de 242 nm y minimo 272 nm, y para HCT de méximo 272 nm y minimo
de 242 nm.

3. En la reproducibilidad de los estandares a partir de los factores de respuesta obtenidos de
la linea de calibracidn, los resultados reflejan que es posible cuantificar en las dos
longitudes de onda o y f tanto para LOP y HCT, mediante la evaluacién del coeficiente de
variacion y el Contraste de significacion de Student para la Comparacién de dos Medias
suponiendo varianzas iguales, el que se obtuvo resultados menores a los limites propuestos
demostrando asi que la variabilidad de las medias y las varianzas son similares contrastando
dias de preparacion asi como analistas.

4. En la repetibilidad de los estdndares a partir de los factores de respuesta obtenidos de la
linea de calibracion, los resultados reflejan que es posible cuantificar en las dos longitudes
de onda a y P tanto para LOP y HCT, mediante la evaluacion del coeficiente de variacion
y el Contraste de significacion de Student para la Comparacion de dos Medias suponiendo
varianzas iguales, el que se obtuvo resultados menores a los limites propuestos demostrando
asi que la variabilidad de las medias y las varianzas son similares contrastando cada

preparacion con sus respectivos dias de elaboracion.
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5. Basandose en los resultados obtenidos, el método desarrollado puede aplicarse de manera
eficiente como alternativa al HPLC como herramienta para la cuantificacion de los activos
en las distintas pruebas de control de calidad como son perfil de disolucién, y contenido

quimico.

6. Las tabletas evaluadas con el presente método analitico cumplen lo establecido en la
definicion expuesta en la monografia USP "Losartan potasico e hidroclorotiazida, tabletas"
donde se establece que la muestra debe contener no menos del 95% y no mas del 105%.
Los resultados confirman esto dando un promedio de los %SR del 101.4% para LOP, y de

95.4% para HCT, Comentado [FK33]: 0JO

La prueba que estan haciendo es de DISOLUCION.
Los limites son otros
Son criterios S1
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CAPITULO VII
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7.0 RECOMENDACIONES

1. Continuar la investigacion con otra variedad de principios activos que cuenten con sefiales
en el UV-Vis, siempre enfocada a la cuantificacion de dos o mas principios activos

empleando la técnica espectrofometrica.

2. Efectuar estudios de aplicacion farmacéutica con la técnica UV-Vis a fin de ampliar el uso
de esta frente a otras técnicas convencionales de HPLC, en todas las pruebas farmacéuticas

que sea factible su aplicacion.

3. AlaFacultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de EI Salvador, desarrollar a futuro
investigaciones que amplien el conocimiento sobre el uso de la técnica espectrofotométrica,

en la determinacion cuantitativa de formas farmacéuticas que posean mas de un analito.
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ANEXO N° 1: Espectro de absorcion ultravioleta-visible de LOP

Name LOSARTAN y
POTASSIUM SALT 6 35
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ANEXO N° 2: Espectro de absorcion ultravioleta-visible de HCT.
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ANEXO N°3. Rango de medicién fotométrica de espectrofotometro SPECORD 210 PLUS segln

manual

Caracteristicas técnicas de los espectrometros

SPECORD 200/210 PLUS

Principio 6ptico SPECORD 200/210 PLUS: Espectrofotémetro de
doble haz

Receptor SPECORD 200 PLUS: dos fotodiodos de gran
superficie no termostatizados
SPECORD 210 PLUS: dos fotodiodos termosta-
tizados (CDD; Cooled Double Detection)

Optica Monocromador con rejilla hologréfica

Divisién del recorrido 6ptico en dos mediante el
divisor de haz

Rango de longitudes de onda 190 - 1100nm
Rango de indicacién fotométrica -8a8A
Rango de medicién fotométrica -3a3A
Precision de la longitud de onda de <40,1 nm

la linea de deuterio a 656,1 nm




ANEXO N.° 4: Monografia de LOP e HCT tabletas.



Losartan Potasico e Hidroclorotiazida,
Tabletas

DEFINICION

Las Tabletas de Losartdn Potisico e Hidroclorotiazida
contienen no menos de 95,0% y no mds de 105,0% de la
cantidad declarada de losartan potdsico (C”HnC!KN¢0) e
hidroclorotiazida (C,H,CIN,O,S;).

IDENTIFICACION
» A. Los tiempos de retencién de los picos principales de la
Solucidn muestra corresponden a los de la Solucién

mezclar hasta que el sélido se disperse. Diluir con Solucién
ultrasonido.

amortiguadora A a volumen y someter a
Tabla 3
Contenido de la Tablata
Losartan Potasico/ Volumen do Ma-|  Volumen de
Hidrodorotianda traz Diluyente
(mg) (ml) (ml)
50125 250 210
100123 500 a0
10025 500 420

segln se obtienen en la Valoracidn.

* B. Los espectros UV de los picos principales de la Solucdn
muestra corresponden a los de la Solucidn estdndar, segin
se obtienen en la Valoracion.

VALORACION
Cambio en la redaccién:

* PROCEDIMIENTO

Solucién amortiguadora A: 2,76 g/L de *fosfato
monobdsico de sodio, g 1.n-2020) €0 agua. Ajustar con
dcido fosférico a un pH de 2,5.

Solucién amortiguadora B: 1,25 g/L de fosfato
monobdsico de potasio y 1,5 g/L de fosfato dibdsico de
sodio en agua. El pH de la solucion resultante es
aproximadamente 7,0-7,5.

Solucién A: Acetonitrilo y Solucidn amortiguadora B (7:93)

Solucién B: Acetonitrilo

Fase mévil: Ver la Tabla 1.

Solucién muestra: Diluir una porcién de Solucién madre de
la €on ac itrilo (20% del del
matraz) y Iuego con Solucién A, hasta
obtener una solucién con concentraciones nominalesde
losartdn potdsico e hidroclorotiazida smilares a los de la
Solucidn estdndar. Pasar una porcién de esta solucién a
través de un filtro de PTFE o equivalente con un tamafo de
poro de 0,45 pm y usar el filtrado.

Sistema WMSZ

Cmmﬂ?mﬂa 1, itud def Sistema..
“odur. HPL i )
Detector: UV 280 nm. Para Identificocidn B, usar un
detector de arreglo de diodos en el intervalo 190-400 nm.
Columna: 3,9 mm x 15 cm; relleno L7 de 5 pm
Temperatura de la columna: 35°
Velocidad de flujo: 1 mL/min
Volumen de inyeccién: 20 L
Apﬂud del sistema
Muestra: Solucidn estdndar

Tabla 1 [NoTA—Los tiempos de retencién relativos para
= ucs A = s hdmabrwotmlt]ybsanénsonIOy30
de aptitud
0 100 0 Fggfdeaslmema No mds de 2,5 para el pico de
i = = Desviacién estandar relativa: No mds de 2,0% para los
28 38 &2 picos de hidroclorotiazida y de losartdn
0 100 0 Anilisis :
y Soludién muestra
35 100 0 Cakdar el c de la cantidad declarada de losartin

Diluyente: Acetonitrilo y Solucidn anm'guudom A (50:40)
Solucién T de ER

Losartdn Potdsico USP y ER H:droclotmnda USP a un
matraz volumétrico adecuado y disolver en Diluyente (50%
del volumen del matraz). Diluir con Solucién amortiguadora
A a volumen hasta obtener una solucién con
concentraciones segln se indica en la Tabig 2. Pasar una
porcién de la solucién a través de un filtro de PTFE o
equivalente con un tamafo de poro de 0,45 pm.

Tabla 2
Contanido d a Table- £ ”
Losartén Potdsico/ !l lnsnﬂh m ER l’.t:‘t:dugr’m
(mg) (vlglll!l) (mg/mL)
50125 04 01
100/12,5 04 0,05
100/25 04 01

Solucién madre de la muestra: Transferir 10 Tabletas a un
matraz volumétrico adecuado y agregar Diluyente segln se
indica en la Tabla 3. Mezclar bien y agitar mecdnicamente o

C,,H,;CI N,O) o hidroclorotiazida
(C,H.CIN 0,5,) en la porcién de Tabletas tomada:

Resultado = (r,/r,) x (G/C,) x 100

Iy = respuesta del pico de losartdn o hidrodlorotiazida
de la Solucidn muestra
I = respuesta del pico de losartdn o hidroclorotiazida
de la Solucidn estandar
C = concentracién de ER Losartan Potdsico USP o ER
Hidroclorotiazida USP en la Solucidn esténdar
(mag/mL)
G = concentracién nominal de losartin potdsico o
hidroclorotiazida en la Solucién muestra
(mg/mL)
Criterios de aceptacién: 95,0%-105,0%
PRUEBAS DE DESEMPENO
* DISOLUCION (711)

Medio: Agua; 900 mL, desgasificada
Aparato 1: 100 pm
Tiempo: 30 mi

para y para hidrod



Solucdién amortiguadora: 1,36 g/L de fosfato monobisico
depotasaoenagua Agustarconéodofosiﬁncoauan
de 2

Fase mdvll Ac i y Solucién (40:60)

Solucién madre de losartan potasico: 0, 44 mg/mL de ER
Losartdn Potasico USP en Medio

Solucién madre de hidroclorotiazida: 0,14 mg/mL de ER
Hidroclorotiazida USP, que se prepara disolviendo en
:,noe'tanol {10% del volumen del matraz). Diluir con Medioa

umen.

dar: Transferir volts i de
Solucidn madre de losartén potésico y Solucién madre de
hidroclorotiazida a un matraz volumétrico de 100 mL
seg(n los esquemas de dilucién en la Tablg 4. Diluir con

Tolerancias: No menos de 85% (Q) de la cantidad
declarada de losartdn potasico (C,,H,,CIKN,O) y no
menos de 75% (Q) de la cantidad declarada de
hidroclorotiazida (C,H,CIN,0.S;)

Prueba 2: Si el producto ¢ con esta prueba, el
etiquetado indica que el producto cumple con la Prueba de
Disolucidn 2 de la USP.

Medio, Aparato 1y Tiempo: Proceder segdn se indica
en la Prueba 1.

Solucién amortiguadora: 1,78 g/l de fosfato dibdsico de
so};i:edgnsdmto en agua. Apstar con dcido fosférico a un
pl

Fase mévil: Ac i y Solucién ig (32:68)

Diluyente: Acetonitrilo y agua (40:60)

Medio a volumen. Solucién madre del estindar 1: 1,1 mg/mL de ER
Losartdn Potdsico USP en Diluyente. Puede ser necesario
Tabla 4 someter a ultrasonido para disolver completamente.
Contonido de la Table- Solucién madre del estdndar 2: 0,28 mg/mL de ER
ta Hidroclorotiazida USP en Dijuyente. e ser necesario
Lazartie Poticdco/ Mostada Ada someter a ultrasonido para disolver completamente.
2 Madrs do Losartdn | Solucion Madre de Solucién T de
rottazida Potasico Hidrodorotiazida Sohndnmﬁrdﬂntﬁndalyﬂxﬂnm&edelmm
{mg) (mb) {ml) 2 aun matraz volumétrico de 100 mL segdn los esquemnas
50125 125 100 de dilucién en la Tabla 5. Diluir con Medio a volumen.
10012,5 250 100 Tabla 5
100725 230 200 Contanido de la Table-
a
Losartan Potasko/ Adicuots do Alicuota do
Solucién muestra: Pasar una porcién de la solucién en Hidrodorotiazida Soludén Sohcﬁnh
andlisis a través de un filtro adecuado con un tamafio de (mg) del Estandar 1 (ml) | del Estandar 2 (ml)
poro de 0,45 pm. S0N2,3 s s
Sistema cromatogréfico
(Ver Cromatografia (621, Aptitud del Sistema.) 100125 10 5
Modo: HPLC
Detector: UV 230 nm e ) b Les

Columna: 4,6 mm x 25 cm; relfleno L7 de 10 pm
Temperatura de la columna: 35°
Velocidad de flujo: 2,3 mL/min
Volumen de inyecdén: 20 pL
Tiempo de corrida: No menos de 2 veces el tiempo de
retencién del pico de losartin
Aptitud del sistema
Muestra: Solucidn estdndar
[NOTA—Los tiempos de retencién relativos para
hidroclorotiazida y losartdn son 1,0y 2,7,
respectivamente.]
Requisitos de aptitud
Resolucién: No menos de 2 entre los picos de
hidroclorotiazida y losartdn
Desviacién estandar relativa: No mas de 2,09 para los
picos de hidroclorotiazida y de losartdn
Anilisis
Muestras: Soiucidn esténdar y Solucién mwsnra
Calcular la cantidad disuelta de losartan
(C;;H,CIXN,O) o hidroclorotiazida (C,H,CIN. O.S,),
como porcentaje de la cantidad declarada:

Resultado = (r/ry) x C; x Vx (1/1) x 100

Iy del pico de an o hidroc
de la Solucién muestra

s = respuesta del pico de losartdn o hidroclorotiazida
dela Sobadnp'cstﬁndar

G = concentracién de ER Losartdn Potdsico USP o ER
Hidroclorotiazida USP en la Solucidn estdndar
(ma/ml)

v = volumen de Medio, 900 mL

L = cantidad declarada (mg/Tableta)

Solucién muestra: Pasar una porcién de la solucién en
andlisis a través de un filtro adecuado con un tamafio de
poro de 0,45 pm.

Sistema cromatografico
(hxil;’glmogmﬂa (621), Aptitud del Sistema.)

Detector: UV 225 nm
Columna: 4,6 mm x 25 cm; relleno L1 deSum

Volumen de inyeccién: 10 pl
Tiempo de corrida: No menos de 2 veces el tiempo de
retencién del pico de losartdn
del sistema
Muestra: Solucion estdndar
[NOTA—Los tiempos de retencién refativos para
hidroclorotiazida y losartin son 1,0y 1,4,

respectivamente.]
Requisitos de aptitud
Desviacién estandar relativa: No masde 2,0% paralos
picos de hidroclorotiazida y de losartan

Anilisis
Muestras: Solucidn estdndary Solucién muestra
Calcular las ¢ de | potdsico

(C5H,;CIKN,0) e hidroclorotiazida (C,H,CIN,0.S,),
declarada:

como porcentaje de la cantidad
Resultado = (ry/r) x G x (1/L) x Vx 100
ry = respuesta del pico de losartdn o hidroclorotiazida
de la Solucién muestra
r = respuesta del pico de losartdn o hidroclorotiazida

de la Solucién esténdar



G = concentracién de ER Losartdn Potdsico USP o ER
iazida USP en la Solucidn estdndar

(mg/mL)
L = cantidad declarada (mg/Tableta)
v = volumen de Medio, 900 mL

Tolerancias: No menos de 85% (Q) de la cantidad
declarada de losartdn potdsico (CzHxCIKN.O) y no
menos de 80% (Q) de la cantidad declarada de
hidroclorotiazida (C,H,CIN,O,5;)

* UNIFORMIDAD DE UNIDADES DE DOSIFICACION (905):

Cumplen con los requisitos.

IMPUREZAS
* IMPUREZAS ORGANICAS
Solucién ai uadora A, Solucién amortiguadora B,

mortig
Sohldén A, Solucién B, Fase mévil Dlluyente, Solucién
Solu dfico:

i6n
Procedersegﬁnsenncﬁcaen la Valamodn
de d i 0,1 ma/mL de ER
Clorotiazida USP, que se disolviendo en e
(50% pe| mer:‘ del mpru?;;ﬁmhw oon Moduym

Aa y

Solucién estindar de compuesto rehdonidokde
benzotiadiazina: 0,1 mg/mL de ER Compuesto
Relacionado A de Benzotiadiazina USP, que se prepara
disolviendo en Diluyente (50% del volumen del matraz).
Diluir con Solucién amortiguadora A a volumen y someter a
ultrasonido.

Solucién de degadadéndelosartin [NOTA—Esta
solucién contiene los productos de radacién dimero
1-Hy dimero 2-H, y losartdn potdsico.] Pesar 12 mg de ER
Losartin Potdsico USP en un matraz de 50 mL Disolver en
5 mL de agua. Pipetear y transferir 5,0 mL de dcido
clorhidrico 0,1 N a esta solucién y colocaria en un homo a
105° durante 1-2 horas. Retirar del homo y dejar que se
enfrie a Pipetear y
5,0 mL de htrﬁﬂx:dodesodrool Nimatraz.y&nrcon

S:lgu‘géan standar dil ida: mhupumnesdem

e ul in
y Solucion jonado A de
i i on- itrilo (30% del

del matraz), begoconSohadnamomgmdomAhasta

obtener una solucién con concentraciones nominales

volumen hasta obtener una solucién con una
concentracién conocida de aproximadamente 0,4 mg/mL
de losartdn, 0,1 mg/mL de hid y
0,001 mglmL de compueno relacnonado Ade
Ajustar con dcido
fosfénconunp&!dez 5 y mezclar bien. Pasafunaallcuoﬂa
de la solucién a través de un filtro de PTFE o equivalente
con un tamafio de poro de 0,45 pm y usar el filtrado.
Solucién de sensibilidad: Pipetear y transferir 5,0 mL de
Solucién estdndar diluida a un matraz volumétrico de S0 mL.
mar 15 mL de acetonitrilo, diluir con Solucidn
iguadora A a volumen y mezclar bien.
Aptitud del sistema
Solucién

Solucién diluida,
Solucidn de aptitud def sistema y Solucidn de sensibifidad
[NOTA—H tiempo de corrida es aproximadamente 1,6
veces el tiempo de retencién del pico de losartin.
i de retencién ivos.]

Resolucién: No menas de 1,5 entre clorotiazida y
compuesto relacionado A de benzotiadiazina; no menos
del5 emmpuesto relacionado A de

Solucidn de aptitud

del sistema

Factor de asimetria: No mds de 2,5 para el pico de
losartan, Solucidn esténdar

Desviacién estindar relativa: No mds de 2,0% para los
picos de hidroclorotiazida y de losartdn, Solucidn
estandar; no mds de 10,0% para los picos de

hidroch y , diluida
Relaci6n sefial-ruido: No menos de 10 cada
componente de la primera inyeccién. Si esto no se

cumple, la relacién sefial-ruido debe ser mayor de 3 con
una desviacién estandar relativa de las dreas de menos
de 25% entre 3 inyecciones repetidas, Solucidn de
sensibibdod
Anélisis
M Solucién y Solucién dar diiuida
Calcular el porcentaje de cornpuesto relacmnado A de

omo el
hdlodorouazlda) enla potoén de Tabletas tomadl
Resultado = (ru/rs) x (C/Cu) x (Mon/Mz) x 100

basadas en el contenido de la Tableta seg(n se indica en la [ = uesta del n:odecompuatorelawndok
Tabla 6. 8 de benzotiackazina de
e = respuesta del pico de compuuto relacnomdo A
Tabla 6 de benzotiadiazina de la Soludién estdndar diluida
Contersdo do ks Concantra- [ = concentracién de ER Compuesto Relacionado A
Tablata & c mdﬂndﬂ de Benzotiadiazina USP en la Solucidn estdndar
Locartiiy omcacts. oncantra- Compuesto diluida (ma/mL)
Potasico/ cion de cion de Reladonado A
Hidrodorotiazt. | ER Losartsn Po. | ER Hidrodoro. | da Banzotisdia G, = concentracion rominal de hidroclorotiasda enfa
da tasico USP tazida USP zina USP Soludién muestra (mg/mL)
(mg) (ug/mb) {pg/mb) (pg/mb) M, = peso molecular de hidroclorotiazida, 298
50125 4 1 1 M, =pe50n\piecqard§8cglnptmoteladonadoAde
100125 4 s 1
100/25 2 1 1 Calcular el porcentaje de cada impureza especificada en la

Solucién de aptitud del sistema: Disolver cantidades
ﬂesadasdeERLosmm Potdsico USP y ER
idroclorotiazida USP en un matraz volumétrico adecuado
en Diluyente (50% del volumen del matraz). Agregar un
volumen de Sduaan de degradacidn de losartdn
el 25% del volumen del
malraz, al mlsmo matraz. Transferir cantidades
apropiadas de Solndnenmdedg‘mtmdaysmmd;

mismo matraz, y diluir con Solucidn amortiguadora A a

porcién de Tabletas tomada:
Resultado = (r/r;) x (C/C) = 100

ry = respuesta del pico de cada impureza individual
de la Solucidn muestr

. = respuesta del pico de losartdn de la Solucidn
estdndar difuida

G = concentracién de ER Losartdn Potasico USP en la
Soludidn esténdar diluida (mg/mL)

G = concentracién nominal de losartan potdsico en la



Para Tabletas con un contenido de 50/12,5 y 100/25 mg

de losartan potdsico/hidroclorotiazida, respectivamente, Tiempo Criterios da
calcular el porcentaje de :mlquver otra impureza en la de Ratancién Acoptackn,
porcién de Tabletas tomada: Nombre Rolatvo No més de (%)
Resultado = (r,/r;) x (C,/C.) x 100 Aot s =
Losartdn 27 —
r = respuesta del pico de cada impureza individual
i de la Solucin muestra D11 x> na
[ = respuesta del pico de losartdn de la Solucidn Dimero-2-H 5 05
esténdar diluida
G = concentracién de ER Losartdn Potdsico USP en la cm wo?l?:dn - 02
Solucidn estdndar diluida (mglmL)
C, =concentracién nominal de losartin potdsicoenla | Impuresas totslest = 20
Soludidén muestra (mg/mL) aeta dal producto d =
Para Tabletas con un contenido de 100/12,5 mg de losartin omcmuz;,c .‘s: d.s.u.mm.{(s,u{a
potasico/hidroclorotiazida, calcular el porcentaje de 1 1 -1 Htstrazol- 140
cualquier otra impureza en la porcién de Tabletas tomada: ﬂ;‘-ﬂ]#de Hemidazol-1-fimatifbdant-2. me
clacionado con w{
Resultado = (r,/r2) x (G/C) x 100 mﬂ]mlwmmmz

¢
lashwux ldymll::l“mthd:sa ﬁowmudsy

Ty = respuesta del pico de cada imp
de la Solucién muestra

n = respuesta del pico de hidroclorotiazida de la
Soiucidn estdndar diluida

G = concentracién de ER Hidroclorotiazida USP en la
Sofucién estdndar diluida (mg/mL)

Cy = concentracién nominal de hidroclorotiazida en la

Soiudién muestra (mg/mL)
Criterios de aceptacién Ver la Tablo 7.

REQUISITOS AMIONAI.ES
Conservar en envases
ca'lados l!m!hcamente Proteger de la luz. Almacenar a

« ETIQUETADO: Cuandoseespeaﬁcamésdewpmebad
Disalucidn, el etiquetado indica la prueba de Disolucidn
usada,solostmseusalahuebal

+ ESTANDARES DE REFERENCIA USP (11)

ER Compuesto Relacionado A de Benzotiadiazina USP
lfonamida.

Tabla7 4-Amino-6-cloro-1,3-bencenodisul
Tiompo Critortos de CHCINO,S, 28573
Nombrs ' Mo mids da E: g_'ﬂ‘“_"m use i
Comtazda® 057 - ER Losartan Potdsico USP

Compussto relacionado A do
benzotiadiazina 0,69 10




ANEXO N°5 Lineas de Calibracion de Estandares a 240,242,44,270,272,274 nm



Calibracion

Fuente Medicién
Unidad de la concentracion mg/ml
Regresion y=A+B*x
Valor en la longitud de onda 240.00
Espesor de capa [cm] 1.0000
Fecha y hora de la medicion 2022/09/28 15:09
Coeficientes calculados A =-0.0058

B = 36.4260
Grado de determinacion R?=0.9999

. \
2.2500 //lmn n ST P01 120%
e /ansartax; ST PO1 100%
1.7500 1
1.5000 Losartan ST PO1 80%—————————————
1.2500 :
1.0000 5 /'Tnsanan ST P01 60% |
0:7500, Losartan ST P01 40% T
0.5000
Losartan ST P01 20%
0.0100 0.0200 0.0300 0.0400 0.0500 0.0600
mg/mi

Figura. N° 13. Linea de Calibracion de LOP ST a 240 nm

Calibracién
Fuente Medicién
Unidad de la concentracion mg/ml
Regresion y=A+B*x
Valor en la longitud de onda 242.00
Espesor de capa [cm] 1.0000
Fecha y hora de la medicion 2022/09/28 15:09
Coeficientes calculados A =-0.0074
B =34.3490

Grado de determinacion R?=0.9999

A
22300 A-lasartan ST P01 120%
2.0000
1.7500 %ﬂa STP01100%
12009 Losartan ST P01 80%
1.2500 /
1.0000 Losartan ST P01 60%
i T Losartan ST P01 40%
0.5000

Losartan ST P01 20%

0.0100 0.0200

0.0:

300 0.0400 0.0500 0.0600
mg/ml

Figura. N° 14. Linea de Calibracion de LOP ST a 242 nm




Calibracién

Fuente Medicién
Unidad de la concentracion mg/ml
Regresion y=A+B*x
Valor en la longitud de onda 244.00
Espesor de capa [cm] 1.0000
Fecha y hora de la medicién 2022/09/28 15:09
Coeficientes calculados A =-0.0077
B =32.9008
Grado de determinacién R?=0.9999
) \
05 Losartan ST PO1 120%
1.7500 Losartan ST P01 100% |
1.5000
/Tosartan ST P01 80%
1.2500
1.0000 Losartan ST P01 60%
2’75% " Losartan ST P01 40%
Losartan ST P01 20%
0.0100 0.0200 0.0300 0.0400 0.0500 0.0600
mg/ml
Figura. N° 15. Linea de Calibracion de LOP ST a 244 nm
Calibracién
Fuente Medicién
Unidad de la concentracion mg/ml
Regresion y=A+B*x
Valor en la longitud de onda 270.00
Espesor de capa [cm] 1.0000
Fecha y hora de la medicion 2022/09/28 15:09
Coeficientes calculados A=-0.0068
B =14.0517
Grado de determinacion R?=0.9999
A
0.9000 ~ osartan ST PO1 120%
0.8000
0.7000 — Aﬂﬂa STPO1100%__|
0:6000 Losartan ST P01 80%
0.5000
0.4000 /gnan ST P01 60%
0400 Losartan ST PO1 40%
0.2000 }
Losartan ST P01 20% l

0.0100 0.0200

0.0300 0.0400 0.0500 0.0600
mg/ml

Figura. N° 16. Linea de Calibracion de LOP ST a 270 nm




Calibracién

Fuente Medicién
Unidad de la concentracién mg/ml
Regresion y=A+B*x
Valor en la longitud de onda 272.00
Espesor de capa [cm] 1.0000
Fecha y hora de la medicién 2022/09/28 15:09
Coeficientes calculados A =-0.0060
B =12.3265
Grado de determinacion R?=0.9999
; |
Ly / ‘Losartan ST P01 120%
o Aar{a STPO1 100%
0.6000
0.5000 / ST PO1
400 /@ P01 60%
0.3000
0.2000 Losartan ST P01 40%
Losartan ST P01 20%
0.0100 0.0200 0.0300 0.0400 0.0500 0.0600

mg/m

Figura. N° 17. Linea de Calibracion de LOP ST a 272 nm

Calibracion
Fuente Medicion
Unidad de la concentracién mg/ml
Regresion y=A+B*x
Valor en la longitud de onda 274.00
Espesor de capa [cm] 1.0000
Fecha y hora de la medicién 2022/09/28 15:09
Coeficientes calculados A =-0.0050
B =10.7001
Grado de determinacion R?=0.9999
A
07000 |_—"Losartan ST P01 120%
0.6000 / =
Losartan ST P01 100%
0.5000 /
Losartan ST P01 80%
0.4000 /
0.3000 Losartan ST P01 60%.
0.2000 Losartan ST P01 40%
0.1000 Losartan ST P01 20% I
0.0100 0.0200 0.0300 0.0400 0.0500 0.0600

mg/ml

Figura. N° 18. Linea de Calibracion de LOP ST a 274 nm




Calib

Fuente Medicion

Unidad de la concentracion mg/ml

Regresion y=A+B*x

Valor en la longitud de onda 240.00

Espesor de capa [cm] 1.0000

Fecha y hora de la medicién 2022/09/28 14:32

Coeficientes calculados A =-0.0006

B =7.4655
Grado de determinacion R2= 0.9963
A

— | HIDROCLOROTIAZIDA S.T 01 120%

0.1000 T 'HIDROCLOROTIAZIDA S.T 01 100%

0.0750 /{r\r‘l (OROTIAZIDA 5.7 01 80%

Mmmzlm S.T0160%
0.0500 T
HIDROCLOROTIAZIDA S.T 01 40%
0.0250 T T
HIDROCLOROTIAZIDA S.T 01 20%
0.0025 0.0050 0.0075 0.0100 0.0125 0.0150 0.0175
mg/m
Figura. N° 19. Linea de Calibracion de HCT a 240 nm
Calibracion
Fuente Medicién
Unidad de la concentracion mg/ml
Regresion y=A+B*x
Valor en la longitud de onda 242.00
Espesor de capa [cm] 1.0000
Fecha y hora de la medicién 2022/09/28 14:32
Coeficientes calculados A =-0.0008
B =6.5047
Grado de determinacion R*= 0.9966
2 |
0.1100
0.1000 /-HIDROCLDROT[AZIDA S.T01120%
0.0900
HIDROCLOROTIAZIDA S.T 01 100%
0.0800
0.0700 HIDROCLOROTIAZIDA 5.7 01 80%
0.0600 }
0.0500 HIDROCLOROTIAZIDA S.T 01 60%
0.0400 % 1
s _—HIDROCLOROTIAZIDA S.T 01 -‘ao%
0.0200 . T l
HIDROCLOROTIAZIDA 5.7 01 20%
0.0025 0.0050 0.0075 0.0100 0.0125 0.0150 0.0175 .
mg

Figura. N° 20. Linea de Calibracion de HCT a 242 nm




Calibracién

Fuente Medicion
Unidad de la concentracion mg/ml
Regresion y=A+B*x
Valor en la longitud de onda 244.00
Espesor de capa [cm] 1.0000
Fecha y hora de la medicién 2022/09/28 14:32
Coeficientes calculados A=-0.0010
B =6.6966
Grado de determinacion R*= 0.9958
. |
=
04100 HIDROCLOROTIAZIDA 5. 01 120%
0.1000
0.0900 HIDROCLOROTIAZIDA ‘.TDI 100%
0.0800 t
0.0700 /ﬁoc‘l.oROTIAZIDA S.701 80%
0.0600
[
0.05¢ mur(OCLO‘ROT!AZIDA 5.T0160%
0.0400
0.0300 ~— HIDROCLOROTIAZIDA 5.T 01 ?0%
0.0200 T T
HIDROCLOROTIAZIDA S.T 01 20% ]
0.0025 0.0050 0.0075 0.0100 0.0125 0.0150 0.0175
mg/m
Figura. N° 21. Linea de Calibracion de HCT a 244 nm
Calibracion
Fuente Medicion
Unidad de la concentracion mg/ml
Regresion y=A+B*x
Valor en la longitud de onda 270.00
Espesor de capa [cm] 1.0000
Fecha y hora de la medicion 2022/09/28 14:32
Coeficientes calculados A=-0.0014
B =64.8155
Grado de determinacion R? = 0.9998
A |
i’éggﬁ _— HIDROCLOROTIAZIDA S.T 01 120%
3:222 HIDROCLOROTIAZIDA S.T 01 100%
: |
0.7000 /ﬁc‘wkomnm S.T0180% I
0.6000
|
0.5000 T 5 HIDROCLOROTIAZIDA S.T 01 60%
0.4000 T t ‘
0.3000 ¥ HIDROCLOROTIAZIDA S.T 01 40%
0.2000 + T |
HIDROCLOROTIAZIDA S.T 01 20% J
0.0025 0.0050 0.0075 0.0100 0.0125 0.0150 0.0175 i
mg)

Figura. N° 22. Linea de Calibracion de HCT a 270 nm




Calibracién
Fuente Medicién
Unidad de la concentracién mg/ml
Regresion y=A+B*x
Valor en la longitud de onda 272.00
Espesor de capa [cm] 1.0000
Fecha y hora de la medicion 2022/09/28 14:32
Coeficientes calculados A=-0.0017
B =66.2046
Grado de determinacion R?=0.9999
% ‘ \

i""”“ | * HIDROCLOROTIAZIDA 5.7 01 120%
2-9000 T /HI(DRQCLOROT[AZIDA .T01100%
0. /ﬁocmkonnnm S.T‘ 0180% |
0.6000 T / }
0.5000 “'“ROCLOJROT]AZ!DA S.T01 609
3:3000 /WDROCLOR‘OTIAZIDA sTo1 ;40%
0.2000 “‘;IDROCLOROY"IAZIDA S.T01 ZO‘% ]

0.0025 0.0050 0.0075 0.0100 0.0125 0.0150 0.0175 vy

Figura. N° 23. Linea de Calibracion de HCT ST a 272 nm

Calibraciéon
Fuente Medicién
Unidad de la concentracion mg/ml
Regresion y=A+B*x
Valor en la longitud de onda 274.00
Espesor de capa [cm] 1.0000
Fecha y hora de la medicién 2022/09/28 14:32
Coeficientes calculados A=-0.0018
B =64.6786

Grado de determinacion R? = 0.9998
1 1003 |
1.0000 1 /HIDROCLOROTIAZ!DA S.T01 120%
z:gzz H[DRO‘CLOROTIAZIDA T 01 100%
07000 HIDROCLOROTIAZIDAS.TO180% |
0.6000 / f
0.5000 T . HIDROCLO‘ROTIAZIDA S.T01 60%
g::g‘;g Annm OROTIAZIDA S.T 01 -‘10%
0.2000 + T |

HIDROCLOROTIAZIDA S.T 01 20% ‘

0.0025 0.0050 0.0075 0.0100 0.0125 0.0150 0.0175

mg/ml

Figura. N° 24, Linea de Calibracion de HCT ST a 274 nm




