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Resumen

En el presente trabajo se llevd a cabo el desarrollo de un método para la
determinacion de Ketoconazol en tabletas por espectrofotometria UV-VIS.
Primeramente, se realizd la seleccion del disolvente adecuado para la
determinacion del principio activo, los disolventes probados fueron, HCl y H2SOa, a
diferentes concentraciones, encontrandose que el disolvente mas adecuado para
nuestro proposito es el H2SO4 0.05 M. Seguidamente, se evalud el tiempo de
reposo, observandose que las mediciones deben ser realizadas inmediatamente
después de preparadas las disoluciones. Posteriormente, se evaluaron los
pardmetros de desempefio: Linealidad (r?=0.9996 en el intervalo de 20 ugml* a 400
pugmlt), Exactitud (%R = 105%), Precision evaluada a tres niveles de concentracion
en términos de CV% (Nivel bajo de 50 pg mlt: 0.86% un nivel medio de 150 pgml-
1. 0.35% y nivel alto 250 pgml: 1.90%, Limite de deteccioén (2.96 ugml?), Limite de
cuantificacion (9 pugml?) y Rango de trabajo (9 pgmli* a 400 pgmi?).

Finalmente, se aplicé el método desarrollado para la evaluacién de las tabletas
conteniendo Ketoconazol, encontrdndose que las tabletas cumplen con las
indicaciones de la USP30/NF25.




Contenido

I [ o1 1o o U T3 T o SRS 1
R N 0] (=T ot =0 (=T ] (=PSRN 2
3. Planteamiento del ProbIEmMa ..........cooiiiriiiiiiee e 4
N 1§ 1 1o Tox (o] OO OO SPE SRRSO 5
TN @ o] 1= 11V I CT=T o 1T - TSRS 6
5.1.  ODbjJetivOS ESPECITICOS ...c.ceuiieiiieiirieiirie ettt 6
L V= oo I (= To ] oo TSRS 7
6.1, KELOCONAZOL......ccieiieiieieieseee ettt sttt ettt ste st et e e e eneeneas 7
6.2.  USOS del KEIOCONAZO! .......coveeeiieiieiieiieiesies ettt st st enea 7
6.3. Presentacion comercial de KetoCONAZOL...........ccevviririnieneneeeeeese e 8
6.4. Valor recomendado POr 18 USP........ccoiiiiiiiieiiinineresieseeeeeeie s 8
6.5. Reacciones adversas del uso de KetoConazol...........ccevevveieieininenenienieneieeeeniens 8
6.6. Contraindicaciones del uso de KetoConazol ...........ccoceveverenieininineneseseseeeeeeeeens 9
6.7. Métodos de andlisis para el KetoCoNAZOl ...........ccceveevievieeeeiiseeeceeeese e 9
6.7.1.  Valoracion POtENCIOMEBLIICA. .......cerveuireeiirieiirieerieeete ettt sttt 9
6.7.2. ldentificacién de Ketoconazol en tabletas por TLC........ccccceovvvevevevievieieeenenne. 10
6.7.3.  Valoracion por cromatografia liquida (HPLC) .....c.ccceevevieieieieeceseeeeee 10
6.7.4. Determinacion de Ketoconazol por Espectrofotometria UV-Visible................ 12

6.8. Espectrofotometria UV-VISIDIE ..........cooouiiiiiiieceeceeeeeee e 13
6.8.1. Fundamento de espectrofotometria..........cccecveerereceieeieiceeee e 14
B.8.2. LY U BEEN ...ttt re e ne s 14
6.8.3. Componentes del espectrofotOmMEtro .........ccceeveveverieieiceeeee e 15

6.9. Espectrofotometria derivada...........ccoevieieiiiecciciceeeceeee e 16
6.9.1. Fundamento de espectrofotometria derivada..........ccccooeveviiviecieieceececeeie, 16
6.9.2. Ventajas de espectrofotometria derivada..........ccccocevveeeieieinieseseieeeeeeeee, 16
6.9.3. Desventaja de espectrofotometria derivada.............ccccoveeveeeinenesesiecieieeene. 17
6.10.  Validacion de métodos analitiCOS........ccuvueieieiririrerere e 17
6.10.1. Parametros de Validacion de un Método..........cccoeveveeeieenenesereseeeeene 18

A B 1 1=1 2 (o 1Y, =1 (o (o] o To [ o SRR 21
7.1 REACHIVOS ...ttt sttt et b s bbb st et e et ene e 21

T2, EQUIPOS ..ottt sttt 21




T3, IMALETIAIES oottt e ettt e s e et e e s eaa e e e sataaeeesaaaeeesaaaeeesasaeeesasraeeenn 22

7.4.  Preparacion de SOIUCIONES.........cceiriirierieiirieierietsee sttt 22
7.4.1.  Solucién madre de Ketoconazol 1000 pgml™ ........coovviviviririnrieeeeeeeeeieeeas 23
7.5. Disefio experimental para determinar el disolvente y concentracién adecuada
para la cuantificacion de KetoOCONAZOL............ccoeiriiriiniiiieieeeseee e 23
7.5.1. Prueba del HCI como disolvente en diferentes concentraciones.................... 23
7.5.2.  Prueba del H,S04 como disolvente en diferentes concentraciones................ 24
7.5.3. Prueba del tiempo adecuado para la cuantificacion de Ketoconazol utilizando
como disolvente €l HaSO4 0.05M ........ooiiieiiiieieieeeetesteee ettt sreeraeae s 25
7.6. Disefo experimental para evaluar el grado de aptitud por medio de linealidad,
precision, exactitud, limite de deteccidn, limite cuantificacion y rango de medicion ....... 26
7.6.1. Disefio experimental para evaluar la linealidad............ccccocvvenineniniencncinene. 26
7.6.2.  Disefio experimental para evaluar la precision............cccccveevenvennensenieenens 27
7.6.3. Disefo experimental para evaluar la exactitud............ccoceevvevveveneneeveseeveenn, 28
7.6.4. Disefo experimental para evaluar el limite de deteccion y limite de
CUANTITICACION.......oiiiceeeecteee ettt te et e s te s e beeas e besbeenaestesreensens 29
7.6.5. Disefio experimental para la evaluacion del contenido del principio activo en
tableta de KEtOCONAZON .........couicueeiiieceececee ettt et st st eas 30
8. RESUIAO Y TISCUSION......cceeuiieiiieiiieirtee ettt 32
8.1. Determinacion del disolvente y concentracion adecuada para la cuantificacion
del principio activo de KetoCONAZO ...........coivuevieieiiiiiseresesieiee e 32
8.1.1.  DISOIVENLE: HCl ...ttt resnaenne s 32
8.1.2.  DiISOIVENLE: HaSO4 .ottt et ettt e reenne s 34
8.1.3. Determinacion del tiempo adecuado para la cuantificacion del principio
activo de Ketoconazol, utilizando como disolvente el HoSO4 0.05M......cccoveveeeveeveeeennn. 35
8.2. Evaluacion del grado de aptitud por medio de linealidad, precision, exactitud,
limite de deteccidn, limite de cuantificacion y rango de medicion...........ccccccveevevenveennenne. 37
8.2.1. Evaluacion de la linealidad...........c.cceeveiieieiiiieeeseeeeeeeeec e 37
8.2.2. Evaluacion de a PreCiSiOn .........cceceveieieeeieeceseseeeeee et 43
8.2.3. Evaluacion de la eXactitud .............cccevueieieieiiiceseeeeeee e 45
8.2.4.  Limite de DELECCION.....cui ettt ettt ettt s beeaeenne s 48
8.2.5. Limite de CuantifiCaCion ...........ccooieieiiiiieeececeee ettt 49
8.2.6. Evaluacion del rango de trabajo..........cccoueeeieiiiiiiecieeeeeeeee e 50

8.3. Comprobacion del cumplimiento de contenido del principio activo en tabletas de
Ketoconazol con respecto las indicaciones de la USP30/NF25 .........ccocovevvevieeevieveenenne, 51

O, CONCIUSION ..ttt ettt e ettt e ettt e st e e sttt s aaaeeseaeessaseesaseesanaeesaneesarsesaneeesaraeesreesnes 55




10. RECOMENUACIONES.....eeeieeeeeeeeeeee ettt ettt et e e ettt e s eeateeseeateeseeateessesteessareeeessassaeessans 56
11, BiBlOGrafia.....coeeieirieie et 57
12. Y AN =)o 1T PP PPPPPRPRRRPPRRPRE 60

indice de tabla

Tabla 1. Presentacion de KetOCONAZO! .........c.ccvevueieieieieieeceseseseeeeee e 8
TaADIA 2. REACHIVOS.....coueiiiriirieieieee sttt st st sttt be st st s b et et e neeneenenee 21
Tabla 3. Disefio experimental de las diferentes concentraciones de HCl..............cccccoeueneee. 22
Tabla 4. Disefio experimental de las diferentes concentraciones de HzS04..........ccccuvneneee. 23
Tabla 5.Disefio experimental para el estudio del comportamiento del principio activo en las
diferentes concentraciones del disolvente HCl...........ccocooiririnineneneineesese e 24
Tabla 6. Disefio experimental para el estudio del principio activo en las diferentes

concentraciones del diSOIVENTE HaSO4....c.uviviriieieieieesesesese e 25
Tabla 7. Disefio experimental para el estudio de diferentes tiempos ........cccceevvercverrreenenne. 26
Tabla 8. Preparacién de la curva de calibraciéon normal para evaluar la Linealidad ........... 27
Tabla 9. Disefio experimental para evaluar la PreciSion ... 28

Tabla 10. Disefio experimental para la Exactitud (muestra de recuperacion sin fortificar) 28
Tabla 11. Disefio experimental para la Exactitud (muestra de recuperacion fortificada).... 29

Tabla 12. Disefio experimental del Limite de Deteccién y Limite Cuantificacion................. 30
Tabla 13. Disefio experimental para la valoracion del principio activo en la tabletas #1 de

KEIOCONAZO......ceieeieetee ettt sttt ettt et e bt b s b st e be st et e e eneeaeas 31
Tabla 14. Disefio experimental para la valoracidn del principio activo en tabletas #2 de Ketoconazol
........................................................................................................................................................... 31
Tabla 15.Curva de calibracion normal de 20 pgml™® a 400 pgml? ..o 38
Tabla 16. Parametro de regreSion lINEal...........c.coveeeiiiieiececeeceeee e 39
Tabla 17.Test de Hipotesis para la Correlacion.............ccccoeveeeveveieieieeeeceseseee e 40
Tabla 18. Verificacion de [a PENTIENTE .........ocveieiieeeeeeeeeee e s 41
Tabla 19.Test de verificacion del INErCEPLO.......c.cveveieieieeeereeee et 42
Tabla 20.Repetibilidad obtenida del Nivel bajo 50 HgmI™ ..o 44
Tabla 21. Repetibilidad obtenida del nivel medio 150 pgml™.........c.coeeeveveeeeeeeeeeeeeeee 44
Tabla 22.Repetibilidad obtenida del nivel alto 250 pugmI™..........cceieveveeceeeeeeeeeeceee e 45
Tabla 23. Resultados de los porcentajes de recuperacion para el Ketoconazol 150 pg ml?

........................................................................................................................................................... 47
Tabla 24.Curva de calibracién normal diluida de 5 ugml™ a 20 pgml™........ccceeveerevercnennee 48
Tabla 25.Parametros de regresion lINEal............c.ccveveieieeceiececeeeeeeee e 48
Tabla 26.LIMite de AEIECCION........ccveuieieiieisteeeree ettt st ne e 49
Tabla 27. Limite de CuantifiCacion ..........ccveireireinieee e 50
Tabla 28.Tabla del Rango de trabajo........c..cceeveiieieiiiieeceee e 50
Tabla 29. Resultados obtenidos para la evaluacion de la tableta #1 de Ketoconazol ........ 53

Tabla 30. Resultado obtenido para la evaluacién de la tableta #2 de Ketoconazol ............ 54




indice de figuras

Figura 1. Estructura del Ketoconazol (Rane & Padmaja, 2012). .......ccceeevvvvevreneeeenieseennn, 7
Figura 2. Componentes del Espectrofotometro (Diaz et al., 2004). .......cccoeereeveereennne. 15
Figura 3. Grafica de las diferentes concentraciones en molaridad del HCI de 0.05, 0.1,
0.15, 0.2 Y 0.25. .ottt ettt ettt ettt a et et et et et re et et et ebe s eseesenerens 33
Figura 4. Espectro de absorcién de Ketoconazol a concentraciones en molaridad del HCI
de 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, ¥ 025. ....oioiieiieirieienieerte ettt sa e et sae e ssesessenessns 33
Figura 5. Gréfica de las diferentes concentraciones en molaridad del H2SO4 de 0.05, 0.1,
0.15, 0.2 Y 0.25. 1ottt ettt ettt ettt et se it nentenenaene 34
Figura 6. Espectros de absorcion de Ketoconazol a concentraciones en molaridad de
H2S040.05, 0.1, 0.15, 0.2 ¥ 0.25. ..ottt ettt sttt a e sbestesaesae s esaeseeneas 35
Figura 7.Gréfica de H2S0O4 0.05 M a diferente tiempo en minuto 0, 5, 10,y 15............... 36
Figura 8.Espectros de absorcion de Ketoconazol a diferentes tiempos 0, 5, 10, y 15
INUNULOS. ¢ttt ettt sttt s bt st e st e st e st e e ene e st eseebesbe st e s et e se st eneeseeseebesbensensenteneenenneas 36
Figura 9.Espectros de la primera derivada de Ketoconazol a concentraciones de 20 pg
MITL @ 400 UG MI. oottt bttt e e 37
Figura 10. Curva de calibracién normal de Ketoconazol de 20 pg mlt a 400 ug mi?....... 39
Figura 11.Precision de Ketoconazol. Niveles de concentracion 50 pg ml?, 150 ug mity
250 UG M ettt ettt ettt ettt et et et eae st et ean s et et ene s et eaeteneerens 43
Figura 12.Gréfico de recuperacion sin fortificar de Ketoconazol. ............cccccvveevinnccninnnnes 46
Figura 13.Gréfico de recuperacion fortificada de Ketoconazol. ..........ccoceceveerecniecncncnnene. 46
Figura 14.Procedimiento para la determinacion de Ketoconazol. ..........cccoceeeeevveveveenreennenne. 51
Figura 15.Grafica del espectro de Orden CEIO .......cceveeeieieiiiesecieeeeeeee e 62

Figura 16. Gréfica del espectro de la primera derivada. .........c.cccocoevereececeeiececeece e, 62



file:///D:/Monografia/Monografia%20%20Krysthel.docx%23_Toc112761766
file:///D:/Monografia/Monografia%20%20Krysthel.docx%23_Toc112761769
file:///D:/Monografia/Monografia%20%20Krysthel.docx%23_Toc112761769
file:///D:/Monografia/Monografia%20%20Krysthel.docx%23_Toc112761770
file:///D:/Monografia/Monografia%20%20Krysthel.docx%23_Toc112761770
file:///D:/Monografia/Monografia%20%20Krysthel.docx%23_Toc112761771
file:///D:/Monografia/Monografia%20%20Krysthel.docx%23_Toc112761771
file:///D:/Monografia/Monografia%20%20Krysthel.docx%23_Toc112761772
file:///D:/Monografia/Monografia%20%20Krysthel.docx%23_Toc112761773
file:///D:/Monografia/Monografia%20%20Krysthel.docx%23_Toc112761773
file:///D:/Monografia/Monografia%20%20Krysthel.docx%23_Toc112761775
file:///D:/Monografia/Monografia%20%20Krysthel.docx%23_Toc112761780

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua, UNAN-Leo6n

1. Introduccion

El Ketoconazol es un agente antifangico eficazmente utilizado para el tratamiento o
prevencion de infecciones por hongos (Naveed & Jaweed, 2014; Shrivastava et al.,
2020). Las infecciones por hongos superficiales y sistémicas, se han convertido en

un problema de salud publica (Shrivastava et al., 2020).

La preferencia para la determinacion de Ketoconazol es la cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC). Sin embargo, estos implican la utilizacion de equipos
costosos y consumen mucho tiempo (El-Ragehy & El-Saharty, 2001; Farhadi &
Maleki, 2001; Safwan M Fraihat, 2014), debido a los pasos previos de tratamiento

de la muestra, como la filtracion y extraccion (Popovska et al., 2013).

La monitorizacion de los farmacos es importante para evitar toxicidad e intoxicacion,
en el caso de las tabletas de Ketoconazol (C26H2sCl2N4Oa4), se debe verificar que
contengan entre 90% y 110% de la dosis expresada (USP30/ NF25, 2007).

La aplicacion de la espectrofotometria derivada es una herramienta para el andlisis
de mezclas de multicomponentes, ofrece una gran selectividad en comparacién con
la espectrofotometria normal ya que disminuye la superposicion espectral y permite

una mejor resolucion (Mabrouk et al., 2015)

El presente estudio se llevd a cabo con el proposito de desarrollar un método exacto
y preciso utilizando la espectrofotometria derivada para el analisis de Ketoconazol

en tabletas.
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2. Antecedentes

El-Ragehy & El-Saharty (2001), estudiaron la reaccion quelante del Ketoconazol con
diferentes metales, la cuantificacion de los complejos de Ketoconazol-Cobre (1) y
de Ketoconazol-Cobalto (Il), se llevé a cabo por espectrofotometria UV- Visible. El
Ketoconazol reacciona cuantitativamente con cobre (lI) y cobalto (lI) en
diclorometano para formar complejos estables de color azul. La medicidon
espectrofotométrica, se realiz6 a longitudes de ondas de maximas absorcién a 720
nm y 612.5 nm en el caso de Cu (ll) y Co (ll), respectivamente. Los métodos
obedecieron la ley de Beer en el rango de 2 mg/ml al3 mg/mly 1 mg/ml a 8 mg/ml

en el caso de Cu (Il) y Co (ll), respectivamente.

Rane & Padmaja (2012) realizaron el desarrollo de un método para la cuantificacion
de Ketoconazol en tabletas basado en reacciones de amplificacion, la técnica
utilizada fue espectrofotometria UV-Visible. El Ketoconazol se oxidé con peryodato,
lo que da como resultado la formacién de iones KC?* y iones de yodato. La medicion
espectrofotométrica, se realizo a una longitud de onda de 535 nm. El método
presentd buena linealidad el rango de concentracién de 0.2136 mg/ml a 1.7088

mg/ml, obteniéndose un valor de coeficiente de correlacién de 0.9963.

Fraihat & Bahgat (2014) realizaron el desarrollo de dos métodos para la
cuantificacion de ketoconazol en muestras puras y formulaciones farmacéuticas, la
técnica utilizada fue la espectrofotometria UV-Visible. EI metodo A, se basé en la
oxidacion del Ketoconazol, utilizando Ce (IV) en acido sulfarico, como agente
oxidante y indigo carmin como colorante; En el método B, se utiliz6 permanganato
de potasio como agente oxidante y el azul de metileno como colorante. La medicion
espectrofotométrica, se realiz0 a longitudes de ondas de 610 nm y 660 nm
respectivamente. Con el propésito de determinar las cantidades de Ketoconazol, se

efectuaron curvas de calibracion tanto para el método A, como para el método B,

2
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observandose que ambos métodos obedecen la ley de Beer, en los rangos de
concentracion de 5 pg/ml a 30 pg/ml para método A y 5 pg/ml a 35 pg/ml para
método B, cumpliendo con el criterio de aceptacion para el coeficiente de
correlacion, los valores obtenidos para ambos métodos fueron de 0.996 y 0.995,

respectivamente.

En el afio 2020, se desarrollé y validéo un método espectrofotométrico UV-Visible
para la cuantificaciéon de Ketoconazol en comprimidos farmacéuticos. El solvente
utilizado para el desarrollo del método propuesto fue el tampén de fosfato pH 6.8,
medido a una longitud de onda a 208 nm. El método desarrollado fue validado,
evaluandose los parametros de linealidad, precision, limite de deteccion, limite de
cuantificacion y robustez. Se encontré que la linealidad del Ketoconazol esta en el
rango de 10 ug/ml a 60 ug/ml con un coeficiente de correlacién de 0,999. La
exactitud evaluada como recuperacion fue de 98,99% y el 99,32%. La precision
intradia (%0RSD) fue de 0,10% a 0,56%. Se observo que el método era preciso ya
que se encontré que €l % RSD era menor al 2%. El limite de deteccion vy el limite
de cuantificacion fueron de 1,37 pg/mly 4,07 ug/ml respectivamente.(Shrivastava
et al., 2020).
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3. Planteamiento del problema

Las infecciones por hongos superficiales y sistémicas, se han convertido en un

problema de salud publica (Shrivastava et al., 2020).

En la literatura, los métodos analiticos que se utilizan para la determinacion
cuantitativa de Ketoconazol en muestras farmacéuticas (tabletas, shampoo y
cremas) son: Espectrofotométricos, y Cromatograficos (Farhadi & Maleki, 2001;
Safwan M Fraihat, 2014; Popovska et al., 2013).

De acuerdo con Popovska et al.,, (2013) se utiliza con mas frecuencia la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) acoplada con espectrometria de

masas (MS) para la identificacion de Ketoconazol.

La preferencia para la determinacion de Ketoconazol es la cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC); sin embargo, estos implican la utilizacion de equipos
costosos y consumen mucho tiempo (El-Ragehy & El-Saharty, 2001; Farhadi &
Maleki, 2001; Safwan M Fraihat, 2014), debido a los pasos previos de tratamiento
de la muestra, como la filtracion y extraccion (Popovska et al., 2013).

En base a lo antes descrito nos hemos propuesto las siguientes preguntas de

investigacion:

¢, Cudl es el disolvente, concentracién, y tiempo 6ptimo para el desarrollo del método

espectrofotométrico para la determinacion de Ketoconazol?

¢,Cual es el grado de aptitud de método con respecto a la linealidad, precision,

exactitud, limite de deteccion, limite de cuantificacion?

¢,COmo se encuentra la concentracion de principio activo en las tabletas de

Ketoconazol con respecto a las de la USP30/NF25?
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4. Justificacion

El Ketoconazol es un agente antifingico ampliamente utilizado para el tratamiento
de hongos superficiales y sistémicos (El-Ragehy & El-Saharty, 2001; Farhadi &
Maleki, 2001; Safwan M Fraihat, 2014).

La monitorizacion de los farmacos es importante para evitar toxicidad e intoxicacion
(Gordon, 2000), en el caso de las tabletas de Ketoconazol (C26H28Cl2N40a4), se debe
verificar que contengan entre 90% y 110% de la dosis expresada (USP30/ NF25,
2007).

La espectrofotometria UV-Vis es una técnica robusta, rapida, precisa, verséatil, facil
y econémica (Maldonado Cubas et al., 2018), en comparacién con las técnicas de

separaciéon como HPLC.

La aplicacion de la espectrofotometria derivada es una herramienta para el analisis
de mezclas de multicomponentes, ofrece una gran selectividad en comparacién con
la espectrofotometria normal ya que disminuye la superposicion espectral y permite

una mejor resolucion (Mabrouk et al., 2015).

El presente estudio se llevd a cabo con el proposito de desarrollar un método exacto
y preciso utilizando la espectrofotometria derivada para el analisis de Ketoconazol

en tabletas.
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5. Objetivo General

Desarrollar un método por espectrofotometria UV-Visible para la determinacion de
Ketoconazol en tabletas.

5.1. Objetivos especificos

+ Determinar el disolvente, concentracion y tiempo de reposo adecuados para

la cuantificacion del principio activo de Ketoconazol.

% Evaluar el grado de aptitud del método por medio de linealidad, precision

exactitud, limite de deteccidn, limite de cuantificacion y rango de trabajo.

X/

« Comprobar el cumplimiento del contenido de principio activo en tabletas de

Ketoconazol con respecto a las indicaciones de la USP30/ NF25.
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6. Marco teorico

6.1. Ketoconazol

El Ketoconazol (C2sH2s8Cl2N4O4) es un polvo de color blanco a blanquecino, es
insoluble en agua y soluble en &cido fuerte (Popovska et al., 2013; Shrivastava et
al., 2020). Quimicamente se conoce como cis-1-acetil-4- [4 - [[2- (2,4-diclorofenil) -
2- (1H-imidazol-1-ilmetil) -1,3-dioxolan-4 -il] metoxi] fenil] piperazina (El-Ragehy &
El-Saharty, 2001; Farhadi & Maleki, 2001; S. M. Fraihat & Bahgat, 2014).

T‘@I
W e . L@

Ketoconazole |(

Figura 1.Estructura del Ketoconazol (Rane & Padmaja, 2012).

6.2.Usos del Ketoconazol

El Ketoconazol es un agente antifingico eficazmente utilizado para el tratamiento o
prevencion de infecciones por hongos (Naveed & Jaweed, 2014; Shrivastava et al.,
2020), tales como, la micosis sistémica que afecta el pulmén y tubo digestivo
(Méndez-Tovar, 2008; Popovska et al.,, 2013), asi como también la micosis
superficial que afecta la capa de la cérnea, la piel, el cabello y las ufias (Dalmau et
al., 2005; Naveed & Jaweed, 2014).
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6.3. Presentacién comercial de Ketoconazol

EnlaTabla 1, se muestra el listado de las diferentes presentaciones de Ketoconazol

encontradas en el mercado farmacéutico nicaragiiense.

Tabla 1. Presentacion de Ketoconazol

Laboratorios Presentaciones Concentraciones
Laboratorio GENERIFAR Tabletas de Ketoconazol 200mg
Laboratorio CEGUEL S.A. Crema de Ketoconazol 400mg
Laboratorio RAMOS Shampoo de Ketoconazol 2%

Laboratorio RAMOS Ovulos de Ketoconazol 400mg
Laboratorio SOLKA S.A.. Crema de Ketoconazol 2%

Laboratorio SOLKA S.A.. Crema de Ketoconazol 400mg
Laboratorio RARPE Shampoo de Ketoconazol 2%

Laboratorio RARPE Ovulos de Ketoconazol 400mg

6.4.Valor recomendado por la USP

Las tabletas de Ketoconazol deben contener no menos de 90 % y no mas de 110%

de la cantidad declarada de Ketoconazol C26H2s8Cl2N4O4 (USP30/ NF25, 2007).

6.5.Reacciones adversas del uso de Ketoconazol

Frecuentes: Molestias gastrointestinales, nausea, diarrea, vémito y dolor abdominal.

Poco frecuentes: Cefalea, mareos, somnolencia, fiebre y escalofrio.

Raras: Impotencia e irregularidades menstruales (Agencia Espafiola de
Medicamentos, 2018).
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6.6. Contraindicaciones del uso de Ketoconazol

Cuando el Ketoconazol es administrado por via oral, se debe de tener precaucion
con pacientes que padezcan enfermedad hepatica, debido a que el Ketoconazol se
metaboliza en el higado y puede llegar a ser hepatotdxico en concentraciones altas
(Gupta & Lyons, 2015).

6.7.Métodos de analisis para el Ketoconazol

Los métodos analiticos para la identificacion y determinacion cuantitativa de
Ketoconazol en muestras son: Métodos cromatograficos: Cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) y Cromatografia en capa fina (TLC), Métodos
espectrofotométricos: Espectrofotometria UV-visible y Métodos electroanaliticos:

Potenciometria (Popovska et al., 2013).

En un trabajo realizado en el afio 2013, se report6 la cuantificacion de Ketoconazol
en cremas mediante cromatografia de capa fina (TLC), se realiz6 la separacion,
cualitativa y analisis cuantitativo de Ketoconazol puro. En el analisis se aplicé un gel
de silice y un sistema de disolventes compuesto por n-hexano-cloroformo-metanol-
dietilamina 50: 40: 10: 1 v/ v (Popovska et al., 2013).

6.7.1. Valoracion potenciométrica

Se disuelven aproximadamente 200 mg de Ketoconazol, pesados con exactitud, en
40 ml de &cido acético glacial, se valora con &cido perclorico 0,1 N, determinando
el punto final potenciometricamente. Es requerido que se realice una determinaciéon
con un blanco. Cada ml de acido perclorico 0,1 N equivale a 26,57 mg de
C26H28Cl2N4O4 (USP30/ NF25, 2007).
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6.7.2. ldentificacion de Ketoconazol en tabletas por TLC

Se lleva a cabo por medio de una cantidad de tabletas finamente pulverizadas,
equivalente a 50 mg de Ketoconazol, se transfieren a un matraz volumétrico, se
agregan 50 mL de cloroformo, se agita durante aproximadamente 2 minutos y se
filtra. A continuacion, se aplican porciones separadas de 10 pl de esta solucion y de
una solucion estandar de referencia de Ketoconazol, en cloroformo que contenga 1
mg por ml, sobre la linea de partida de una placa, para cromatografia en capa
delgada de gel de silice de 0,25 mm de espesor. Dejar que las aplicaciones se
sequen y desarrollar el cromatograma en una camara cromatografica no saturada
con una fase movil constituida por una mezcla de n-hexano, acetato de etilo,
metanol, agua y acido acético glacial (42:40:15:2:1) hasta que el frente de la fase
movil haya recorrido aproximadamente tres cuartos de la longitud de la placa.
Retirar la placa de la camara, secar al aire y examinar bajo luz UV de longitud de
onda corta: el valor Rr de la mancha principal obtenida de la solucion de prueba se

corresponde con el de la mancha principal obtenida a partir de la solucién estandar.

6.7.3. Valoracion por cromatografia liquida (HPLC)

6.7.3.1. Fase movil

Consiste en preparar una mezcla adecuada (7:3) constituida por una solucién de
diisopropilamina en metanol (1 en 500) y una solucién de acetato de amonio (1 en
200) (USP30/ NF25, 2007).

10
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6.7.3.2. Preparacion del estandar

Se pesan 20 mg del estandar de referencia de Ketoconazol, seguidamente, se
transfiere a un matraz volumétrico de 50 ml y se diluye con Metanol-cloruro de
metileno (USP30 / NF25, 2007).

6.7.3.3. Valoracion

Se utiliza una preparacion de valoracion, en la cual se pesa y se reduce a polvo fino
no menos de 20 tabletas, se transfiere una porcion del polvo pesado, que contenga
aproximadamente a 200 mg de Ketoconazol, a un frasco con tapa de rosca
adecuado, se agregan 50ml de Metanol-cloruro de metileno, se mezcla
mecanicamente durante 30 minuto y se centrifuga. Posteriormente, se transfiere 5
ml del sobrenadante transparente a un matraz volumétrico de 50 ml y se diluye con
Metanol-cloruro de metileno, se inyectan por separado en el cromatografo
volumenes iguales (20 pL) de la preparacién estandar y de la preparacién de
valoracion. Se registran los cromatogramas y finalmente se miden las respuestas
de los picos principales. La cantidad de Ketoconazol (C2sH28Cl2N4O4) en mg de

tableta, se calcula mediante la Ecuacion 1:

10Ws(Ry/Rs) 1)

En donde Ws es el peso, en mg del estandar de referencia de Ketoconazol tomado;
Yy Ruy Rs son los cocientes entre la respuesta de los picos de Ketoconazol obtenido
a partir de la preparacion de valoracion y de la preparaciéon estandar,
respectivamente. Las tabletas de Ketoconazol contienen no menos de 90% y no
mas de 110% de la cantidad declarada de Ketoconazol C2sH28CI2N4Os (USP30/
NF25, 2007).

11
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6.7.4. Determinacion de Ketoconazol por Espectrofotometria UV-Visible

6.7.4.1. Reactivo

Soluciones de acetato de cobre (ll) y cloruro de cobalto (II) al 5% y 20% (p/v),
respectivamente; se preparan disolviendo los compuestos en agua destilada recién

hervida y enfriada.

Solucion madre de Ketoconazol: 20 mg/ml; prepararse en diclorometano (El-Ragehy
& El-Saharty, 2001).

6.7.4.2. Curva de calibracion

A un embudo de decantacion, se transfiere cuantitativamente una alicuota de
solucion madre de Ketoconazol. Se utilizan las alicuotas de 1.0 ml a 6.5 ml para las
reacciones con Cu (Il); y se utilizan las alicuotas de 0,5 ml a 4 ml para las reacciones
con Co (Il). Se agregan 3 ml de solucion de acetato de Cu (ll) al 5% o 2 ml de

solucion de cloruro de Co (Il) al 20% y se agita vigorosamente el embudo.

Se transfiere la capa orgénica a un matraz aforado de 10 ml sin pasarlo por un papel
de filtro humedecido con diclorometano y que contenga algo de sulfato de sodio
anhidro colocado sobre un pequefio trozo de algodon. Agregue 2 ml adicionales de
diclorometano al embudo de decantacién y repita la extraccion, pasando la capa
organica a través del filtro. Se lava el filtro con diclorometano, transfiriendo los

lavados al matraz y diluyendo la solucién con diclorometano.

Se mide la absorbancia azul resultante a 720.0 nmy 612.5 nm en el caso de Cu (Il)
y Co (Il), respectivamente contra un blanco de reactivo (El-Ragehy & El-Saharty,
2001).

12
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6.7.4.3. Procedimiento de andlisis en tableta

Consiste en pesar y pulverizar finamente como minimo 20 comprimidos. Transferir
una porcion de las tabletas en polvo equivalente a 250 mg de Ketoconazol a un
matraz aforado de 25 ml, disolver el polvo en diclorometano y diluir la solucion a
volumen. Mezclar bien y filtrar. Una alicuota de 1 ml de esta solucion equivale a 10
mg de ketoconazol. Determine la concentracion de Ketoconazol en el filtrado
anterior, como se describe en la curva de calibracion (El-Ragehy & El-Saharty,
2001).

6.7.4.4. Procedimiento de analisis en crema

Homogeneizar el contenido de 3 tubos de crema. Pesar una porcion de la crema
homogeneizada equivalente a 250 mg Ketoconazol en un matraz aforado de 25 ml.
Disuelva la crema en diclorometano-isopropanol (1: 1). Una alicuota de 1 ml de esta
solucion equivale a 10 mg de Ketoconazol. Determine la concentracion de
Ketoconazol en la solucién anterior, como se describe en la curva de calibracion,
utilizando un blanco de reactivo del mismo disolvente (El-Ragehy & El-Saharty,
2001).

6.8. Espectrofotometria UV-visible

La espectrofotometria UV-Visible es una técnica analitica que permite determinar la
concentracion de un compuesto en solucién. Se basa en que las moléculas
absorben las radiaciones electromagnéticas y a su vez la cantidad de luz absorbida

por dicha muestra depende de forma lineal de la concentracion (Diaz et al., 2004).

13
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6.8.1. Fundamento de espectrofotometria

La espectrofotometria en termino general trata las distintas interacciones de la
radiacion con la materia, ésta se basa en la medida de la absorcion o emision de la
energia radiante mediante un detector, después que ha interactuado con una
especie quimica (D. A. Skoog et al., 2001). Los modos de interaccion pueden ser:
Absorcion, reflexion, dispersion, refraccion. La materia puede ser atomos, iones y

moléculas.

6.8.2. Ley de Beer

La ley Beer establece que la absorbancia es directamente proporcional a la

concentracion de una determinada especie absorbente siendo su Ecuacion 2.

A=axbxc (2)

En donde:

< A: Absorbancia.
% a = Absortividad.
% b = Longitud de trayecto 6ptico.

« ¢ = Concentraciéon de la muestra.

La absorbancia, A, es el logaritmo en base 10 del reciproco de la transmitancia, esto
es A =logio 1/T = -logio T (D. A. Skoog et al., 2001).

14
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6.8.3. Componentes del espectrofotometro

. Una fuente de energia radiante: LaAmpara de deuterio y tungsteno.
. Un monocromador para la seleccion de radiaciones de una determinada
longitud de onda: filtros, prismas y redes de difraccion.

Un compartimento donde contenga la muestra (cubetas), pueden ser de
vidrio 0 cuarzo. Para medir en UV se deben usar las de cuarzo, porque el
vidrio no transmite la radiacion UV.

Un detector de luz y un amplificador convertidor de las sefiales luminosas en
sefiales eléctricas.
. Un registrador o sistema de lectura de datos (D. Skoog et al., 2008).

ESPECTROFOTWMETRO

Detector

Muestra

Rendi]a sallda

Prisma dispersién

Rendlja entrada

o 3

Fuente luminosa

Auste de longltud de onda
Compartimento ||

muestra

Aluste de 100% T

ONI/OFF
Aluste 0% T

Figura 2. Componentes del Espectrofotometro (Diaz et al., 2004).
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6.9. Espectrofotometria derivada

La espectrofotometria derivada es una técnica, basada en los espectros derivados

gue se generan de los espectros de orden cero, es empleada para aumentar la

estructura fina de las bandas espectrales y separar bandas espectrales solapadas

(Toral et al., 2005).

6.9.1. Fundamento de espectrofotometria derivada

La espectrofotometria derivada consiste en calcular la primera, segunda o derivadas

de orden superior de la absorbancia con respecto a la longitud de onda, que se

representa de manera grafica como el cociente diferencial dA/dA (para la primera

derivada) en un intervalo determinado de longitud de onda, dando origen a un

maximo y a un minimo (Karpinska, 2004). La distancia vertical entre un maximo y

un minimo se denomina amplitud. En espectrofotometria derivada se mantiene la

ley de la espectrofotometria clasica, por ejemplo: La ley de Lambert-Beer. (Toral et

al., 2005).

6.9.2. Ventajas de espectrofotometria derivada

X/

maxima absorcion del espectro de orden cero o normal.

dificil de ver en un espectro de orden cero.

« Permite separar bandas espectrales solapadas(Toral et al., 2005).

% Es muy util para determinar la posicion exacta de longitud de onda de la

+ Resuelve el problema de estructura fina de un espectro, que normalmente es

16
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6.9.3. Desventaja de espectrofotometria derivada

Una desventaja que presenta esta técnica es que la relacidn sefal/ruido va
disminuyendo al aumentar el orden de la derivada, es decir el ruido aumenta,
conforme lo haga el orden de la derivada. Esta disminucién de la relacion
sefal/ruido, se puede mejorar empleando un AN mayor para calcular la derivada
(Toral et al., 2005).

6.10. Validacion de métodos analiticos

Un meétodo debe ser validado cuando sea necesario demostrar que sus
caracteristicas de desempefio son adecuadas para el uso previsto (Eurachem,
2014).

La validacién de un método es un procedimiento que tiene la finalidad de demostrar,
por medio de evidencia objetiva, que un método analitico determinado, posee las
caracteristicas de desempefio adecuadas para cumplir con los requerimientos de la
aplicaciones analiticas pretendida, los parametros de desempefio estan asociados
a su validacion y son evaluados como parte de desarrollo del método (Eurachem,
2014).

17
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6.10.1. Parametros de Validacion de un Método

Los parametros de validacion que se desarrollan en este método.

6.10.1.1. Linealidad

Capacidad para proporcionar resultados del método, que son directamente
proporcionales a la concentracion del analito en la muestra dentro de un rango
establecido (ICH, 2006) . Para poder hacer esto, es preciso establecer una relaciéon
entre las sefiales medidas y una serie de patrones de concentracion conocida, se
procura que la relacion sea lineal (Tixe, 2013), frecuentemente se utiliza como

criterio de la linealidad un coeficiente de correlacion (r?) del 0.999.

6.10.1.2. Precision

Capacidad para proporcionar resultados proximos entre si. Expresa la proximidad
de la concordancia (grado de dispersion) entre una serie de resultados obtenidos
de mediciones repetidas en la misma muestra. La precision puede considerarse en
tres niveles: repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad (ICH, 2006). El
parametro estadistico que caracteriza a este estudio es la desviacion estandar o
preferiblemente el coeficiente de variacion (Tixe, 2013).

a) Repetibilidad

Evalla la precision del método, efectuando una serie de analisis sobre una misma
muestra, mismo equipo, mismas condiciones y mismo laboratorio durante un breve
intervalo de tiempo (ICH, 2006).

18
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b) Precision Intermedia

Evallta la precision del método, frente a variaciones dentro de un laboratorio en:

diferente dia, diferentes analistas, diferentes equipos (ICH, 2006).

c) Reproducibilidad

Evalia la precision del método, efectuando una series de analisis en las
condiciones: distintos analistas, diferentes equipos y diferentes laboratorios (ICH,
2006).

6.10.1.3. Exactitud

Capacidad para proporcionar resultados los méas cercano posible al valor teérico.
Expresa la proximidad entre el valor que se acepta convencionalmente como un
valor verdadero, valor teérico o un valor de referencia y el valor encontrado

experimentalmente (ICH, 2006).

6.10.1.4. El limite de deteccion

Es la minima cantidad del analito en una muestra que puede ser detectado, pero no

necesariamente cuantificado con precision y exactitud (Eurachem, 2014).

6.10.1.5. El limite de cuantificacion

Es la minima cantidad de analito en una muestra que puede ser cuantificada con

una adecuada precision y exactitud (Eurachem, 2014).
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6.10.1.6. Elrango

Es el intervalo entre la concentracion superior e inferior de analito en la muestra que
se puede determinar con precision, exactitud y linealidad. (ICH, 2006). El limite
inferior corresponde al limite de cuantificacién y el limite superior corresponde el

nivel mas alto de concentracion en el cual se obtiene buena linealidad.

20




7. Disefio Metodologico

Disolvente

Concentracion del disolvente

Optimizacion

Exactitud

) Linealidad
Tiempo de repooso

Precision
LDy LC
Rango de medicién

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua, UNAN-Leén

Determinacion de
Ketoconazol en tabletas
Evaluacion del contenido
con respecto a USP30/NF25

Aplicacion del método

7.1. Reactivos

Desarrollo del método
espectrofotométrico
Parala determinacion

de Ketoconazol
en tabletas

En la Tabla 2, se muestra el listado de reactivo necesario para la determinacion de

Ketoconazol.
Tabla 2. Reactivos
Nombre Formula Masa molar Marca Pureza %
ggg%nizada H20 18.01 ) )
Acido sulfrico H2S04 98.079 o 949%

7.2. Equipos

% Espectrofotometro Thermo Scientific Genesys 10s UV-Vis.
% Balanza analitica Sartorius GMBH gottingen (AC210S), d= 0.001g.
% El bafio ultrasénico selecta.
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7.3. Materiales

+ Balones aforados 25 mly 500 ml.
< Beaker 250ml.

% Pipetas serologicas 0.5 mly 10 ml.
s Espatula.

« Pera.

s Pizeta.

« Tapones.

« Mortero.

« Gotero.

s Pildn.

% Celdas espectrofotométricas.

7.4.Preparacion de soluciones

En la Tabla 3, se muestra el disefio experimental para las diferentes
concentraciones de HCI.

Tabla 3. Disefio experimental de las diferentes concentraciones de HCI

E Volumen en ml HCI H.O Volumen final Concentracion HCI
concentrado (12.1M) (ml) (ml) en M

1 0.21 Ccsp 50 0.05

2 0.41 Csp 50 0.1

3 0.62 Csp 50 0.15

4 0.83 Ccsp 50 0.2

5 1.03 Csp 50 0.25

cps: Cantidad suficiente para, E: Experimentos.

En la Tabla 4, se muestra el disefio experimental para las diferentes
concentraciones de H2S0a.
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Tabla 4. Disefio experimental de las diferentes concentraciones de H2S04

E Volumen en ml H2S04 H20 Volumen final Concentracién
concentrado (11.5 M) (ml) (ml) H.S0sen M

1 0.22 Csp 50 0.05

2 0.43 csp 50 0.1

3 0.65 csp 50 0.15

4 0.87 Csp 50 0.2

5 1.08 csp 50 0.25

cps: Cantidad suficiente para, E: Experimentos.

7.4.1. Solucién madre de Ketoconazol 1000 pgml=

Se peso 0.5001 g del principio activo de Ketoconazol, seguidamente se transfirié a
un matraz volumétrico de 500ml, se agregd 250 ml de agua desionizada,
posteriormente, se adiciono 2.2 ml de H2S04 concentrado 11.5 M y se diluy6 hasta

la sefal de aforo con agua desionizada.

7.5. Disefio experimental para determinar el disolvente y concentracion

adecuada para la cuantificacién de Ketoconazol

7.5.1. Prueba del HCI como disolvente en diferentes concentraciones

Enla Tabla5, se muestra el disefio experimental para el estudio del comportamiento

del principio activo en las diferentes concentraciones del disolvente HCI.
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Tabla 5.Disefio experimental para el estudio del comportamiento del principio activo en las

diferentes concentraciones del disolvente HCI

Volumen en ml

E PA HCl concentrado H.O \(olumen Concentracic_jln de
(9) (12.1 M) (ml) final (ml) KZ (ugml?)

1 0.0125 0.21 csp 50 250

2 0.0125 0.41 csp 50 250

3 0.0125 0.62 csp 50 250

4 0.0125 0.83 csp 50 250

5 0.0125 1.03 csp 50 250

PA: Principio activo (Ketoconazol) E: Experimento, cps: Cantidad suficiente para,

KZ: Ketoconazol.

Luego de preparar la solucion de cada experimento, se realizdé el barrido de
longitudes de onda 230 nm a 310 nm de la serie de experimento mostrados en la
Tabla 5, los blancos utilizados para cada experimento son:

Experimentos  Blancos

1 HCI 0.05M
2 HCI 0.1M

3 HCI 0.15M
4 HClI 0.2 M
5 HCI 0.25M

7.5.2. Prueba del H2S04 como disolvente en diferentes concentraciones

Enla Tabla 6, se muestra el disefio experimental para el estudio del comportamiento

del principio activo en las diferentes concentraciones del disolvente H2S0a.
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Tabla 6. Disefio experimental para el estudio del principio activo en las diferentes

concentraciones del disolvente H,SOs,.

E PA Volumen en ml H2S04 H.O Volumen final Concentracion de
(@) concentrado (11.5 M) (ml) (ml) KZ (ugml?)

1 0.0125 0.22 csp 50 250

2 0.0125 0.43 Csp 50 250

3 0.0125 0.65 Csp 50 250

4 0.0125 0.87 csp 50 250

5 0.0125 1.08 CSp 50 250

PA: Principio activo (Ketoconazol) cps: Cantidad suficiente para, E: Experimentos,
KZ: Ketoconazol.

Luego de preparar la soluciobn de cada experimento, se realiz6 el barrido de
longitudes de onda 230 nm a 310 nm de la serie de experimento mostrados en la

Tabla 6, los blancos utilizados para cada experimento son:

Experimentos Blancos
H2S040.05M
H2S040.1M
H2S04 0.15M
H2S04 0.2M
H2S04 0.25M

g b~ W N

7.5.3. Prueba del tiempo adecuado para la cuantificacion de Ketoconazol

utilizando como disolvente el H2SO4 0.05M

En la Tabla 7, se muestra el disefio experimental para el estudio de diferentes

tiempos 0, 5,10, y 15 minutos, después de preparar las soluciones.

25




Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua, UNAN-Leo6n

Tabla 7. Disefio experimental para el estudio a diferentes tiempos

E PA Volumen en ml H,SOs  HO  Volumen Tiempo Concentracién
(9) concentrado (12.1 M) (ml)  final (ml) en min de KZ (ugml™)

1 0.0125 0.22 csp 50 0 250

2 0.0125 0.22 csp 50 5 250

3 0.0125 0.22 csp 50 10 250

4 0.0125 0.22 csp 50 15 250

PA: Principio activo (Ketoconazol), cps: Cantidad suficiente para, E: Experimentos,
KZ: Ketoconazol.

Luego de preparar la soluciobn de cada experimento, se realiz6 el barrido de

longitudes de onda 230 nm a 310 nm, utilizando como blanco H2S04 de 0.05 M.

7.6. Disefio experimental para evaluar el grado de aptitud por medio de
linealidad, precision, exactitud, limite de deteccion, limite cuantificacion y

rango de medicion

7.6.1. Disefo experimental para evaluar la linealidad

Se prepararon soluciones estandares de Ketoconazol, para elaborar curvas de
calibracion normal, en el rango lineal de 20 pgml!' a 400 pugml? estas son
preparadas a partir de la solucién madre de Ketoconazol de 1000 ugml=, en la Tabla

8, se muestra el disefio experimental para evaluar la linealidad.
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Tabla 8. Preparacién de la curva de calibracion normal para la linealidad

Volumen en ml de Stock H2S040.05M Volumen final Concentracion

= KZ (1000 pgmi?) (ml) (ml) de KZ (ugml?)
B 0 cps 25 0
1 0.5 cps 25 20
2 1.25 cps 25 50
3 2.5 cps 25 100
4 3.75 cps 25 150
5 5 cps 25 200
6 6.25 cps 25 250
7 7.5 cps 25 300
8 8.75 cps 25 350
9 10 cps 25 400

B. Blanco, cps: Cantidad suficiente para, E: Experimento, KZ: Ketoconazol.

Inmediatamente de preparar la solucion de cada experimento, se realizo el barrido

de longitudes de onda 230 nm a 310 nm, utilizando como blanco H2SO4 de 0.05 M.

7.6.2. Disefo experimental para evaluar la precision

En la Tabla 9, se muestra el disefio experimental que se llevo a cabo para evaluar
la precision, para lo cual se emplearon 3 estandares de Ketoconazol, las
concentraciones fueron de 50 pgmil?, 150 pugml?t y 250 ugml?, estas se prepararon

a partir de una solucién madre de Ketoconazol de 1000 pugml-=2.
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Tabla 9. Disefio experimental para la precision

L Volumen en ml del Stock H2S04 0.05 M Volumen final Concentracién de

KZ (1000 pgmi-t) (ml) (ml) KZ (ugml?)
B 0 csp 25 0
1 1.25 csp 25 50
2 3.75 csp 25 150
3 6.25 csp 25 250

B. Blanco, cps: Cantidad suficiente para, E: Experimentos, KZ: Ketoconazol.

Inmediatamente de preparar la solucion de cada experimento, se realizo el barrido
de longitudes de onda 230 nm a 310 nm, utilizando como blanco H2SO4 de 0.05 M.

7.6.3. Disefo experimental para evaluar la exactitud

Se pesaron 20 tabletas, conteniendo 200 mg de Ketoconazol cada una,
seguidamente, se pulverizaron haciendo uso de un pilobn y un mortero,
posteriormente, se procedid de acuerdo al disefio experimental para las muestras

de recuperacion sin fortificar en la Tabla 10.

Tabla 10. Disefio experimental para la exactitud (muestra de recuperacion sin fortificar)

Tabletas  HoSO. VoM Baio  YO'UM" 14,50,  Volumen
E pulverizadas 0.05M ! ultrasonico . 0.05 M final
solucioén ) alicuota
(9) (ml) (ml) (minutos) (ml) (ml) (ml)
1 0.0090 csp 25 10 6.3 csp 25
2 0.0090 csp 25 10 6.3 csp 25
3 0.0090 csp 25 10 6.3 csp 25

E: Experimento, csp: Cantidad suficiente para.

Inmediatamente de preparar la solucion de cada experimento, se realizo el barrido
de longitudes de onda 230 nm a 310 nm, utilizando como blanco H2S04 de 0.05 M.
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A continuacion, se realiz6 un nuevo disefio de experimento en la Tabla 11

fortificando la muestra de recuperacion.

Tabla 11. Disefio experimental para la exactitud (muestra de recuperacién fortificada)

Tabletas  H.S0.  Vol.de Bao  Vol.de Yo' S9  HiS0, Vol
E pulverizadas 0.05M solucién uItrgs()nico alicuota KZ de 1000 0.05M Final
(9) (ml) (ml) (minutos) (ml) ugmi (ml) (ml) (ml)
1 0.0090 csp 25 10 6.3 3.75 csp 25
2 0.0090 csp 25 10 6.3 3.75 csp 25
3 0.0090 csp 25 10 6.3 3.75 csp 25
E: Experimento, csp: Cantidad suficiente para. Vol.: Volumen, Sol.: solucién, KZ:
Ketoconazol.

Inmediatamente de preparar la solucion de cada experimento, se realizo el barrido

de longitudes de onda 230 nm a 310 nm, utilizando como blanco H2S04 de 0.05 M.

7.6.4. Disefio experimental para evaluar el limite de deteccion y limite de

cuantificacion

Se preparan soluciones estandares de Ketoconazol, para elaborar una curva de
calibracion normal, en el rango lineal de 5 pgml* a 20 ugml?, estas se prepararon
a partir de la solucién madre de Ketoconazol 1000 ugml?, para la cual se procedi6
de acuerdo al disefio experimental del limite de deteccién y cuantificacion mostrado
en la Tabla 12.
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Tabla 12. Disefio experimental del limite de deteccion y limite cuantificacion

L Volumen en ml del H2S040.05M Volumen final Concentracién

Stock KZ (1000 pugml) (ml) (ml) de KZ (ugml)
B 0 csp 25 0
1 0.13 csp 25 5
2 0.25 csp 25 10
3 0.38 csp 25 15
4 0.5 csp 25 20

csp: Cantidad suficiente para. E: Experimento, KZ: Ketoconazol.

Inmediatamente de preparar la solucion de cada experimento, se realizo el barrido

de longitudes de onda 230 nm a 310 nm, utilizando como blanco H2SO4 de 0.05 M.

7.6.5. Disefio experimental para la evaluacion del contenido del principio

activo en tableta de Ketoconazol

1. Pesar 20 tabletas de Ketoconazol para calcular el promedio.

2. Triturar las tabletas hasta convertirlas en polvo haciendo uso de un pilény un
mortero.

3. Tomar la cantidad de 0.0090 gramos de la tableta pulverizada, a partir de
estas preparar soluciones de valoracion o prueba del principio activo

aproximadamente a 150 ugmi.

En la Tabla 13, se muestra el disefio experimental que se lleva a cabo para la

valoracion o prueba del principio activo en tableta de Ketoconazol # 1.
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Tabla 13. Disefio experimental para la valoracion del principio activo en la tableta #1 de
Ketoconazol

Tabletas H2SO4 Volumen final Bafio
E pulverizadas 0.05M (ml) ultrasénico
(9) (ml) (minutos)
1 0.0090 csp 25 10
2 0.0090 csp 25 10
3 0.0090 csp 25 10

csp: Cantidad suficiente para. E: Experimentos.

Inmediatamente de preparar la solucién de cada experimento, se realiz6 el barrido
de longitudes de onda 230 nm a 310 nm, utilizando como blanco H2S04 de 0.05 M.

En la Tabla 14, se muestra el disefio experimental que se lleva a cabo para la

valoracion o prueba del principio activo en tableta de Ketoconazol #2.

Tabla 14. Disefio experimental para la valoracion del principio activo en la tableta #2 de
Ketoconazol

Tabletas H2SO4 Volumen final Bafo
E pulverizadas 0.05M (ml) ultrasénico
(@) (ml) (minutos)
1 0.0090 csp 25 10
2 0.0090 csp 25 10
3 0.0090 csp 25 10

Inmediatamente de preparar la solucion de cada experimento, se realizo el barrido

de longitudes de onda 230 nm a 310 nm, utilizando como blanco H2S04 de 0.05 M
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8. Resultado y discusion

8.1.Determinacion del disolvente y concentracibn adecuada para la

cuantificacion del principio activo de Ketoconazol

Con el proposito de estudiar el comportamiento del principio activo de Ketoconazol,
se prepararon soluciones de éste a una concentracion de 250 ugml?t, empleando
dos disolventes diferentes (HCI y H2S04). Se tomé como criterio de seleccion la
concentracion de aquel disolvente que presentara mayor absorbancia del principio
activo en cuestion, y que presentara un espectro de absorcién adecuado para la
determinacién por espectrofotometria derivada con una amplitud de AA= 2, en el

rango de barrido de longitud de onda 230nm a 310nm.

8.1.1. Disolvente: HCI

Se prepararon soluciones de Ketoconazol, manteniendo constante la concentracién
a 250 pgml?, empleando como disolvente el HCI a las diferentes concentraciones
de 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 y 0.25, todas en molaridad, posteriormente se realizé el
barrido de longitudes de onda 230 nm a 310 nm. La primera derivada se realiz6 con

una amplitud de AA= 2

La Figura 3, muestra la representacion gréafica de las diferentes concentraciones en
molaridad del HCI de 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 y 0.25.
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Concentracién en molaridad del HCI

Figura 3. Gréfica de las diferentes concentraciones en molaridad del HCI de 0.05, 0.1, 0.15,

0.2y 0.25.

La Figura 3 contiene dos maximos de absorcion, el primero a una concentracion de

0.1My el segundo a una concentracion 0.2M, sin embargo, con la concentracion de

0.1M, se obtiene una mayor absorbancia, por lo que, esta concentracion de HCI,

seria la mas adecuada para determinar el Ketoconazol.

En la Figura 4, se pueden apreciar los espectros de la primera derivada del

Ketoconazol correspondiente a los barridos espectrales de las diferentes

concentraciones del HCI.
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Figura 4. Espectros de la primera derivada del Ketoconazol a concentraciones en molaridad del HCI
de 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, y 025.
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8.1.2. Disolvente: H2SO4

Se prepararon soluciones de Ketoconazol, manteniendo constante la concentracion
a 250 pgml?l, empleando como disolvente el H2SO04, a las diferentes
concentraciones de 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 y 0.25, todas en molaridad, posteriormente,
se realizo el barrido de longitudes de onda 230 nm a 310 nm. La primera derivada

se realizo con una amplitud de AA= 2.

La Figura 5, muestra la representacion gréfica de las diferentes concentraciones
en molaridad del H2SOa4 de 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 y 0.25.

0.06
0.05
0.04 \_,.’o/‘
0.03
0.02

0.01
0

Absorbancia

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

Concentracion en molaridad del H,SO,

Figura 5. Gréfica de las diferentes concentraciones en molaridad del H,SO,4 de 0.05, 0.1,
0.15, 0.2y 0.25.

En la Figura 5, se puede apreciar que a una concentracion de 0.05 .M de H2SOa,
se obtiene una mayor absorbancia, por lo cual el Ketoconazol se puede determinar

a dicha concentracion para obtener el resultado mas adecuado.

En la Figura 6, se pueden apreciar los espectros de la primera derivada de
Ketoconazol correspondientes a los barridos espectrales de las diferentes

concentraciones del H2SOa.
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Figura 6. Espectros de la primera derivadas del Ketoconazol a concentraciones en molaridad
de H.S040.05, 0.1, 0.15, 0.2 y 0.25.

De los dos &cidos estudiados resulta mas factible determinar el Ketoconazol
utilizando H2SO4 0.05 M, ya que, al ser una concentracion menor en comparacion

con la obtenida con el HCI, la cual fue de 0.1M, resultaria mas econémico.

8.1.3. Determinacion del tiempo adecuado para la cuantificacion del principio

activo de Ketoconazol, utilizando como disolvente el H2SO4 0.05M

En el acapite anterior se encontré que el H2S04 0.05 M, es mas adecuado para la
determinacién de Ketoconazol, por lo cual, solamente se estudié el tiempo en la

respuesta instrumental en este medio.

Se prepararon soluciones de Ketoconazol, manteniendo constante la concentracion
a 250 ugml?t, empleando como disolvente el H2S04 0.05M a diferentes tiempos de
0, 5,10, y 15, en minutos, posteriormente se realizo el barrido de longitudes de onda

230 nm a 310 nm. La primera derivada se realizdé con una amplitud de AA= 2.
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En la Figura 7, como se puede apreciar en la representacion grafica a tiempo de

cero minutos (recién preparado), se obtiene una mayor de absorbancia.

0.07
0.06
0.05 .\./0_\°
0.04
0.03

0.02
0.01

Absorbancia

0 5 10 15 20

Tiempo en minuto

Figura 7.Grafica de H,S0O40.05 M a diferente tiempo en minuto 0, 5, 10, y 15.

La medicion, se debe realizar inmediatamente después de preparar las soluciones

de la muestra, para obtener resultados mas adecuado.

En la Figura 8, se pueden observar los espectros de la primera derivada del

Ketoconazol en H2SO40.05M a diferentes tiempos de 0 min a 15 min.

0.2

0.15 273nm

0.1

0.05

Absorbancia

Anm

Figura 8.Espectros de la primera derivada del Ketoconazol en H,S04 a diferentes tiempos 0,
5, 10, y 15 minutos.
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8.2.Evaluacion del grado de aptitud por medio de linealidad, precision,

exactitud, limite de deteccidn, limite de cuantificacion y rango de medicion

8.2.1. Evaluacion de la linealidad

La linealidad, se evalué mediante la curva de calibracion normal, la cual se realizo
durante 3 dias consecutivos, se utilizaron 9 niveles de concentraciones de
Ketoconazol para cada curva, las concentraciones fueron en el rango de 20 pgmi?
a 400 ugml?. Se realiz6 el barrido espectral de 230 nm a 310 nm, posteriormente,
se obtuvo el espectro de la primera derivada para cada nivel de concentracion con

una amplitud de AA= 2.

0.15
400 pgml™
273 nm
0.1 l

o
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©
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Figura 9.Espectros de la primera derivada de Ketoconazol a concentraciones de 20
pugmi-t a 400 pgml-t.

La Figura 9 contiene los espectros de la primera derivada (D?) para las diferentes
concentraciones de Ketoconazol, como se puede apreciar, se logro la separacion
eficaz de los picos espectrales, por medio de la primera derivada, las longitudes de
onda de maxima absorcion fueron 273 nm y 280 nm, para cada pico,
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respectivamente. Se evalué la linealidad para ambos, encontrandose que el
espectro a 273 nm presentd un mejor coeficiente de determinacion, cuyo valor es
0.9996, por lo cual se decidié trabajar con éste, como se indica en la figura el
espectro menor corresponde a la concentracion de 20 pgmlt y el mayor
corresponde a la concentracion de 400 pgml? indicAndose con una flecha la
direccion del incremento de los niveles de concentracién, por otro lado, se indica la
longitud de onda maxima (Amax = 273 nm) seleccionada como longitud de onda de

trabajo, a la cual se midié cada uno de estos espectros.

En la Tabla 15, se muestran los niveles de concentracion, asi como su absorbancia

con los promedios para cada nivel de concentracion.

Tabla 15.Curva de calibracién normal de 20 pgml™ a 400 pgml™

Concentracion de Dia Dia Dia

Ketoconazol (ugmli) 1 2 3 Promedio

20 0.0034 0.0034 0.0031 0.0033

50 0.0083 0.0081 0.0083 0.0082
100 0.0161 0.0157 0.0159 0.0159
150 0.0238 0.0248 0.0245 0.0243
200 0.0314 0.0317 0.0315 0.0315
250 0.0392 0.0397 0.0402 0.0397
300 0.0472 0.0476 0.0471 0.0473
350 0.0543 0.0520 0.0557 0.0540
400 0.0615 0.0637 0.0636 0.0629

A continuacion, en la Tabla 16, se muestran los parametros de regresion de la linealidad.
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Tabla 16. Parametro de regresion lineal

Pendiente(b) Intercepto(a) Sb Sa r2

0.0002 0.0005 1.21x10-% 0.0003 0.9996

0.070

®
0.060 | y=0.0002x +0.0005
R?=0.9996 .
0.050
.".
— 0040 P
2]
@ 0.030 e
o
& .»
2 0.020 e
3 .0
o)
< 0.010 P
o
0.000
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Concentracion de Ketoconazol (ug /ml -1)

Figura 10. Curva de calibracion normal de Ketoconazol de 20 ugml™ a 400 ugml™.

Para que la curva de calibracién de un resultado sea confiable el r 2 debe ser lo mas
cercano a la unidad, en la Figura 10 se muestra el rango de concentraciones, la
concentracion minima corresponde a 20 ugmlty la concentracién maxima a 400 pgml?,
en el cual se obtuvo un coeficiente r 2 de 0.9996, esto demuestra que existe una adecuada
correlacion entre la variable independiente (Concentracion) y la variable dependiente

(Absorbancia).

Para verificar la linealidad se realizé un test de Hipétesis para la Correlacion.

a) Se hizo el planteamiento de la hipotesis.
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Ho= No existe correlacion entre los Valores Xy Y: tca <t tabla

Hi= Existe correlacion entre los Valores Xy Y: t cal >t tabla
b) El estadistico de prueba se determiné por medio de la Ecuacion 3:

|r] x Vn — 2 Paratiaia=th2, 0.05 (tabla dos colas). 3

t
’ V1 —12

Donde:

n= Numero de puntos de la curva de calibracion.

r= Coeficiente de correlacion.

__r|x¥n-2 _ 0.9998xv9-2

Entonces t, = ia?  Jioooee =132.2

c) El valor es calculado por t taba @ dos colas para un nivel de significancia de
0.05 y n-2 9-2 =7) el grado de libertad es igual a 2.365. Los resultados

obtenidos, se muestran en la Tabla 17.

Tabla 17.Test de Hipétesis para la Correlacion

tr ftabla N Resultado

t r > t tabla, SE acepta Hi

132.2 2.365 9 Tiene una adecuada Correlacion lineal

d) Como t ca >t waba (132.2 > 2.365), entonces la correlacion entre la sefal
analitica y la variacion de concentracion es significativa, es decir que la

Linealidad es adecuada.
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Se realizd un test estadistico a la pendiente siguiendo lo establecido para verificar que
la pendiente y la linealidad son adecuadas, por lo tanto, se establece la siguiente hipétesis
(DOC-ONA-12-011, 2012).

Ho= La pendiente y la linealidad son adecuada: tca >t tabla

Hi= La pendiente y la linealidad no son adecuada: t ca <t tabla

El estadistico de prueba se determind por medio de la Ecuacion 4:

_ b

cal = 5 Parat tabla =t n-2, 0.05 (tabla dos colas). (4)
b

Dénde:

b= Pendiente y Sp= Desviacion estandar de la pendiente.

10.0002|

teal = 121%10-06 — 165.28

Los resultados obtenidos, se muestran en la Tabla 18.

Tabla 18. Verificacion de la pendiente

T caLcuLADO T TABLA RESULTADO
T calculado > T Tabla, S€ acepta Ho
165.28 2.365 La pendiente y la Linealidad son
adecuadas
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Se realizd un test estadistico al intercepto siguiendo lo establecido, la sefial
analitica no es significativo y que la linealidad es valida, por lo tanto, se establece la
siguiente hipdtesis (DOC-ONA-12-011, 2012).

Ho= La sefal analitica no es significativo y la linealidad es valida: t cai <t tabla

Hi= La sefal analitica es significativo y la linealidad no es valida: tca >t tabla

El estadistico de prueba se determiné por medio de la Ecuacion 5:

_lal
tcal _S_

a

Parat tabla =t n-2, 0.05 (tabla dos colas) (5)

Dénde:

a= Intercepto y Sa = Desviacion estandar del intercepto.

, _ 10.0005]
c«al ™ 00003

Los resultados obtenidos, se muestran en la Tabla 19.

Tabla 19.Test de verificacion del intercepto

T caLcuLADO T TABLA RESULTADO

T calculado < T Tabla, S€ acepta Ho, la
1.67 2.365 sefial analitica no es significativo y la
linealidad es valida.
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8.2.2. Evaluacion de la precisién

La precision, se evalu6 como repetibilidad, durante 3 dias diferentes, se utilizaron 3
niveles de concentracién de Ketoconazol equivalente a un nivel bajo de 50 pug ml?,
un nivel medio de 150 pgml?t y un nivel alto de 250 pgml=. Se realizé el barrido
espectral de 230 nm a 310 nm, posteriormente, se obtuvo el espectro de la primera

derivada para cada nivel de concentracion con una amplitud de AA= 2.

0.11

273 nm

0.09
0.07 l
—=

250 pg mi*

0.05
-1

ml
0.03

0.01

-0.01265 270 275 280 285 290

Absorbancia (D?)

-0.03

-0.05

A nm

Figura 11. Espectros de la primera derivada de Ketoconazol de los 3 niveles de
concentracion de 50 ugml™, 150 ugmi™y 250 pgml™

La Figura 11 contiene los espectros de la primera derivada (D*) de Ketoconazol de
los 3 niveles de concentracion, nivel bajo, nivel medio y nivel alto, se efectuaron en

condiciones de repetibilidad a Amax = 273 nm.

Se calculé el % CV con los 3 niveles de concentracion, nivel bajo de 50 ugml?, nivel
medio 150 ugml? y nivel alto 250 ugml= para compararse con el criterio establecido.
Se analizaron 5 réplicas por cada de nivel de concentraciéon por el mismo analista y

en las mismas condiciones de trabajo.
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El criterio de aceptacién: % CV =< 5.0% (DOC-ONA-12-011, 2012). Los resultados

obtenidos se muestran en la Tabla 20, 21y 22.

Tabla 20.Repetibilidad obtenida del Nivel bajo 50 pgmil™

Réplicas Dia Dia Dia
1 2 3
1 0.0081 0.0131 0.0126
2 0.0080 0.0135 0.0126
3 0.0082 0.0135 0.0125
4 0.0080 0.0135 0.0126
5 0.0081 0.0135 0.0126
Promedio 0.0081 0.0134 0.0125
Des. (S) 8.22x10°0° 1.86x 1004 2.24x1070°
CV % 1.02 1.39 0.18

Como se puede observar en la Tabla 20 los valores de coeficiente de variacion %,
obtenidos, son menores al criterio de aceptacion de 5%, eso demuestra que el

método presenta una adecuada precision.

Tabla 21. Repetibilidad obtenida del nivel medio 150 pgmi™

Réplicas Dia Dia Dia
1 2 3

1 0.0239 0.0378 0.0379

2 0.0241 0.0377 0.0381

3 0.0240 0.0376 0.0379

4 0.0241 0.0380 0.0379

5 0.0239 0.0379 0.0380
Promedio 0.0240 0.0378 0.0380
Des. (S) 9.08 x10°95 1.60 x10 04 9.35 x 10 05
CV % 0.38 0.42 0.25
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Como se puede observar en la Tabla 21 los valores de coeficiente de variacion %,
obtenidos son menores al criterio de aceptacion de 5% eso demuestra que el

meétodo presenta una adecuada precision.

Tabla 22.Repetibilidad obtenida del nivel alto 250 pgmil*

Réplicas Dia Dia Dia
1 2 3

1 0.0402 0.0618 0.0585

2 0.0399 0.0611 0.0582

3 0.0391 0.0606 0.0584

4 0.0400 0.0614 0.0609

5 0.0387 0.0618 0.0625
Promedio 0.0396 0.0613 0.0597
Des. (S) 6.44x10%* 5.03x10°%* 1.93x 109
CV % 1.63 0.82 3.24

Como se puede observar en la Tabla 22 los valores de coeficiente de variacion %
son menores al criterio de aceptacion de 5% eso demuestra que el método presenta

una adecuada precision.

8.2.3. Evaluacion de la exactitud

La exactitud, se evalu6 por medio del porcentaje de recuperacion para muestras sin
fortificar del principio activo en tabletas de Ketoconazol, manteniendo la
concentracion, a 150 ugml, seguidamente, se realizé el barrido espectral de 230
nm a 310 nm éste se llevo a cabo por triplicado. La primera derivada se realizd con

una amplitud de AA= 2.

En la Figura 12, se puede observar los espectros de la primera derivada (D*) para
las muestras sin fortificar, la medicion de las absorbancias se realizé a la longitud

de onda de méaxima absorbancia (Amax) = 273 nm.
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Figura 12.Espectros de la primera derivada de recuperacion sin fortificar de Ketoconazol.

A continuacion, se realizo la fortificacion de las muestras con el principio activo en

tabletas de Ketoconazol, manteniendo la concentracion a 150 ugml?,

seguidamente, se realizo el barrido espectral de 230 nm a 310 nm, éste se llevé a

cabo por triplicado. La primera derivada se realiz6 con una amplitud de AA= 2.
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Figura 13.Espectros de la derivada de recuperacion fortificada de Ketoconazol.
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En la Figura 13, se puede observar los espectros de la primera derivada de las
muestras fortificadas, las mediciones de absorbancia se realizaron a la longitud de

onda de maxima absorbancia (Amax) = 273 nm.

El porcentaje de recuperacion fue calculada por medio de la Ecuacion 6

Cma M
C—A> x100 (6)

%R:(
Donde:

Cwma: Es la concentracion de la muestra fortificada con el principio activo en tabletas.
Cwm: Es la concentracion de la muestra sin fortificar del principio activo en tableta.

Ca: Es la concentracion del principio activo adicionado.

A continuacion, en la Tabla 23, se muestra los porcentajes de recuperacién obtenido

para el Ketoconazol.

Tabla 23. Resultados de los porcentajes de recuperacion para el Ketoconazol 150 pgmi™

Réplicas Cwm el’_l1 Cwma e_rll Cwma - Cl\_/ll Ca eI:ll % 3
pgml pgml en pgml pgml Recuperacion
1 39.5 197 160 150 105
2 39.5 196.5 160 150 104
3 39 197.5 160 150 105
Promedio 105

Como se puede observar, el valor promedio del % de recuperacion obtenido de

Ketoconazol es de 105 %, dicho resultado se encuentra dentro el rango establecido
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80 %y 110 %, eso demuestra que el método propuesto posee la exactitud necesaria
para considerarlo adecuado.

8.2.4. Limite de Deteccion

Con el proposito de evaluar el limite de deteccion, se realiz6 una curva de
calibracion normal, durante 3 dias consecutivos, se utilizaron 4 niveles de
concentraciones diluidas, estas se prepararon en el rango de 5 ugml* a 20 pgmi,
seguidamente, se realizo el barrido espectral de 230 nm a 310 nm. La primera

derivada se realizé con una amplitud de AA= 2.

En la Tabla 24, se muestran los niveles de concentracion de la curva, asi como su

absorbancia con los promedios para cada nivel de concentracion.

Tabla 24.Curva de calibracion normal diluida de 5 pgml™ a 20 pgml™

Concentracion de Dia Dia Dia

Ketoconfizol 1 5 3 Promedio
(ug mi®
5 0.0018 0.0019 0.0018 0.0018
10 0.0031 0.0029 0.0031 0.0030
15 0.0038 0.0039 0.0039 0.0038
20 0.0052 0.0052 0.0052 0.0052

A continuacion, en la Tabla 25, se muestran los parametros de regresion

Tabla 25.Parametros de regresion lineal

Pendiente(b) Intercepto(a) Sb Sa

0.0002 0.0007 1.34x10°  0.00018
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El limite de deteccidn es determinado a partir de la curva de calibracion promedio,
utilizando los pardmetros de regresion lineal, tomando el valor de Pendiente (b) y el
valor de Desviacion estandar del intercepto (Sa), los cuales se muestran en la Tabla
25.

El limite de deteccion, se calculé multiplicando 3.29 veces la desviacién estandar

del intercepto y dividiendo sobre la pendiente, aplicando la Ecuacién 7.

. 329%xS, 329 x 0.00018 _
- b N 0.0002 N

(7)

La cantidad minima que puede ser detectada por el método desarrollado para la

determinacion de Ketoconazol, se muestra en la Tabla 26.

Tabla 26.Limite de deteccion

L.D. Ketoconazol Unidades
Limite de deteccion 2.96 pugmi?

8.2.5. Limite de Cuantificacion

El limite de cuantificacién es determinado a partir de la curva de calibracion promedio,
utilizando los parametros de regresion tomando el valor de Pendiente (b) y el valor

de la Desviacién estandar del intercepto (Sa), los cuales se muestran en la Tabla 25.

Para el caso de limite de cuantificacion, se calculd multiplicando 10 veces la

desviacién del intercepto entre la pendiente aplicando la Ecuacion 8.
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- _10XS, _ 10x0.00018 _

= 8
b 0.0002 ®

La cantidad minima que puede ser cuantificada por el método desarrollado para la

determinacion de Ketoconazol, se muestra en la Tabla 27.

Tabla 27. Limite de Cuantificacion

L.C Ketoconazol Unidades
Limite de Cuantificacion 9 pugmli-L,

8.2.6. Evaluacién del rango de trabajo

El rango de trabajo para Ketoconazol es determinado a partir del Limite de
Cuantificacion (LC) y el nivel mas alto de concentracién de la curva de calibracion
normal, en el cual se ha demostrado que existe una adecuada correlacion lineal, el

rango de trabajo se puede apreciar en la Tabla 28.

Tabla 28.Tabla del rango de trabajo

R.T Ketoconazol Unidades
Rango de Trabajo 9 a 400 pugml-L,
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8.3. Comprobacion del cumplimiento de contenido del principio activo en

tabletas de Ketoconazol con respecto las indicaciones de la USP30/NF25

De acuerdo con lo establecido en la USP30/NF25 (2007), las tabletas de
Ketoconazol deben contener no menos de 90.0% y no mas de 110.0% de la

cantidad declarada de Ketoconazol C2sH28CIl2N4Oa.

El método desarrollado se aplicé en la evaluacién de la calidad de las tabletas que
fueron adquirida en el mercado local, se encontraron formulaciones conteniendo

200 mg del principio activo de Ketoconazol.

Con el proposito de evaluar el contenido de principio activo declarado en las
tabletas, se prepararon soluciones de valoracion o prueba de aproximadamente a
150 ygml?, tomando como base de calculo la cantidad de principio activo indicado
en dicha tableta. En la Figura 14, se muestra el procedimiento que se siguio para
la preparacion de la solucion de valoracion o prueba.

Transferir a un matraz
volumétrico de 25 ml y
diluir con H,SO, 0.05M

Pesar
individualmente

20 tablet
avietas Colocar en bafio

ultrasénico por 10
minutos

Realizar barrido de
longitudes de onda de
230nm a 310nm

Pesar 0.0090
gramos

Figura 14.Procedimiento para la determinacion de Ketoconazol en tabletas.
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Se realizé el barrido espectral para cada uno de los experimentos en el rango de
longitudes de onda de 230 nm a 310 nm, se obtuvo el espectro de la primera

derivada con una amplitud de AA= 2.

La concentracion de la solucion de valoracion o prueba fue calculada por medio de

la Ecuacién 9.

X, Xy X5
o (552

X, Xz ®)

Donde:

Cp: Es la concentracion de la solucion de valoracion o prueba.

X1: Es la masa de la muestra en gramos.

X2: Es la cantidad en miligramos de principio activo declarada en la tableta.
Xs: Factor de 1000 para convertir de miligramos a microgramos.

Xa: Es el volumen de solucién de la muestra en mililitros.

Xs: Es el peso promedio de las 20 tabletas pulverizadas.

La cuantificacion del contenido de principio activo en la solucién de valoracién, se
llevé a cabo por medio de la curva de calibracion normal de Ketoconazol, de

acuerdo con la Ecuacién 10.

¢, = (A — a) (10)
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Donde:

Cx: Es la concentracioén de principio activo en ugml* encontrado en la solucién de

valoracion o prueba.

A: Es la absorbancia obtenida del espectro de la primera derivada de la solucion de

valoracion o prueba.
a: Es el intercepto de la curva de calibraciéon normal.

b: Es la pendiente de la curva de calibracién normal.

A continuacién, en la Tabla 29, se muestran los resultados obtenidos para la

solucién de valoracion o prueba del Ketoconazol.

Tabla 29. Resultados obtenidos para la evaluacién de la tableta #1 de Ketoconazol

Concentracién dela Concentracion

. - Porcentaje Criterio de .
Replicas solucién de prueba encontrada g Cumplimiento
1 a % aceptacion %
(ngml™) (ngml™)
1 143 140.79 98.45 90 a 110 Cumple
2 143 142.07 99.35 90 a 110 Cumple
3 143 142.07 99.35 90 al10 Cumple

Como se pude observar en la Tabla 29, la tableta de Ketoconazol sometida a

valoracion cumple con lo indicado en la USP30/NF25 (2007)
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Tabla 30. Resultado obtenido para la evaluacién de la tableta #2 de Ketoconazol

Concentraciéon dela Concentracion

. - Porcentaje Criterio de o
Replicas solucion de prueba encontrada g Cumplimiento
a1 1 % aceptacion %
(ngml™) (ngml™)
1 143 154.62 108.13 90 a 110 Cumple
2 143 155.91 109.03 90 a 110 Cumple
3 143 155.27 108.58 90 a 110 Cumple

Como se pude observar en la Tabla 30, la tableta de Ketoconazol sometida a

valoracion cumple con lo indicado en la USP30/NF25 (2007)
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9. Conclusion

Se ha logrado el desarrollo de un método para la determinacion de Ketoconazol en

tabletas.

El disolvente H2S04 0.05 M, demostré ser adecuado para la determinacion de

Ketoconazol en tabletas.

De acuerdo con los parametros de validacion evaluados el método desarrollado es
apto para la determinacion de Ketoconazol en tabletas, en un adecuado rango de

aplicacion.

El método desarrollado se aplicd sin ningun inconveniente para la determinacion de
Ketoconazol en tabletas, los resultados obtenidos indican que cumplen con la

USP30/NF25, en cuanto al contenido de este principio activo.

55




Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua, UNAN-Leo6n

10. Recomendaciones

Luego de concluido el presente trabajo, se recomienda lo siguiente:

e Evaluar la reproducibilidad.

e Evaluar la robustez.

e Evaluar la incertidumbre asociada a la medicion.

e Evaluar la veracidad.

e Aplicar el método desarrollado para la valoracién de la calidad de otras
presentaciones de Ketoconazol, tales como cremas, 6vulos y shampoo

disponibles en el mercado nacional.
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12. Anexos

Espectrofotometro Génesis 10S UV-VIS Balanza analitica Sartorius

GMBH gottingen (AC210S), d= 0.001g

El bafio ultrasénico selecta Estandares de Ketoconazol
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Tabla de valores criticos de la distribucion t de
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Figura 15.Grafica del espectro de orden cero.
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Figura 16. Grafica del espectro de la primera derivada.
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