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INTRODUCCION

El acido ascorbico en México se utiliza principalmente como suplemento alimenticio, ya que
es prescrito por algunos medicos como tratamiento auxiliar para el refriado comun, gingivitis
y problemas en la piel; por lo que su consumo constante previene y ayuda a la mejora de los

sintomas provocados por estos padecimientos.

Generalmente esta vitamina es administrada en soluciones poli vitaminicas, tabletas
efervescentes y masticables; sin embargo, hay una formulacién atractiva y versatil para la

poblacion pediatrica-infantil, como lo son las gomitas.

Al ser reconocidas las gomitas como suplementos alimenticios y al tener el &cido ascorbico
una accién farmacologia reconocida, es necesario que para su comercializacion en el pais;
cumplan con las disposiciones aplicables para los insumos de salud, por lo que se busca
adecuar y optimizar un método farmacopeico para su cuantificacion, cumpliendo asi con los
parametros de control de calidad establecidos en la industria farmacéutica dedicada a la

fabricacion de suplementos alimenticios.

La optimizacion de un método analitico se basa en adecuar los principales puntos criticos o
modificables de un método analitico ya antes propuesto en alguna Norma, Farmacopea, Libro

vigente, con el fin de evaluar una forma farmacéutica 6 principio activo.

Optimizado el método analitico se busca demostrar que éste es Gtil para la cuantificacion del
acido ascoérbico en la gomita, asi como asegurar que los datos sean exactos y reproducibles;
ademas de que este método pueda ser transferido de un laboratorio a otro. Todo esto se logra

por medio de la validacion del método analitico




1.MARCO TEORICO

1.1 Vitaminas

Las vitaminas son un grupo heterogéneo de compuestos organicos de origen natural
indispensables para una buena nutricién que se deben incluir como micronutrientes en la

dieta diaria del ser humano.

Estos compuestos son efectivos en pequefias cantidades debido a que son esenciales para la
transformacion de la energia y la regulacion del metabolismo del ser humano. Al ser
diferentes una de la otra por composicién quimica y funcion que desempefian, se clasifican

como liposolubles (no polar, soluble en grasa) o hidrosolubles (polar y soluble en agua).

Dentro de las liposolubles estan las vitaminas A, D, E y K, ya que se encuentran en las
fracciones lipidicas de los tejidos animales. El &cido ascorbico y el grupo de las vitaminas B
se clasifican como hidrosolubles, debido a su estructura quimica y su solubilidad
principalmente, puesto que no pueden ser retenidas por el organismo como las liposolubles,

por lo tanto deben ser administradas constantemente, para evitar alguna deficiencia.

1.2 Acido ascorbico

El acido L-ascorbico es un acido de azlcar derivado del acido gulénico, que se sintetiza a
partir de la glucosa (ver Fig.1). Tiene propiedades antioxidantes, es altamente polar y por

tanto soluble en agua, este actla como agente reductor en reacciones de hidroxilacion.

Su principal caracteristica es oxidarse en acido dehidroascorbico para formar un sistema
redox que puede ser la base de sus principales acciones fisioldgicas. EI humano carece de la

capacidad de sintetizar el acido ascorbico, por lo cual es necesario incluirlo en su dieta.




1.2.1 Estructura y formula quimica
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Fig. 1 Estructura quimica del acido ascorbico.*

1.2.2 Nombre quimico

L-Ascorbico &cido, (R) 5-{(S)-1,2-dihidroxietil}-3,4-dihidroxi-5H-furan-2-ona.

1.2.3 Nombre genérico

Vitamina C; Acido ascérbico.

1.2.4 Propiedades fisicas

Cristales o polvo blanco o ligeramente amarillo, por exposicién a la luz se descompone
gradualmente. En estado seco es estable al aire, pero en solucion se oxida rapidamente. Su pka;:
417y pkaz: 11.57, el punto de fusion es de 190 - 192°C.2

1.2.5 Propiedades quimicas

En forma de polvo el acido ascorbico es relativamente estable en aire. En ausencia de oxigeno y
otros agentes oxidantes en calor, también es estable. El acido ascérbico es inestable en solucion,
especialmente en soluciones alcalinas. El proceso de oxidacién es acelerado por la luz y el calor,
es catalizado por trazas de cobre y hierro. El acido ascérbico presenta un pH de méaxima
estabilidad en 5.4. Es incompatible con soluciones alcalinas, iones de metales pesados,
especialmente cobre y hierro, metenamina, fenilefrina, maleato de pirilamina, nitrato de sodio,

salicilato de sodio.®




1.2.6 Rutas de degradacion
La degradacion del acido ascorbico se puede dar en condiciones anaerobias y aerobias.

En condiciones aerobias, el &cido ascorbico es oxidado a &cido dehidroascorbico, en presencia
de é&cido (hidrolisis acida) y oxigeno (oxidacién), se produce el &cido dicetoguldnico y &cido

oxalico. (Ver Fig.2)
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Fig. 2. Condiciones aerobias.*

En condiciones anaerobias el &cido ascérbico sufre hidrdlisis y deshidratacion, produciendo
fufural y dioxido de carbono. La reaccion de deshidratacion es mas rapida en medio acido que

en basico, debido a la catalisis provocada por el ion hidrogeno. (Ver Fig.3)
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Fig. 3 Condiciones anaerobias.*



1.2.7 Propiedades fisicoquimicas

Tabla 1. Solubilidad del acido ascorbico >®
Solubilidad a 20 °C

Solvente
Cloroformo Practicamente insoluble
Etanol len50
Etanol (95%) len25
Eter Practicamente insoluble
Aceites artificiales Practicamente insoluble
Glicerina 1 en 1000
Propilenglicol len 20
Agua len3.5

1.2.8 Propiedades biologicas
a) Accion farmacologica

El &cido ascorbico desempefia un papel importante en la incorporacion del oxigeno molecular al
sustrato, puede actuar como cofactor en el sitio activo de enzimas hidroxilantes o como elemento
protector en reacciones de hidroxilasas. Ademas interviene en la sintesis del colageno, por lo

cual una deficiencia de este provoca alteraciones en la piel, huesos, dientes y tejidos.

Interviene en la sintesis de la carnitina a partir de lisina, ayudando al transporte de &cidos grasos
en las mitocondrias; su accion reductora y quelante explica su interaccidén con iones metalicos,

favoreciendo su absorcién en el intestino ayudando prevenir anemia.’

Debido a su efecto antioxidante y su habilidad de fortalecer los tejidos a través de la formacién
y mantenimiento del colageno, el acido ascérbico es usado para tratar infecciones virales,

bacterianas e infecciones causadas por hongos.

b) Metabolismo

El 4cido ascorbico se absorbe en el tubo digestivo por el mecanismo de transporte dependiente
de Na®, hasta cantidades de 180mg, la absorcion es del 80-90%, pero con una ingesta de 1-12g la

absorcion desciende al 50%. La capacidad de absorcion total es de 1.200mg en 24h.

En concentraciones plasmaticas normales de 0.8-0.9mg/dL, el &cido ascorbico es filtrado por el

rifidn y reabsorbido en el tubulo, eliminandose en forma de metabolitos como son el &cido




fenolico 6 melanico, p-hidroxifenilpiravico y acidos p-hidroxifenilactico. Una pequefia parte se
convierte en acido oxalico; también puede ser eliminado por heces al no poder ser absorbido.’

c) Dosis y vias de administracion

La ingesta de 50-100mg diarios de &cido ascorbico ayuda a impedir la aparicion de escorbuto; en
el embarazo y lactancia se necesita de 70-120mg/dia. En situaciones extremas como lo son
traumatismos, quemaduras o intervenciones quirdrgicas se necesita una dosis de 150mg/dia, con

el fin de regenerar el colageno de la piel y tejidos.

Las necesidades diarias de acido ascorbico en adultos van de 50 a 75mg, de 30mg para un
lactante y de 30 a 60mg para un preescolar o escolar (se clasifican a los nifios de 2 a 4 afios

como preescolares y de 5 a 9 afios como escolares).

No evita la aparicion de resfriados de naturaleza viral, aunque la administracion de 1-2mg/dia

durante varios meses puede reducir la gravedad de los sintomas.’

d) Reacciones adversas

Es bastante inocuo. A dosis muy altas puede irritar el tubo digestivo o el epitelio urinario por la
accion acidificante en la orina; las megadosis pueden provocar hemdlisis en enfermos

deficitarios en G-6-PD(glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa).

Puede alterar los resultados de laboratorio en enfermedades con glucosuria y dar falsos negativos

en las hemorragias ocultas del carcinoma de colon.’

1.3 Gomitas

Las gomitas son productos solidos, unidosis, elaborados principalmente con azlcares como
fuente de energia con rapida asimilacion, en la obtencion de ellas se pueden utilizar diversos
agentes gelificantes, como la gelatina. Aromatizadas y coloreadas mediante aditivos, las

gomitas se presentan con formas y tamafios variados.

Como forma farmacéutica en la FEUM 102 una goma es una preparacion sélida, unidosis, que
contienen uno 0 mas farmacos, cuya base puede tener componentes naturales o sintéticos.

Donde su via de administracion es oral.®




Tabla 2. Ventajas y desventajas de las gomitas.

Ventajas Desventajas
-F&cil administracion -No apta para diabéticos
-Dosificaciones exactas -Administrarse con supervsion
-Facilidad de manejo -Se puede confundir facilmente con
-Bajo costo un dulce

-Produccién de alta velocidad

1.3.1 Formulacion de las gomitas

La formulacion de la gomita consta de los siguientes excipientes: principio activo (dosis
terapéutica), antioxidante (0.3 - 0.6%), acidulante (0.3 - 0.6%), gelificante (5.0 - 8.0%),
edulcorante (65.0 - 70.0%), saborizante (0.15 - 0.20%), colorante (0.15 - 0.20%) y vehiculo
(22.0 — 25.0%).

De acuerdo a su funcién cumplen un papel importante dentro de la formulacién, por lo que es

importante mencionar para que sirven cada uno de ellos.

a) Antioxidante

Es una sustancia capaz de inhibir la oxidacién que puede ser agregada con este propdésito a
productos farmacéuticos expuestos al deterioro por procesos oxidativos.

b) Acidulante

Es una sustancia que modifica la acidez, potencia y/o encubren sabores, ademas de modificar el
pH. Inhiben hongos y bacterias incluyendo la germinacién de esporas.

c) Edulcorante

Sustancia aditiva que se suele incluir en ciertos alimentos o productos farmacéuticos con el
objeto de modificar su acidez o reforzar su sabor; son aceptados por su sabor dulce ya que la
percepcion sensorial se lleva a cabo por distintos compuestos quimicos, con propiedades

sensoriales agradables para los individuos.®

Los edulcorantes o dulcificantes como se les conoce generalmente, se dividen en dos
categorias. Los dulcificantes intensos son muchas veces mas dulces que la sacarosa y se

utilizan por consiguiente en muy bajas concentraciones. Los dulcificantes por volumen son



http://es.wikipedia.org/wiki/Aditivo_alimentario

casi tan dulces como la sacarosa y por tanto se utilizan en cantidades aproximadamente

iguales.’
d) Gelificante

Son sustancias capaces de aumentar la viscosidad y textura a través de la formacion de un gel.
e) Saborizante

Son compuestos naturales y sintéticos, liquidos o en polvo, utilizados en diferentes industrias,
principalmente en la alimenticia y farmacéutica, que sirven para dar sabor y color a los
productos elaborados, con el fin de que sea agradable a los individuos que consumen el
producto.

El sabor es uno de los atributos mas importantes de los alimentos y es detectado por los
sentidos del gusto y el olfato. Los agentes saborizantes se han utilizado desde los tiempos més
remotos para aumentar el atractivo de los alimentos. Originalmente, los saborizantes eran
formas desecadas, y a menudo pulverizadas de especias, hierbas, bayas, raices y tallos de
plantas. Conforme aumento la demanda de saborizantes se idearon métodos para extraer los
principios activos de los mismos. Los tipos mas importantes de saborizantes naturales son los
aceites esenciales que se extraen de los tejidos vegetales. Los saborizantes sintéticos que por
lo general son copias de los aceites esenciales resultan mas baratos y mucho mas convenientes
de utilizar que los saborizantes naturales. Se disuelven por lo general en alcohol etilico u otro
solvente permitido, pero también se obtienen en formas de polvo, preparadas mediante el

secado por aspersion del material saborizante que se encuentra en solucién en goma arabiga.™
f) Colorante

Los tintes y pigmentos que se utilizan en los alimentos se conocen colectivamente como
colorantes de los alimentos o, simple y sencillamente, colorantes. Se afiaden a los alimentos
para hacerlos mas atractivos al consumidor o al comprador o bien para reponer los colores

naturales que se pierden durante la elaboracion de los alimentos.™

1.4 Suplementos alimenticios

La Food and Drug Administration(FDA) define a los suplementos nutricionales como

productos elaborados a base de nutrientes y otros componentes presentes en los alimentos con




el proposito de satisfacer las necesidades particulares de nutricién determinadas por
condiciones fisicas, fisioldgicas o metabdlicas especificas.

A partir de 1994, bajo la denominacion de “dietary supplements” la FDA deja de ser
responsable de la seguridad de estos productos, pasando su responsabilidad a la Dietary
Supplement Health and Education Act (DSHEA).

Los suplementos alimenticios estan constituidos por uno o varios nutrientes, los cuales se
adicionan a la dieta para corregir o prevenir deficiencias de vitaminas, minerales y
proteinas, ayudan en la recuperacién del paciente que sufre alguna enfermedad o ha sido

sometido a intervencion quirdrgica, asi como para mejorar el estado general de salud.

Estos se consumen por via oral, contienen un "ingrediente alimenticio” destinado a
complementar la alimentacion. Algunos ejemplos de suplementos dietéticos son las vitaminas,
los minerales, las hierbas (una sola hierba o una mezcla de varias), otros productos botanicos,

aminoéacidos y componentes de los alimentos como las enzimas y los extractos glandulares.

Vienen en diferentes presentaciones, como pastillas, cpsulas, liquidos y polvos. No se
presentan como sustitutos de un alimento convencional ni como componente Gnico de una

comida o de la dieta alimenticia.

Ademas el producto debe contener todos los nutrimentos en cantidades adecuadas segun la
edad, el estado fisiologico y el estado nutricional de la poblacién a la que va dirigido. Debe
ser tolerado clinicamente de tal manera que su ingestion en las cantidades recomendadas no
cause problemas de intolerancia 0 mala absorcion, ademés de que debe ser ampliamente
aceptado desde el punto de vista sensorial. EI suplemento debe cumplir con una serie de
propiedades fisicoquimicas que permitan la facilidad de su uso, su estabilidad y su durabilidad

por un periodo suficiente desde que se produce hasta que se consume.™*

En Meéxico, se define como suplementos alimenticios: a todo producto a base de hierbas,
extractos vegetales, alimentos tradicionales, deshidratados o concentrados de frutas,
adicionados o no, de vitaminas o minerales, que se puedan presentar en forma farmacéutica y
cuya finalidad de uso sea incrementar la ingesta dietética total, complementaria o suplir

alguno de sus componente .*?
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Segun el Reglamento de control sanitario de productos y servicios: los suplementos
alimenticios podrén estar constituidos por carbohidratos, proteinas, aminoacidos, &cidos
grasos, metabolitos, plantas, hierbas, algas, alimentos tradicionales deshidratados u otros
que establezca la Secretaria, presentarse ya sea en forma aislada o en combinacion,
adicionados o no de vitaminas o minerales y su consumo no deberd representar un riesgo

para la salud.™

Los productos a los que se les incorporen sustancias con accion farmacoldgica reconocida o
aquéllos a los que con base en su composicion se les atribuyan propiedades terapéuticas,
preventivas o rehabilitatorias, no podrén comercializarse en el territorio nacional, salvo que

cumplan con las disposiciones aplicables a los insumos para la salud.*?

1.5 Métodos analiticos

Un método analitico es la adaptacion especifica de una técnica, para llevar a cabo una medicion
determinada. Esto para determinar el analito en una muestra. Existen diferentes métodos
analiticos para cuantificar el acido ascorbico entre ellos se encuentra la volumetria por oxido-
reduccidn, espectrofotometria y cromatografia gas-liquido y cromatografia de alta resolucion, asi

como por polarografia y métodos enzimaticos.
1.5.1 Titulaciones volumétricas

En un andlisis volumétrico se denomina valoracion a una operacién béasica. En esta, una
solucion de un reactivo de concentracidn exactamente conocida (solucion estandar) se afiade a
un segundo reactivo, la solucion de la muestra cuya cantidad o concentracién se va a
determinar.

Se afiade el valorante a la muestra hasta que se ha completado exactamente la reaccion, es
decir que la cantidad de valorante sea afiadido equivale quimicamente a la cantidad de

muestra.

El estado en que se produce esta equivalencia se conoce como punto de equivalencia de la
valoracion y su estimacion experimental, como punto final de la valoracion. A partir de la
cantidad de valorante empleado para alcanzar el punto final, de su concentracion y del
conocimiento de la estequiometria de la reaccion de valoracion, se puede calcular la cantidad

de sustancia de la muestra. **
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Existen diversas formas de clasificar las titulaciones: *°

e Por la forma de realizar la titulacion
e Por el tipo de reaccion quimica

e Por la cantidad de reactivo por titular

Por la forma de realizar la titulacion se clasifican en: *°

a) Titulacion directa: el reactivo titulante se adiciona directamente a la disolucion que

contiene un reactivo por titular.

b) Titulacion por retroceso: se afiade al reactivo por titular A, con una pipeta volumétrica
0 bureta, una cantidad conocida y en exceso de una disolucién estandarizada del

reactivo B. El exceso de B que no reacciona con A se titula con el reactivo titulante D.

c) Titulacion indirecta: se hace reaccionar el reactivo por titular A con un reactivo
especifico B, como resultado de esta reaccidon se tiene la cantidad quimicamente

equivalente de un reactivo C el cual se titula con un reactivo D.

Por el tipo de reaccion quimica, las titulaciones se clasifican en: *

a) Titulaciones acido-base acuosas

b) Titulaciones &cido-base no acuosas
c) Titulaciones complejométricas

d) Titulaciones por precipitacion

e) Titulaciones por 6xido-reduccion( Fundamentos del andlisis farmacéutico)

Distintas sustancias de interés farmacéutico tiene propiedades oxido-reductoras, como es el
caso del acido ascorbico. Por lo cual se puede titular por medio de agentes oxidantes o

reductores.

1.5.2 Valoraciones 6xido-reduccién

Las titulaciones redox estan fundamentadas en la reaccién de oxidacién-reduccion entre el

analito y el titulante. Ademas de los muchos analitos comunes en la quimica, biologia, el
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medio ambiente y la ciencia de los materiales, que pueden ser medidos por valoraciones
redox, también existen estados de oxidacion exéticos de elementos en materiales poco

comunes, tales como superconductores y materiales laser. *°

Distintas sustancias de interés farmacéutico tienen propiedades 6xido reductoras, por lo que

es necesario cuantificarse por medio de una valoracién redox. **

Aqui intervienen dos semireacciones; cada semireaccion incluye un par conjugado redox, y el
proceso neto de la reaccion global es la transferencia de uno o mas electrones desde un par a
otro. **
Semireaccion redox general:

Oxidacion

red _0X+ ne (Ec. 1)
Reduccion

Donde red representa la forma reducida; ox la forma oxidada; n el numero de electrones

transferidos y e al electron.

En esta reaccidn se puede observar que en la oxidacion hay una pérdida de electrones y al

ocurrir la reduccién existe una ganancia de electrones.**

La propiedad mas importante en una disolucién que contiene especies quimicas con
propiedades 6xido reductoras es el potencial eléctrico (E), por lo que generalmente se estudia
como varia este potencial durante la titulacion trazando la curva E=f(x). El potencial varia

debido al cambio de las especies presentes en la disolucién asi como de sus concentraciones.*®

A continuacion se presenta la siguiente tabla con los principales agentes oxidantes y

reductores en el ambito quimico.
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Tabla 3. Agentes oxidantes y reductores
Oxidantes Reductores

B,
| |

Didxido de cloro
| |

Ferrato(1V) Acido Hipofosforoso

|

Di6xido de sulfuro
o

:
HCIO,

10" Peryodato
| |

Peroxidisulfato

o-Tocoferol

a) Indicadores REDOX

Un indicador redox es un compuesto que cambia de color cuando se pasa de oxidado a estado

reducido.

Para predecir la distribucion potencial sobre el cual el color del indicador cambiara, primero

escribimos la ecuacién de Nernst para el indicador (In).

In(oxidado) + Nee—> In(reducido) E (Ec. 2)
E =E°-0.05916 log| In(reducido)
N In(oxidado) (Ec. 3)

Al igual que con los indicadores acido-base, se puede observar el color de In (reducida)

cuando:

In (reducido)] > 10
In (oxidado) 1 (Ec. 4)
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Y se puede observar el color del In (oxidado) cuando:

[In (reducido)] < 10
In (oxidado) 1 (Ec. 5)

Poner estos coeficientes en la ecuacién (Ec. 3) nos dice que se producira el cambio de color

E= [E° + 0.0591% volts (Ec.6)
n

Cuanto mayor sea la diferencia de potencial entre el valorante estandar y el analito, mas nitida

en todo el rango:

es la ruptura de la curva de valoracién en el punto de equivalencia. Una valoracion redox es
generalmente factible si la diferencia entre valorante y el analito es de E > 0.2 V. Sin
embargo, el punto final de tal valoracion no es muy fuerte y se detecta mejor
potenciométricamente. Si la diferencia en los potenciales formales es E > 0.4 V, el indicador

redox por lo general da un punto satisfactorio. *°

1.5.3 Valoraciones yodométricas

El yodo es un agente oxidante débil que se utiliza principalmente para la determinacion de

reductores fuertes. El yodo se reduce de acuerdo con la semireaccion:

L + 2 S 2I (Ec. 7)

Algunas sustancias pueden determinase por valoracion directa con yodo, pero dos de ellas,

sobre todo las valoraciones de arsenito y de tiosulfato, son de gran importancia.

Muchas sustancias son capaces de oxidar el yoduro hasta yodo y estas son susceptibles de
analizarse, por valoracién del yodo liberado con tiosulfato; este es el método de valoracion

indirecta.

Se preparan las soluciones estandares de yodo pesando exactamente el reactivo puro. Es mas
sencillo preparar la solucidn a partir de un producto que sea reactivo y luego estandarizarlo.
El yodo es poco soluble en agua, pero forma un ién triyoduro soluble en soluciones de
yoduro.

L + I S 3 (Ec.8)
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El uso de yoduro en la solucion incrementa la solubilidad del yodo, y a la vez, hace decrecer
su volatilidad, con lo que contribuye a la estabilidad de las soluciones de yodo.

AsO; + 6NaOH — 2NasAsO; + 3H,0 (Ec. 9)
El trioxido de arsénico es el mejor patrén primario para las soluciones de yodo y es
ligeramente soluble en agua fria, se disuelve mas rapidamente en agua hirviendo y se
solubiliza facilmente con hidréxido de sodio en formacion de arsenito de sodio, NazAsO3
(Ec. 4).

Al utilizarse esta Ultima, antes de afiadirse el yodo debe neutralizarse con acido clorhidrico, y
después afadir un amortiguador de pH que mantenga la solucion neutra, pues si el yodo se
afiade en solucion alcalina que contiene H3AsOgz, se forman moléculas de hipoyodito de sodio

NalO (Ec.10), o un compuesto similar, por lo que el yodo no reaccionara con el ion arsénico.

2NaOH + I, S NalO + Nal + HO (Ec. 10)

Como buffer puede afiadirse bicarbonato de sodio para neutralizar el acido yodhidrico, HI,
formado en la reaccion reversible (Ec. 12).

HsAsO; + HO + I, S Hz;AsO, + 2HI (Ec.11)
Este remueve rapidamente el HI formado, causando que la reaccion se lleve a cabo hacia la
derecha, bajo estas condiciones de experimentacion, el bicarbonato de sodio no reacciona con
el yodo, pero si un exceso de yodo es afiadido, podria reaccionar ligeramente.

NasAsOs; + I, + 2NaHCO; S NaAsO, + 2Nal + CO, + H)O (Ec.12)

La reaccién del yodo vy el arsénico se da cuantitativamente en una solucion neutra (Ec. 13). A

continuacion se describe en esta reaccion.

HiAsO; . |, + H,O S  HAsO, + 4H + 2I (Ec.13)

A partir de la cual se deduce que la posicion de equilibrio depende del pH. Una posterior

dependencia del pH viene impuesta por la posibilidad de ionizacion del acido arsenioso.
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Para la valoracion cuantitativa del &cido arsenioso con yodo, a una velocidad conveniente, se
ha comprobado que el pH deberia estar en el intervalo aproximado de 6 a 9 es permisible un
pH mas bajo si se realiza lentamente la valoracién mientras que un pH es satisfactorio si la

solucion contiene yoduro.

Puede detectarse el punto final de las valoraciones yodomeétricas mediante el color
caracteristico del yodo. Se utiliza como indicador al almidon ya que en presencia de yoduro,
el almiddn absorbe al yodo para dar un color azul intenso caracteristico, si falta yoduro no se

produce color. *"8

a) El Complejo de Yodo-Almidén

Numerosos procedimientos analiticos se basan en valoraciones redox que implican yodo. El
almidon es el indicador de eleccion para estos procedimientos, ya que forma un complejo de
color azul intenso con yodo. El almidon no es un indicador redox, ya que responde

especificamente a la presencia de I,, no a un cambio en el potencial redox.

La fraccion activa del almidon es amilasa (Ver Fig. 4), un polimero del aztcar a-D-glucosa,
un poco con la unidad de repeticion se muestra en la figura. En la presencia de almidén, el
yodo forma cadenas de lg en el interior de la hélice de amilasa y la convierte a un color azul

oscuro (Ver Fig.5).

Fig.4 Estructura quimica de la amilasa®

El almidén se biodegrada facilmente, por lo que debe estar recién disuelto o en solucion

ademas debe contener un conservante, como Hgl, (~ 1 mg/ ml) en timol.
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Fig. 5 Estructura esquematica del complejo yodo-almidén®®

Un producto de hidrélisis de almiddn es la glucosa, que es un agente reductor. Por lo tanto, la
solucién de almidon parcialmente hidrolizado puede ser una fuente de error en una titulacién

redox. 1

La sensibilidad del indicador aumenta en medio &cido y disminuye en presencia de sustancias

organicas o por calentamiento. *"

1.5.4 Andlisis yodométrico del acido ascorbico

Una oxidacion poco comun es la determinacion del acido ascérbico mediante titulacion con
yodo. El yodo se oxida al grupo funcional “enodiol” del acido ascorbico al grupo alfa-

dicetonico del acido dehidroascérbico segun la (Ec.14).

OH OH 00
| - Il + 2H"
-c=C- -C-C- (Ec.14)

El acido ascorbico puede determinarse por titulacion directa con yodo, o bien puede afiadirse
un exceso medido de yodato de potasio valorado junto con yoduro de potasio y &cido
ascorbico. El yodato y yoduro reaccionan en medio acido produciendo yodo.

I07 + 5 + 6H" = 3, + 3H,0 (Ec. 15)

El yodo reacciona con el acido ascorbico, y el yodo que no reacciona se determina mediante

titulacién por retroceso con tiosulfato de sodio valorado.*®
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1.6 Optimizacion de métodos analiticos

Optimizacion se puede definir como un proceso de seleccionar, a partir de un conjunto de
alternativas posibles, aquella que mejor satisfaga el o los objetivos propuestos. Asi mismo se

puede considerar como una busqueda de la mejor manera de realizar una actividad.

En la actualidad en la industria farmacéutica se busca de optimizacion de sus procesos de
fabricacion, asi como de sus métodos de analisis. Con la finalidad de tener un menores costos
y mayores beneficios, es decir que se disminuya los gastos en reactivos e instalaciones y se

aumente la productividad.

Al reconocerse como un suplemento alimenticio las gomitas de acido ascorbico y al no existir
un método famacopeico o compendiado, se necesita desarrollar y optimizar un método de

analisis con la finalidad de conocer la concentracion del principio activo.

Las razones por las cuales se debe optimizar un método analitico son:

¢ No hay un método apropiado para cuantificar el analito en la matriz

e Mejora la identificacion del analito

e EIl método que existe no tiene la exactitud y precision necesaria

e Los métodos analiticos existentes son muy caros, consumen demasiados reactivos u
horas hombre

e Fécil de usar y pequefio costo de analisis

e Preparacion de muestras que minimice tiempo, esfuerzo y consumo de materiales, asi

como disminuir el volumen de muestra

Asi mismo, se debe estudia todas las variables quimicas e instrumentales para poder definir
los parametros a optimizar, estos pueden ser:

e Analisis del tipo de muestra

e Reactivos a utilizar

e Condiciones de muestra (temperatura, tiempo de disolucion)

e Deteccion y cuantificacion

Ya optimizado el método analitico se busca demostrar que éste es Util para un analito con una

matriz determinada, usando la instrumentacion especifica, asi como un tratamiento de datos
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rapido que arroje datos exactos y reproducibles, y que ademas el método pueda ser
transferido de un laboratorio a otro. Todo esto se logra por medio de la validacion del método

analitico

1.7 Validacion

Es la evidencia documentada que demuestra que a través de un proceso especifico se obtiene
un producto que cumple consistentemente con las especificaciones de calidad establecidas.?

La validacion es la evidencia documental generada a través de la recopilacion y evaluacion de
los datos obtenidos en la calificacion y de las pruebas especificas, basadas en conocimiento

del proceso, sistema o método, para demostrar funcionalidad, consistencia y robustez.?

1.8 Validacion de métodos analiticos

La validacion de un método es el proceso que establece, mediante estudios de laboratorio; que
las caracteristicas de desempefio del metodo, satisfacen los requisitos para su aplicacion

analitica.?

Validar un método de andlisis consiste en verificar y documentar su validez, esto es, su
adecuacion a unos determinados requisitos previamente establecidos. La validacion es pues el
proceso de verificar que el método es adecuado para su finalidad, esto es, adecuado para

resolver un problema analitico particular.??
Hay unas cuantas preguntas que surge inmediatamente y que requieren respuestas practicas: %
a) ¢Por qué es necesario validar los métodos?

- El anélisis se considera hoy en dia un proceso mediante el cual obtenemos
informacion. Se realizan millones de analisis cada dia en el mundo en los ambitos
mas variados: andlisis de productos manufacturados, analisis clinicos, forenses,
quimicos y fisicos,...En todos ellos se requiere una confianza en los resultados
obtenidos. La validacion de métodos analiticos permiten conseguir calidad,
otorgado la confianza necesaria a la vez que confieren un grado elevado de

comparabilidad entre los resultados de los anélisis quimicos. %
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b)

d)

¢Cuando y cuantas veces se debe validar un método?

- Un método analitico siempre debe validarse cuando sea necesario verificar que sus
parametros de calidad se adecuan al problema analitico particular que debemos

resolver en nuestro laboratorio.?
¢ Coémo se lleva a cabo?

- Debe validarse el procedimiento completo
- Debe validarse todo el intervalo de concentraciones

- Debe validarse teniendo en cuanta la variedad de matrices®?
¢Quién establece estos requisitos y quién debe validarlo?

- Cabe mencionar que el laboratorio que desea utilizar para el analisis de rutina un
método analitico previamente validado, es el responsable de asegurar que dicho

método es valido para el uso propuesto en las condiciones de analisis rutinario. %
¢Cuantos requisitos existen y cuéles son?

-Existen 13 pardmetros, los cuales son: precision del sistema, adecuabilidad del
sistema, linealidad del sistema, especificidad, exactitud, repetibilidad, linealidad del
método, precision intermedia, estabilidad, limite de detecciéon, limite de

cuantificacion, robustez y tolerancia.*?
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1.8.1 Parametros de la validacién

Tabla 4. Parametros de validacion segtin la FDA®%*

Parametro de Contenido/ Prueba de Prueba limite Pruebas de
desempefio Potencia/ impureza/ para el control de Identificacion
Valoracion Contenido impurezas
Valoracion
Precision/
Adecuabilidad del Si Si Si &
sistema
Linealidad del Si Si No No
Sistema
Especificidad (1) Si Si Si Si
Exactitud y Si Si No No
repetibilidad
Precision Si Si No No
intermedia(2)
Estabilidad
analitica de la * * No No
muestra(3)
Limite de No No Si No
deteccion
Limite de No * No No
cuantificacion
Robustez * * * No
Tolerancia ke * * No

Nota:

* Puede ser requerido dependiendo de la naturaleza del método.

(1) La falta de especificidad de un método analitico, puede ser compensada con otra alternativa analitica de soporte, como
por ejemplo la cromatografia de capa fina.

(2) También es definido como un estudio de tolerancia.

(3) Un método que es exacto Yy lineal, por definicion es especifico al placebo analitico a los otros componentes de la muestra.
Ademas los métodos analiticos para fines de validacion se clasifican en cuatro categorias
segun la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos 102 edicion, debido a que requieren

de diferentes esquemas de estudio.?

Categoria I: Métodos analiticos para cuantificar a un componente especifico en muestras de
producto terminado o en pruebas de estabilidad, ya sea en farmacos, aditivos o preparados

farmacéuticos, u otros analitos de interés (conservador, solventes).

Categoria 1l: Métodos analiticos para la determinacion de impurezas (productos de
degradacion, sustancias relacionadas, isomeros Optico, etc.) en muestras de farmacos,
preparados farmacéuticos y aditivos. Estos métodos pueden incluir determinaciones
cuantitativas o pruebas limite. En estas ultimas, el interés es establecer si el analito, excede o

no, un valor limite. Los métodos de pureza quedan incluidos en esta categoria.
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Categoria Ill: Métodos analiticos utilizados en la determinacion de un analito en una muestra
con el objeto de evaluar una caracteristica de desempefio del preparado farmacéutico

(disolucidn en cépsulas, liberacion controlada en tabletas, entre otras).

Categoria 1V: Pruebas de identificacion de un analito en muestras de farmacos, aditivos o

preparados farmacéuticos, cuyo propdsito es establecer la presencia del analito de interés.

Tabla 5. Parametros de validacion segiin FEUM 10°%
Categoria Il
Caracteristicas Categoria Categoria Categoria
de desempefio 1 Cuantitativas Pruebas i A\
limite
Verificacion del * * * * NO
sistema
Precision del sistema Sl Sl &3 NO
Linealidad del Sl Sl * * NO
sistema
Especificidad/ Sl Sl Sl * Sl
Selectividad
Exactitud del método Sl Sl &3 €5 NO
Linealidad del Sl Sl €3 &3 NO
método
Precision del método Sl Sl NO Sl NO
Limite de deteccion NO NO Sl * NO
Limite de NO Sl NO £ NO
cuantificacion
Tolerancia * * * ks &
Robustez €3 & €3 &5 &5

* Puede ser necesario dependiendo de la naturaleza del método.
a) Linealidad del sistema

Es la verificacién de que la respuesta analitica y la concentracion del analito (puede ser una
sustancia de referencia) se ajustan al modelo matematico, en un intervalo de concentraciones

pertinentes a la aplicacion analitica. *°

El analista debe preparar por lo menos por triplicado 5 niveles de concentracion (intervalo) de
la solucion de referencia ya sea por dilucién(a partir de una misma solucién concentrada) o

por pesadas independientes (cuando no sea posible prepéralas por dilucién).?®

b) Precision del sistema

Grado de concordancia relativa de la respuesta analitica de soluciones de referencia de
concentracion o magnitud conocida. %
El analista debe preparar por lo menos un sextuplicado de soluciones a la concentracién del

analito que represente la concentracion de la solucion de referencia utilizada, o en ciertos
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casos, la concentracién que represente el 100% de la muestra procesada para su medicion;

preparadas por dilucién o por pesadas independientes. 2°

c) Linealidad del método

Capacidad de un método analitico para dar resultados que son directamente proporcionales a

la concentracion del analito (sin sesgo) dentro de un intervalo dado.

Se debe tomar en cuenta los siguientes aspectos:

Cuando se conocen los componentes de la muestra y es posible preparar un
placebo analitico. Donde el analista debe preparar el placebo analitico con el tipo
de componentes que generalmente estan presentes en la muestra. A la cantidad de
placebo analitico equivalente a una muestra analitica por triplicado, adicionarle la
cantidad de analito (puede ser una sustancia de referencia secundaria)
correspondiente al 100% de este en la muestra.

Cuando no se conocen los componentes de la muestra. El analista debe analizar la
muestra con el método, para determinar el contenido del analito. EI mismo analista
debe preparar por lo menos 3 muestras adicionadas por ejemplo utilizando la mitad
de la muestra analitica que originalmente requiere el método y adicionar el analito
(puede ser una sustancia de referencia secundaria) hasta completar lo que

represente el 100% de este en la muestra.

En ambos casos se debe seleccionar al menos 2 niveles, superior e inferior de la cantidad del

analito (intervalo) y preparar el placebo adicionado al menos por triplicado a cada nivel

manteniendo constantemente la cantidad de placebo analitico en los tres niveles. %

d) Exactitud

Es la concordancia absoluta entre el resultado obtenido con el método vy la cantidad verdadera

del analito presente en la muestra a una cantidad fija. *°

Se deben tomar en cuenta los siguientes aspectos:

Se conocen los componentes de la muestra y es posible preparar un placebo
analitico. El analista debe preparar el placebo analitico con el tipo de componentes
que generalmente estan presentes en la muestra. A la cantidad de placebo analitico
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equivalente a una muestra analitica por sextuplicado, adicionarle la cantidad de
analito (puede ser una sustancia de referencia analitica) correspondiente al 100%
de este en la muestra. Los placebos adicionados deben ser analizados por un
mismo analista bajo las mismas condiciones, utilizando como referencia, la

sustancia empleada en la adicion al placebo analitico.

- No se conocen los componentes de la muestra. El analista debe analizar la muestra
con el método, para determinar el contenido del analito. El mismo analista debe
preparar por lo menos 6 muestras adicionadas del analito, por ejemplo utilizando
la mitad de la muestra analitica que originalmente requiere el método y adicionar
el analito (puede ser una sustancia de referencia secundaria) hasta completar lo que
represente el 100% de este en la muestra. Las muestras adicionadas deben ser
analizadas por un mismo analista bajo las mismas condiciones utilizando como

referencia la sustancia empleada en la adicién de la muestra. 2

e) Especificidad

Capacidad de un método analitico para obtener una respuesta debida Gnicamente al analito de

interés y no a otros componentes de la muestra, que pueden estar presentes. %

Partiendo de la experiencia en el analisis de la muestra, se deben establecer las posibles
sustancias interferentes, y adicionar cantidades conocidas de estas, solas 0 combinadas a la

muestra y evaluar su respuesta al método, bajo las mismas condiciones de analisis.

Algunos métodos con los que podemos evaluar las sustancias interferentes son los siguientes:
Métodos de identificacién, de contenido/ potencia/ valoracion, de contenido/ valoracion de
impurezas, de limite de impurezas, indicadores de estabilidad.

En el caso de méetodos no selectivos como por ejemplo los metodos que utilizan sistemas de
medicion volumeétricos, la especificidad para los componentes de una muestra, es sustentada
con los resultados de exactitud y linealidad del método, si el método cumple con los criterios

de aceptacion. %
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f) Repetibilidad

Se refiere a la variacion de los resultados de las muestras, al aplicar el método en una corrida
analitica. La repetibilidad es una propiedad critica del método analitico porque mide la

variacion del método analitico en la rutina de trabajo.

0) Reproducibilidad

Expresa la variacion dentro de un mismo laboratorio, cuando el método analitico se aplica en

diferentes dias y con diferentes analistas.

Se debe analizar por triplicado una muestra homogénea del producto que tenga un nivel
cercano o igual al 100%( en el caso de contenido/potencia/valoracion) o una muestra
homogénea cuyo contenido este incluido en el intervalo lineal de concentracion de linealidad
de método (para el caso de impurezas), en dos dias diferentes y por dos analistas diferentes.
Utilizar de preferencia la misma sustancia de referencia y los mismos instrumentos y/o

equipos. %

h) Estabilidad de la muestra

Es la propiedad de una muestra preparada para su cuantificacion, de conservar su identidad
fisicoquimica y la concentracion de la sustancia de interés. Después de almacenarse durante

un tiempo determinado bajo condiciones especificas.®

El analista debe establecer la etapa de analisis en el cual se desea evaluar la estabilidad,
ademas de determinar si en dicha etapa es posible fraccionar muestras (dependientes) o no

(muestras independientes) y las condiciones de almacenaje.

Para determinar la estabilidad de muestras:

- Independientes, el analista debe procesar hasta la etapa preestablecida por lo
menos por triplicado una muestra homogénea. Fraccionar cada una de las

preparaciones de acuerdo a las condiciones de almacenaje de interés.

- Dependientes (a partir de una muestra homogénea) el analista debe analizar por
triplicado (contenido/potencia/valoracion inicial). Simultaneamente y de la misma
muestra, procesar el nimero de muestras necesarias para cada condicion de

almacenaje hasta la etapa preestablecida (preparaciones) al menos por triplicado.
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Para ambos casos se debera proseguir el analisis de cada una de las fracciones o preparaciones
al término de cada condicion de almacenaje, utilizando una solucion de referencia

recientemente preparada si el método contempla el uso de una solucién de referencia. 2°

i) Limite de deteccion

Es la cantidad minima de analito en una muestra que puede ser detectada, pero no
necesariamente cuantificada, bajo las condiciones de aplicacion del método. Asi las pruebas
limite solamente indican que la cantidad del analito es superior o inferior a la concentracion

establecido. %
j) Limite de cuantificacion
Es la cantidad minima de analito en una muestra que puede ser determinada con exactitud y
precision aceptable, bajo las condiciones de aplicacion del método.
k) Robustez
Capacidad del método analitico de mantener su desempefio al presentarse variaciones

pequefias pero deliberadas, en las caracteristicas normales de operacién del método.

Se debe establecer aquellos factores instrumentales y/o no instrumentales, relacionados al
propio método, que se consideren criticos. En cada condicion de operacion distinta; asi como

a la condicion normal, analizar la misma muestra por lo menos por triplicado.

I) Tolerancia

Es el grado de reproducibilidad de los resultados de prueba obtenidos por el analisis de la
misma muestra, bajo una variedad de condiciones tales como: diferentes laboratorios,

analistas, instrumentos, lotes de reactivos, dias, etc. ®

Se debe establecer aquellos factores ajenos al método, que se puedan presentar al reproducir

el método en otras condiciones de uso, analizar la muestra por triplicado.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente la poblacion pediatrica en México sufre de distintos problemas de salud como lo es
el resfriado comdn y algunos problemas en la piel; al no poder sintetizar correctamente el
colageno en tejidos, huesos y cartilagos. El consumo diario del &cido ascorbico ayuda a prevenir y
mejorar estos sintomas provocados por una deficiencia; por lo cual algunos médicos prescriben

esta vitamina como suplemento alimenticio.

Generalmente el &cido ascérbico es administrado en soluciones poli vitaminicas, tabletas
efervescentes y masticables. Hoy en dia existe una formulacion atractiva, versatil y novedosa
considerada como golosina para la poblacion pediatrica; puesto que es facil de masticar, con

colores y sabores agradables, como lo son las gomitas.

Al ser reconocidas las gomitas como suplementos alimenticios y al tener el acido ascérbico una
accion farmacologia reconocida, es necesario que para su comercializacion en el pais; cumplan
con las disposiciones aplicables para los insumos de salud, por lo que se busca adecuar y
optimizar un método farmacopeico para su cuantificacion, cumpliendo asi con los parametros de
control de calidad establecidos en la industria farmacéutica dedicada a la fabricacion de

suplementos alimenticios.

Por lo que, en este trabajo se adecuara y optimizara un método Yodométrico para cuantificar
el 4cido ascdrbico en gomitas de sabor lima-limon, fresa y mango; utilizando parametros
estadisticos, asegurando asi que los datos sean exactos y reproducibles. Todo esto se logra por

medio de la validacion del método analitico propuesto.

Ademas se busca que este método pueda ser transferido al Laboratorio de Tecnologia
Farmaceéutica Il de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, con la finalidad de aportar

conocimiento tecnoldgico y analitico a los alumnos.
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3. OBJETIVO

Optimizar el método analitico para la cuantificacion de acido ascérbico en gomitas
pediétricas.

3.1 Objetivos particulares

- Determinar los puntos criticos y optimizables del método analitico Yodomeétrico.

- Adecuar el método propuesto por la FEUM 8% para materia prima, determinando asf la

cantidad de acido ascorbico en las gomitas de sabor lima-limon.

- Por medio de los parametros de validacion: especificidad, exactitud y linealidad del

método se sustentara el anlisis para las gomitas de sabor fresa y mango.

4. HIPOTESIS

El método analitico optimizado es util para cuantificar acido ascorbico en un suplemento
alimenticio como lo son las gomitas pediatricas, de acuerdo a los pardmetros de validacién
establecidas por la FDA 'y la FEUM 10°%,
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5. DISENO EXPERIMENETAL
5.1 Material de laboratorio

- Agitador de vidrio

- Agitador magnético 1 pulgada

- Bulbo de latex

- Bureta de 10mLclase “A”

- Bureta de 25mLclase “A”

- Bureta de 50mLclase “A”

- Espatula metalica

- Matraz erlenmeyer de 250mL PYREX

- Papel Glassine

- Papel Parafilm

- Perilla de succion

- Pinza doble presion

- Pipeta graduada de 5mL

- Pipeta graduadade 10mL

- Pipeta volumétrica de 3mL clase “A” KIMAX
- Probeta de 50mL KIMAX

- Probeta de 100mL KIMAX

- Soporte universal

- Vaso de precipitados de 100mL KIMAX
- Vaso de precipitados de 250mLKIMAX
- Vaso de precipitados de 600mLKIMAX
- Vaso de precipitados de 1000mLKIMAX

5.2 Reactivos

Reactivos Marca Lote

Acido Clorhidrico J. T. Baker H02C08
Acido Sulfarico J. T. Baker H51C01
Agua destilada libre de CO, Planta Piloto 02 al 25 Marzo 09
Almidoén Si Merck 6925368
Bicarbonato de Sodio GR J. T. Baker 36509
Hidroxido de Sodio J. T. Baker 000008742
Triéxido de Arsénico J. T. Baker M28775
Yodo 0.1N J. T. Baker 2208
Yoduro de Potasio GR Meyer J0212081
Yoduro mercdrico rojo Meyer 163213
Acido ascorbico Merck AAS-01-XC-R
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5.3 Equipos

Equipo Modelo

Balanza Analitica OHAUS Analytical Standard
Parrilla de agitacion y calentamiento Thermo scientific Cimarec Mod.SP131635

5.4 Principio activo y materia primas

Materia Prima Proveedor Lote
Acido Ascorbico Farmacia Paris N220
Acido citrico Helm de México 23A1010
Agua Purificada Planta Piloto 02 al 25 Marzo 09
Azucar Refinada Zulca sin lote
Colorante amarillo huevo Dosicolor Deiman sin lote
Colorante rojo fresa Dosicolor Deiman sin lote
Colorante verde limén Dosicolor Deiman sin lote
Glucosa liquida Helm de México sin lote
Grenetina 275 bloom Helm de México A-1185
Sabor fresa Helm de México 336
Sabor lima-limén Helm de México TA2
Sabor mango Helm de México 678

5.5 Preparacion de soluciones.

5.5.1 Acido sulfarico 2.0N: En un matraz volumétrico de 1000mL conteniendo 500mL de
agua, agregar cuidadosamente y con agitacion, 55mL de &cido sulfirico concentrado, enfriar a

25°C y llevar a volumen.

5.5.2 Acido sulfarico 3.0N: En un matraz volumétrico de 1000mL conteniendo 500mL de
agua, agregar cuidadosamente y con agitacion, 82mL de &cido sulfirico concentrado, enfriar a
25°C y llevar a volumen.

5.5.3 Acido clorhidrico 2.0M: En un matraz volumétrico de 1000mL conteniendo 500mL de
agua, agregar cuidadosamente y con agitacion, 165mL de &cido clorhidrico concentrado,

enfriar a 25°C y llevar a volumen.

5.5.4 Hidréxido de sodio 1.0M: En un matraz volumétrico de 1000mL, disolver 40g de
hidroxido de sodio en agua libre de dioxido de carbono, llevar a volumen con el mismo

disolvente.
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5.5.5 SI Almidon soluble: Mezclar 1.0g de almidédn soluble con 10mg de yoduro mercurico
rojo y suficiente agua fria para hacer una pasta fina, agregar 200mL de agua en ebullicion y
dejar hervir durante 1 min con agitacion constante, dejar enfriar. Usar unicamente la solucion

clara.®

5.5.6 SV Yodo 0.1N: En un matraz volumétrico de 1000mL, disolver 14g de yodo en una
solucion de 369 de yoduro de potasio en 100mL de agua, agregar 3 gotas de acido clorhidrico

y llevar a volumen con agua.

e Valoracién: Disolver 80mg de trioxido de arsénico en 20mL de hidroxido de sodio
1.0M y 10mL de &cido clorhidrico 2.0M. Agregar 3g de bicarbonato de sodio. Titular
con SV de yodo, usando Sl de almiddn soluble. Calcular la normalidad considerando
que cada mililitro de SV de yodo 0.1N es equivalente a 4.946mg de AS,05 2

5.6 Fabricacién de los placebos

Excipientes a utilizar para la elaboracion de la gomita
(5.0g, +/- 5.0%)

Acido ascOrbiCo.......ooviviiiiiiiiiiie e 0.1800 g

Acido CItIICO. ..o 0.0300 g
Grenetina......ovveeeeie i eieeae 0.2500 g
GluCOSa. . e 1.9000 g
AZUCAN. ..o 1.6000 g
Saborizante...........coooiiiii e, 0.0075¢g
Colorante........ooevviiiiiiiiiiii e 0.0075¢g
Vehiculo (agua purificada)...................coveeee 1.1500 g

5.6.1 Método de fabricacion

Hidratar la grenetina en al agua 1 a 60°C y dejar en bafio Maria. Agitar ocasionalmente.
Disolver la glucosa en el agua 2, agregar el azucar y calentar hasta 115-118°C. Enfriar hasta
80°C vy adicionar sabor y color. Agregar la solucién de grenetina, cuidando de no incorporar
aire. Depositar en cama de almidon con impresion de moldes. Dejar fraguar las gomitas 24
horas.”’

31



5.7 Optimizacion del método analitico

Se realiz6 la revision bibliografica para evaluar la presentacion y formulacion de Gomitas
Pediatricas sabores lima-limoén, fresa y mango propuesta en el trabajo de “Estudios de

Preformulacion y formulacion de gomitas pediatricas de acido ascorbico”?’.

Al realizar esta revision documental se consideraron las propiedades tanto fisicas como
quimicas del &cido ascorbico, asi como la descomposicion y disolucion tanto del principio

activo como de la matriz a utilizar.

El &cido ascérbico al ser un agente reductor, puede ser cuantificado siguiendo los
fundamentos de la técnica de andlisis por volumetria, utilizando las reacciones de oxido-
reduccion. Para estas reacciones se utilizan reactivos como el 2,6-dicloro fenol indofenol y el

yodo.

Mas sin embargo, se encontraron en distintos articulos que el &cido ascorbico también puede
ser cuantificado por medio de las técnicas de analisis por espectrofotometria UV/VIS y
CLAR. Puesto que es un suplemento alimenticio y pensando en la relacion costo-beneficio
dentro de la Industria farmacéutica dedicada a la fabricacion de estos suplementos; se opto
por las técnica volumétrica aunque esta fuera menos sensible que las técnicas instrumentales,
debido a que implican el uso de pocos reactivos, que ademas son de bajo costo comparados

con los utilizados en la técnicas instrumentales.

Otro criterio importante cabe mencionar que la eleccion de la técnica se hizo, al realizar una
comparacion del nimero de muestras a analizar debido a lo siguiente:

e Volumetria: Se realiza la valoracion Unicamente con 3 muestras, solo se necesita
valorar la solucion volumétrica y preparar soluciones grado reactivo.

e Espectrofotométrica UV/VIS: Se realiza la calibracion del instrumento, se prepara un
blanco y un estandar (se tiene que tomar en cuenta que se utilizan Sustancias de
Referencia de alta pureza) y por ultimo se realiza la valoracion por triplicado. Se
utiliza gran cantidad de material volumétrico.

e CLAR: Se realiza la calibracion del instrumento y la adecuabilidad del sistema
(realizando 6 inyecciones consecutivas del estandar), se prepara un blanco y estandar

(se tiene que tomar en cuenta que se utilizan Sustancias de Referencia de alta pureza)
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y por ultimo se realiza la valoracion por triplicado. Se utiliza gran cantidad de material

volumétrico.

Con base a este criterio se decidié descartar completamente los métodos que presentaban
técnicas instrumentales, definiendo asi que se ocuparia un método volumétrico por Oxido-

reduccion.

Se realizé la comparacion entre el 2,6-dicloroindofenol y el yodo obteniendo tomando en

cuenta los siguientes criterios:

e 2,6-dicloro fenol indofenol: Este método se fundamenta en la reduccién de una
solucidn de sal sodica del 2,6 — dicloro fenol indofenol por el &cido ascérbico. Este se
oxida y pasa de acido deshidroascorbico, reaccidon que ocurre a medida que se afiade
solucion titulante 2,6-dicloro fenol indofenol sobre la solucion que contiene el &cido
ascorbico. El punto final estd determinado por la aparicion de una coloracion rosada
debida a la presencia del indicador sin reducir, en medio &cido. Se utiliza

principalmente para la cuantificacion de extractos vegetales.

e Yodométrico: Al ser método de titulacion directa, se puede detectar el punto final
mediante el color caracteristico del yodo utilizando como indicador al almidéon ya que
en presencia de yoduro, el almidon absorbe al yodo para dar un color azul intenso

caracteristico.

Se descarta el método de 2,6-dicloro fenol indofenol, puesto que este no reacciona
directamente con el acido ascérbico, siendo un problema al analizarlo, debido a que el
principio activo se encuentra incorporado a la matriz o gomita. Otro punto critico por lo que
se descarta este método es la valoracion del 2,6-dicloro fenol indofenol, debido a que se

utiliza una sustancia de referencia de alto contenido de pureza.

Seleccionando por este motivo las valoraciones yodometricas, ya que son faciles de realizar
de bajo costo, no necesitan grandes cantidades de material volumétrico y se utiliza

Unicamente un patron primario de triéxido de arsénico para la valoracion del yodo.
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Ya determinado el método se realizo la investigacion en diferentes fuentes bibliograficas
donde se utilizara la yodometria para la cuantificacion de acido ascorbico, los métodos

propuestos son los siguientes:

1. Anadlisis de 4cido ascorbico®

Pesar exactamente 400mg Disolver en 25mL de Valorar inmediatamente con yodo
de acido ascorbico en un »| &cido sulfurico al 10%, > 0.1IN patrén, afiadiendo solucion
matraz erlenmeyer de més 100mL de agua indicadora de almidén cuando se
250mL aproxime al punto final

2. Andlisis de acido ascérbico materia prima.?

Disolver 100mg de la

muestra en una mezcla de Titular inmediatamente Agregar 3mL de Sl
100mL de dioxido de —| consoluciondeyodo  ——| almidon cundo  se
carbono y 25mL de acido 0.1n acerca al punto final
sulfarico

Conforme a la composicién del placebo, se decidié usar el método 2, debido a que a esa
concentracion del &cido sulfurico tedricamente se disuelven las gomitas sin degradarse el

principio activo.

Con este método se detectaron los puntos optimizables como son:

e La concentracion de acido sulfurico
e Latemperatura de la muestra para poder lograr la completa disolucién de las gomitas

e El tiempo que tarda en liberarse el principio activo.

Para empezar a realizar la optimizacion del método, se realizo la fabricacion de los placebos
sabor lima-limon, fresa y mango, de acuerdo con el punto 1.3.2 Método de fabricacion. Al
concluir la fabricacién se prepararon las soluciones necesarias para dar inicio a la
optimizacion, empezando con la SV de Yodo 0.1N debido a que se tiene que valorar antes de
su uso, con la finalidad de obtener la concentracion real de la misma. A su vez se prepararon
las soluciones de acido sulfdrico 2.0N, &cido sulfdrico 3.0N, &cido clorhidrico 2.0M,
hidroxido de sodio 1.0M y SI Almidon soluble, de acuerdo con el punto 5.5 Preparacién de

soluciones.
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Concluida la preparacion de los placebos y soluciones se dio inicio a la optimizacion del
método de acuerdo con lo siguiente:

Prueba 1 Prueba 2 Prueba 3
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Prueba 4 Prueba 5 Prueba 6
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Prueba 7 Prueba 8

En todas las pruebas se tituld la cantidad de acido ascérbico adicionada a cada muestra, con
SV de Yodo 0.1N, agregando 3mL de SI Almidon cuando se acercaba al punto final.

Todos estos resultados se registraron en tablas con la finalidad de recopilar la informacion
necesaria para definir cuél seria el método final a utilizar. A continuacion se anexan las tablas
correspondientes para concentracion de acido sulfurico, temperatura y tiempo de disolucion

de la gomita.
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Tabla 6. Efecto de la concentracion y temperatura.

Condiciones

H,S0,3.0N
T amb

H,SO, 3.0N
60°C

H,SO, 3.0N

H,SO, 3.0N
40°C

Ac. Ascorbico Volumen de Ac. Ascorbico % Recobro
adicionado (mg) 1, 0.1N recuperado(mg)

. r ]

- 1 | |
| |

! { |/ |
| |

- 1 | |

I

- 1 | |
| |

- 1 | |

I

- 1 |1 |

Promedio

Tiempo de
disolucién (min)

H,SO,4 3.0N
T amb

H>SO,4 3.0N
60°C

H>SO4 3.0N
50°C

H>SO4 3.0N
40°C
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5.8 Validacién del método analitico

Comprobada la disolucion de las gomitas, se inicio la validacion del método optimizado.

Se hizo una revision bibliografica para definir que pardmetros son validables, debido a que el

método optimizado proviene de la técnica analitica de volumetria.

El primer parametro a verificar fue la Especificidad del Método, utilizando el método
analitico optimizado de la Prueba 7 ubicado en el punto 5.5.1, se pesaron los distintos
sabores de la gomita omitiendo la adicion del &cido ascérbico. Con este resultado se decidid
cual sabor se utilizaria para realiza la validacion, escogiendo asi el placebo que tiene mayor
respuesta analitica, siendo este el posible causante de alguna interferencia entre el analito y el

reactivo titulante.

Posteriormente se evaluaron los siguientes parametros:

a) Linealidad del sistema

Se determiné preparando una solucion d SRef de acido ascoérbico conteniendo 50mg/mL.
Utilizando asi cinco niveles de concentracion (80, 90, 100, 110 y 120%) por triplicado,
preparados a partir de la misma SRef.

b) Precision del sistema

Se realizo la determinacion a partir de una solucion de SRef de &cido ascorbico conteniendo

50mg/mL. Determin&ndola con seis alicuotas de esta solucion equivalente al 100%.
c) Linealidad del método
Se determin6 por medio de placebos analiticos adicionados preparados independientemente,

estos incluyeron todos los componentes del producto. Se realizo por triplicado a cinco niveles

de concentracion de acido Ascorbico 80, 90, 100, 110 y 120%, respectivamente.
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d) Exactitud del método

Se determin6 por medio de placebos analiticos adicionados preparados independientemente,
estos incluyeron todos los componentes del producto, se realizO por sextuplicado

adicionandoles una concentracion del acido ascorbico al 100%.

e) Repetibilidad

Se determind por medio de placebos analiticos adicionados preparados independientemente,
estos incluyeron todos los componentes del producto, se realizd6 por sextuplicado

adicionandoles una concentracion del acido ascérbico al 100%.

f) Precision intermedia

Se determin6 por medio de placebos analiticos adicionados preparados independientemente,
estos incluyeron todos los componentes del producto, se realizd por triplicado adicionandoles
una concentracion del acido ascorbico al 100%. Este analisis lo realizaron dos analistas en dos
diferentes dias.

g) Estabilidad de la muestra

Se determin6 por medio de placebos analiticos adicionados preparados independientemente,
estos incluyeron todos los componentes del producto, se realiz6 por triplicado para cada
condicion y tiempo establecido, adicionandoles una concentracion del analito al 100%,
almacenando las muestras bajo distintas condiciones (temperatura ambiente, refrigeracion y

oscuridad) durante el tiempo establecido de (inicial, 30, 60 y 90 min)

h) Tolerancia

Se determin6 por medio de placebos analiticos adicionados preparados independientemente,
estos incluyeron todos los componentes del producto, se realizé por triplicado adicionandoles
una concentracion del acido ascorbico al 100%. Este analisis se realizo con dos buretas

(25mL y 50mL), respectivamente.
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5.9 Diagrama de Flujo
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6.0 RESULTADOS Y ANALSIS DE RESULTADOS

6.1 Optimizacion del método analitico

Se realizd la optimizacion del método analitico para la cuantificacion de acido ascérbico
materia prima de la FEUM 8% para la cuantificacion de acido ascorbico en las gomitas
pediatricas, para esto se modifico la cantidad de acido sulfurico y la temperatura de la
disolucion de la gomita.

Para poder definir la concentracion de acido y la temperatura de la muestra, se realizaron
distintas pruebas modificando estas variables, esta fue realizada Unicamente con el sabor
lima-limdn. (Ver Tabla 8).

Se analiz6 la concentracion de acido ascorbico presente para poder determinar la Cantidad
Recuperada y él % de Recobro de las muestras. Debido a que el acido ascérbico puede
romperse en medio &cido, por apertura del anillo lactonico, ocurriendo asi una

descarboxilacion de la molécula.

Asi mismo se modificé la temperatura que sirvio para disolver completamente la gomita, esto

es debido a su alto contenido de azucares y grenetina impide su facil disolucién.

La disolucion de la gomita tiene como finalidad liberar el principio activo de la muestra, para

su facil cuantificacion.
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Tabla 8. Resultados de analisis de la optimizacién de método. Efecto de la concentracion y
temperatura.

Prueba Condiciones Ac. Volumen de Ac. Ascorbico % Recobro
Ascdrbico 1,0.1N recuperado(mg) Promedio
adicionado
(mg)

| | |
180.9 185.9123 102.7707
| | |
H,SO, 3.0N 180.8 186.8280 103.3341 | 101.8707

T amb \ \ \

180.7 180.4173 99.8436
1806 204 186.8281 103.4486
180.5 185.9123 102.9985
1807 203 1859123  102.8845 =
H,SO, 3.0N 180.5 184.0806 101.9837 | 102.5861
60°C 1802 202 184.9964 102.6617
180.3 185.9123 103.1127

1800 205 187.7439 1043022
180.0 187.7439 104.2443
| | |
H,SO, 3.0N 180.5 188.6597 104.5206 103.8442
50°C | | |
180.3 186.8281 103.6207
| | |
180.4 189.5756 105.0862
1803 206  188.6597 104.6366
H,SO, 3.0N 180.5 187.7439 104.0133 | 104.2403
40°C | |
180.4 20.6 188.6597 104.5786

A continuacién se muestran los resultados obtenidos después de realizar las distintas pruebas
modificando concentracion y temperatura. (Ver Tabla 9)
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Tabla 9. Resultados de analisis de la optimizacién de método. Tiempo de disolucion de la
gomita.

Tiempo de
Condiciones disolucién
(min)
105
H,SO, 2.0N 100
T amb 108
H,SO, 3.0N 85
T amb 90
88
6
H,SO, 2.0N 5
60°C 6
5
H,SO, 3.0N 4
60°C 4
7
H,SO, 2.0N 7
50°C 9
8
H,SO, 3.0N 6
50°C
9
H,SO, 2.0N 10
40°C 4
10
9
H,SO, 3.0N 9
40°C 7

Observando el efecto de la concentracién, temperatura de la muestra y el tiempo de

disolucidn, se obtiene como resultado que sera utilizado el siguiente método analitico:

Pesar el equivalente a 180mg de Acido Ascérbico (aproximadamente 5.0g de la gomita),
pasar a un matraz erlenmeyer de 250mL, adicionar 100mL de agua destilada a
temperatura ambiente y 25mL de acido sulfurico 2.0N. Colocar el matraz sobre una
parrilla de agitacion y calentamiento a una temperatura de 40°C hasta la disolucion de
la muestra, dejar enfriar. Adicionar 3mL de SI Almiddn, titular con SV de Yodo 0.1N
hasta que vire a color azul intenso. Cada mL de soluciébn SV Yodo 0.1N equivale a
8.806mg de Acido Ascorbico.

Para realizar la validacion, debido a que se recupera mayor cantidad de &cido ascérbico a una
temperatura de 40°C con una concentracion de &cido sulfurico de 2.0N en un tiempo

aproximado de 10min
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6.2 Validacién del método analitico

Al iniciar la validacion del sistema se realizé la valoracion de la SV de Yodo 01.N, con la
finalidad de conocer la concentracion real de la solucion (Ver Tabla 10). Obteniendo los

siguientes resultados:

Tabla 10. Resultados de la valoracion del Yodo 0.1N

Peso As,0;(mg) Volumen de Normalidad
I, (mL)
150.1 27.6 0.1099
149.8 21.7 0.1093 Prom = 0.1101N
157.0 28.5 0.1113 C.V.=0.9316%

La formula utilizada para conocer la Concentracion real del Yodo 0.1N es la siguiente:

N = Peso del As;03(mQq)
Vol. I, (mL)*Eq de As,03

Ejemplo:

N=  150.1mg = 0.1099
(27.6mL)*(49.46eq)

6.2.1 Linealidad del sistema

Se obtuvieron los siguientes datos después de realizar el analisis a 5 niveles de concentracion

(Ver Tabla 11).
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Tabla 11. Datos obtenidos de la valoracion por Nivel de Concentracion.

Concentracion Cantidad Volumen
Nivel de Ac ascdrbico Adicionada de

(%) por nivel Ac. Ascorbico Yodo 0.1101N

(mg) (mL) (mL)
80 144 2.40 14.9
80 144 2.40 14.8
80 144 2.40 14.9
90 162 2.70 16.7
90 162 2.70 16.6
90 162 2.70 16.6
100 180 3.00 18.7
100 180 3.00 18.7
100 180 3.00 18.6
110 198 3.30 20.7
110 198 3.30 20.6
110 198 3.30 20.5
120 216 3.60 225
120 216 3.60 22.3
120 216 3.60 22.4

Para poder calcular la cantidad recuperada de acido ascorbico se tomo en cuenta que 1mL de

Yodo equivale a 8.806mg de acido ascérbico.
Ejemplo:

ImL de Yodo 0.IN —— 8.806mg de Acido Ascérbico
ImL de Yodo 0.110IN — X=9.6954 mg de Acido Ascorbico

Por lo tanto la cantidad recuperada de la muestra se calcula con los equivalentes de la
concentracion real de SV de Yodo 0.1101N, donde el peso equivalente del &cido ascorbico a

esa normalidad es de 9.6954mg por mililitro.

Ya obtenida la cantidad recuperada se realizan los calculos necesarios para determinar las
sumatorias tanto para X como Y, la Ordenada al origen (b), la Pendiente (m), el Coeficiente
de correlacion(r), el Coeficiente de determinacion (r%), asi como la Suma de Cuadrados(SC),

y el Intervalo de confianza (IC).
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(X)

Nivel

80
80
80
90
90
90
100
100
100
110
110
110
120
120
120

Tabla 12. Nivel de concentracion vs. Volumen de Yodo gastado (mL).

(¥)
|

Vol. 2

14.9
14.8
14.9
16.7
16.6
16.6
18.7
18.7
18.6
20.7
20.6
20.5
225
22.3
22.4

Cantidad
Recuperada

(mg)

144.4615
143.4920
144.4615
161.9133
160.9437
160.9437
181.3041
181.3041
180.3346
200.6949
199.7254
198.7558
218.1466
216.2076
217.1771

%Recobro

100.3205

99.6472
100.3205

99.9465

99.3480

99.3480
100.7245
100.7245
100.1859
101.3611
100.8714
100.3817
100.9938
100.0961
100.5450

A

y

14.8267
14.8267
14.8267
16.7300
16.7300
16.7300
18.6333
18.6333
18.6333
20.5367
20.5367
20.5367
22.4400
22.4400
22.4400

yi-§

0.0733
-0.0267
0.0733
-0.0300
-0.1300
-0.1300
0.0667
0.0667
-0.0333
0.1633
0.0633
-0.0367
0.0600
-0.1400
-0.0400

Xi-X

-2556.0000
-2556.0000
-2556.0000
-2538.0000
-2538.0000
-2538.0000
-2520.0000
-2520.0000
-2520.0000
-2502.0000
-2502.0000
-2502.0000
-2484.0000
-2484.0000
-2484.0000

(xi-x)2

6533136.0000
6533136.0000
6533136.0000
6441444.0000
6441444.0000
6441444.0000
6350400.0000
6350400.0000
6350400.0000
6260004.0000
6260004.0000
6260004.0000
6170256.0000
6170256.0000
6170256.0000

Con base a los resultados de la Tabla 12, se obtuvieron los siguientes datos que se utilizan

para calcular b, m, r?, IC y Fcal. Para calcular la regresion lineal se utilizaron las formulas

que se encuentran en el Anexo.

Tabla 13. Valores de las sumatorias.

X 2700
Ty 279.5000
X 495720
2y 5316.8100
XY 51337.8

N 15

Sx
S
XZ
Sy
S%y
X

26.34930
694.2857

32400

2.7876
7.7710

180

A continuacion en la Tabla 14 se muestran los resultados para la Linealidad del sistema.
Tabla 14. Resultados de Linealidad del Sistema

Estimacidn estadistica Criterios
Modelo y = mx+b

m m=1

b b=0
r2 r2<0.98

I.C. Ordenada al origen

t tan(0.975) Ordenada al origen
t .arc Ordenada al origen
Fiab(0.975)

I:calc

C.V.

El intervalo debe incluir al cero

Ftab 2 I:calc
CV.<2.0%

Resultados
y=0.1057x + (-0.4000)

0.1057
-0.4000
0.9990

(-0.89079, 0.09079)

2.160
-1.7604
6.41
570877.5133
0.58204%
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Fig. 6. Grafica de Linealidad del sistema. Concentracion vs. Volumen

En base a los resultados obtenidos se observa que es un método lineal, debido a que cumple
con la ecuacién de la linea recta. Mas sin embargo también se evallo el coeficiente de
variacion indicado que el método es homogéneo, es decir que sus valores tienen poca

variabilidad entre si, al tener un CV=0.58204% < 2.0% indicado para métodos volumétricos.

También se realizo el estadigrafo de contraste t de Student para la ordenada al origen donde se
plantearon las hip6tesis (Ho: b=0, Ha: b#0) obteniendo como resultado una t ¢4 < t a5, por lo
cual se acepta la Ho: b=0 al ser menor de cero (t ¢ = -1,7604). Asi mismo se evallo el
Intervalo de confianza de la ordenada obteniendo como resultado (-0.89079, 0.090079), es

decir que el intervalo incluye al cero.

Otra estimacion estadistica que se realiz6 fue un andlisis de varianza (ANADEVA) para una
regresion lineal, al igual que en la t de Student se plantearon dos hipétesis (Ho= EI volumen
no depende de la concentracién, Ha = el volumen depende de la concentracién), al obtener
una Fp > Feare, indica que se Rechaza la Ho al ser un método donde el volumen depende de la

concentracion de la muestra.
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6.2.2 Precision del sistema

A continuacién se muestran los datos obtenidos en la valoracion de 6 muestras

independientes, se utilizd la misma normalidad de la Tabla 10 para realizar los célculos.

Tabla 15. Datos obtenidos para el Nivel de concentracion del 100%

CANTIDAD EQUIVALENTE VOLUMEN CANTIDAD
ADICIONADA CANTIDAD DE YODO RECUPERADA
(mg) ADICIONADA (mL) (mg)

(mL)
180 3.00 18.70 181.3041
180 3.00 18.70 181.3041
180 3.00 18.60 180.3346
180 3.00 18.80 182.2736
180 3.00 18.70 181.3041
180 3.00 18.60 180.3346

Tabla 16. Valores Estadisticos
gy 181.1425
Ty 1086.8550
Ty2 196878.300

n 6
Desviacion 0.7298
estandar
C.V. 0.4029%

Se evaluo la precision del sistema que tiene como finalidad determinar si los resultados tienen
un grado de concordancia entre si. Esto en una muestra homogénea mediante el resultado del

C.V. al ser menor al 2.0%

6.2.3 Linealidad del método

Para realizar la validaciéon del método se valoré la SV de Yodo 0.1N, con la finalidad de

conocer la concentracion real de la solucion (Ver Tabla 17). Obteniendo los siguientes

resultados:
Tabla 17. Resultados de la valoracion del Yodo 0.1N
Peso As,03(mg) Volumen de Normalidad
|2 (mL)
153.8 27.9 0.1114
153.0 27.5 0.1124 Prom = 0.11206N
153.5 27.6 0.1124 C.V.=0.5152%
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La férmula utilizada para conocer la Concentracion real del Yodo 0.1N es la siguiente:

N = Peso del As,03(mq)
Vol. I, (mL)*Eq de As,03

Ejemplo:

N=_ 153.8mg = 0.1114
(27.9mL)*(49.46eq)

Se obtuvieron los siguientes datos después de realizar el analisis a 5 niveles de concentracién
(Ver Tabla 18).

Tabla 18. Datos obtenidos de la valoracion por Cantidad recuperada

Cantidad Volumen Cantidad
Nivel Adicionada de Recuperada
(%) Ac. Ascorbico | Yodo 0.11206N | Ac. Ascorbico
(mg) (mL) (mg)

80 143.1 14.6 144.0729
80 144.0 14.7 145.0597
80 143.8 14.7 145.0597
90 162.7 16.5 162.8221
90 162.4 16.6 163.8089
90 167.7 17.0 167.7561
100 181.3 18.4 181.5713
100 182.8 18.5 182.5581
100 182.9 18.7 184.5317
110 204.0 20.5 202.2941
110 197.9 20.1 198.3469
110 197.9 20.1 198.3469
120 220.5 225 222.0301
120 214.0 21.7 214.1357
120 215.8 21.7 214.1357

Para poder calcular la cantidad recuperada de Acido ascérbico se tomo en cuenta que 1mL de

Yodo equivale a 8.806mg de Acido Ascérbico.
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Ejemplo:

1mL de Yodo 0.1N

1mL de Yodo 0.11206N

8.806mg de Acido Ascorbico
X=9.8680 mg de Acido Ascorbico

Por lo tanto la cantidad recuperada de la muestra se calcula con los equivalentes de la

concentracion real de SV de Yodo 0.11206N, donde el peso equivalente del acido ascérbico a

esa normalidad es de 9.8680mg por mililitro.

Ya obtenida la cantidad recuperada se realizan los célculos necesarios para determinar las

Sumatorias tanto para X como Y, la Ordenada al origen (b), la Pendiente (m), el Coeficiente

de correlacion(r), el Coeficiente de determinacion (r%), asf como la Suma de Cuadrados(SC),

y el Intervalo de confianza (IC).

X)
Nivel

80
80
80
90
90
90
100
100
100
110
110
110
120
120
120

Tabla 19. Nivel de concentracion vs. Volumen de Yodo gastado (mL).

(Y)
Vol. I,
14.6
14.7
14.7
16.5
16.6
17.0
18.4
18.5
18.7
20.5
20.1
20.1
225
21.7
21.7

Cantidad
Recuperada

(mg)
144.0729
145.0597
145.0597
162.8221
163.8089
167.7561
181.5713
182.5581
184.5317
202.2941
198.3469
198.3469
222.0301
214.1357
214.1357

%Recobro

100.6798
100.7359
100.8760
100.0750
100.8675
100.0334
100.1496
99.8677

100.8921
99.1638

100.2258
100.2258
100.6939
100.0634
99.2288

y

143.7926
144.6791
144.4821
163.0989
162.8034
168.0239
181.4201
182.8977
182.9962
203.7800
197.7714
197.7714
220.0327
213.6301
215.4032

yi-y

0.2803
0.3806
0.5776
-0.2768
1.0055
-0.2679
0.1511
-0.3396
1.5355
-1.4859
0.5755
0.5755
1.9973
0.5055
-1.2675

Xi-X

-2577.700
-2576.800
-2577.000
-2558.100
-2558.400
-2553.100
-2539.500
-2538.000
-2537.900
-2516.800
-2522.900
-2522.900
-2500.300
-2506.800
-2505.000

(Xi-x)2

6644537.2900
6639898.2400
6640929.0000
6543875.6100
6545410.5600
6518319.6100
6449060.2500
6441444.0000
6440936.4100
6334282.2400
6365024.4100
6365024.4100
6251500.0900
6284046.2400
6275025.0000

En base a los resultados de la Tabla 19, se obtuvieron los siguientes datos que se utilizan para

calcular b, m, r?, IC y Fcalc. Para calcular la regresion lineal se utilizaron las formulas que se

encuentran en el Anexo.
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Tabla 20. Valores de las sumatorias

X 181.3867 y 181.7686

|
o
s

S Tsis0| Sy 6921036
|

A continuacion en la Tabla 21 se muestran los resultados para la linealidad del método.

Tabla 21. Resultados de Linealidad del Método
Estimacion estadistica Criterios Resultados

| |
| y=mxbrgi | y=0.9831x+(34387)-(3.9466949)
. m . 0%

| |
tunoors Ordenadaalorigen | - | 2.160

I.C. Pendiente | El intervalo debe incluir la unidad (0.9599, 1.0090)
t caic Pendiente 103.0398
556.1114
250.0000 :

g 200.0000

= m=0.9831

k] b=3.4387

@ 150.0000 r2=0.9988%

Q. /

3 /

o / == Series2

< 100.0000 g

(1] /

il y

€ v

& 50.0000 ,

/
/
/
0.0000 4
0.000 50.000 100.000150.000200.000250.000
Cantidad adicionada(mg)

Fig. 7. Grafica de Linealidad del método. Cantidad adicionada vs. Cantidad recuperada
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Para poder determinar la linealidad del método se tomo en cuenta el error experimental vy al

corregir con este valor se cumple asi con la ecuacion de la linea recta (y = mx+b).

También se evallo el coeficiente de variacion indicado que el método es homogeéneo al
realizar el analisis, es decir que sus valores tienen poca variabilidad entre si al tener un

CV= % < 2.0% indicado para métodos volumétricos.

Se realizo el estadigrafo de contraste t de Student tanto para la ordenada al origen como para

la pendiente, donde se plantearon las siguientes hipotesis:

Ordenada al Origen (Ho: b=0, Ha: b+#0) obteniendo como resultado una t ¢5 <t (s, por lo cual
se acepta la Ho=0 al tener una (t .y = -0.2795). EIl célculo del estadigrafo de contraste se

realiz6 con la ordenada al origen (b) corregida, al restarle el error experimental.

Pendiente (Ho: m=0, H: m<1) obteniendo como resultado una t ¢, <t 1, por lo cual se acepta

la Ho=0 al ser menor de cero (t ¢z = 103.).

Asi mismo se evallo el Intervalo de confianza tanto de la ordenada al origen como de la

pendiente obteniendo como resultado:

Ordenada al Origen (-4.2858, 3.2698), el intervalo incluye al cero.

Pendiente (0.9599, 1.0090), el intervalo incluye la unidad

Otra estimacion estadistica que se realizo fue un andlisis de varianza (ANADEVA) para una
regresion lineal, al igual que en la t de Student se plantearon dos hipétesis (Ho= El volumen
no depende de la concentracion, Ha = el volumen depende de la concentracion), al obtener

una Fep > Feare, €sto indica que se Rechaza la Ho al ser un método donde el volumen depende

de la concentracion de la muestra.

6.2.4 Exactitud del método

A continuacion se muestran los datos obtenidos en la valoracion de 6 muestras

independientes, se utilizé la misma normalidad de la Tabla 15 para realizar los célculos.
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Tabla 22. Datos obtenidos para el Nivel de Concentracion del 100%

PLACEBO CANTIDAD VOLUMEN CANTIDAD % DE
ANALITICO | ADICIONADA | DE YODO | RECUPERADA | RECOBRO
ADICIONADO (mg) (mL) (mg) (y)
1 181.300 18.400 181.5713 100.1496
2 182.800 18.500 182.5581 99.8677
3 182.900 18.700 184.5317 100.8921
4 182.700 18.500 182.5581 99.9223
5 182.800 18.600 183.5449 100.4075
6 182.500 18.600 183.5449 100.5725

Tabla 23. Valores Estadisticos

Promedio 100.3020%
Desviacion estandar 0.3971

C.V. 0.3959%

N 6

IC n (99.8851, 100.7188)

En base a estos resultados se realizé la determinacion del intervalo de confianza de la media
poblacional (IC p) obteniendo como resultado un intervalo de (99.8851, 100.7188), con esto

se puede concluir que el método es exacto al incluir el valor del 100%.

6.2.5 Precision intermedia

a) Repetibilidad

Con base a los resultados de la Tabla 23 se calculd la interferencia estadistica aplicando el
estadigrafo de contraste 2 En la cual se propusieron dos hipétesis (Ho: o =2.0%; Ha: o
#2.0%), al final se concluye aceptando la Ho debido a que la varianza poblacional es igual al

2.0%, esto se confirma con l1a % caic<yab

Tabla 24. Resultados del estadigrafo de contraste
Ho: o, = 2% Y ar=12.83
Ha: o, # 2% cha|=0_1971
0.1971 < 12.83 Ho se acepta

b) Reproducibilidad

Para realizar los calculos de la reproducibilidad se utilizo la SV de Yodo 0.11206N

mencionada en la Tabla. 17.
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Se evalud la reproducibilidad del método evaluando el efecto del analista, el dia y la

interaccion entre analista/dia, para ello se realizd el andlisis en dos dias y con dos analistas.
Obteniéndose los siguientes datos:

Tabla 25. Resultados del Primer dia/Primer Analista

PLACEBO CANTIDAD VOLUMEN CANTIDAD % DE
ANALITICO ADICIONADA DE YODO | RECUPERADA | RECOBRO
ADICIONADO (mg) (mL) (mg) (y)
1 182.600 18.5 182.5581 99.9770
2 182.800 18.7 184.5317 100.9473
3 182.500 18.5 182.5581 100.0318

Tabla 26. Resultados Primer dia/Segundo Analista

PLACEBO CANTIDAD VOLUMEN CANTIDAD % DE
ANALITICO ADICIONADA DE YODO | RECUPERADA | RECOBRO
ADICIONADO (mg) (mL) (mg) (y)
1 181.900 18.5 182.5581 100.3618
2 180.300 18.3 180.5845 100.1578
3 177.700 18.2 179.5977 101.0679

Tabla 27. Resultados Segundo dia/ Primer Analista
PLACEBO CANTIDAD | VOLUMEN

CANTIDAD % DE
ANALITICO | ADICIONADA | DE YODO | RECUPERADA A RECOBRO
ADICIONADO (mQ) (mL) (mg) (y)
1 181.900 18.4 181.5713 99.8193
2 182.300 18.6 183.5449 100.6829
3 182.600 18.5 182.5581 99.9770

Tabla 28. Resultados Segundo dia/Segundo Analista
PLACEBO CANTIDAD | VOLUMEN

CANTIDAD % DE
ANALITICO | ADICIONADA | DE YODO | RECUPERADA | RECOBRO
ADICIONADO (mg) (mL) (mg) (y)
1 180.500 18.5 182.5581 101.1402
2 179.700 18.3 180.5845 100.4922
3 179.900 18.3 180.5845 100.3805

Para poder realizar los célculos para el Analisis de Varianza (ANADEVA) se realizé un

condensado de los resultados, dividiéndolos entre dias y analistas (Ver Tabla 29).
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Tabla 29. Resultados condensados para ANDEVA

ANALISTA
1 2
1 99.9770 100.3618
100.9473 100.1578
100.0318 101.0679
DIA 2 99.8193 101.1402
100.6829 100.4922
99.9770 100.3805

Para poder calcular este parametro se realiz6 un ANADEVA proponiendo el modelo

estadistico:

yijk =+ ai + §j (i) + Ek(ij)

Asi mismo se propusieron las siguientes hipdtesis con el fin de conocer la fuente de posible

variacion, esto es debido a que se tiene que tener la certeza de que cualquier analista y en

cualquier dia, el andlisis arrojara resultados reproducibles.

a) Ho: No hay efecto del Analista

Ha: Si hay efecto del Analista

b) Ho: No hay efecto del Dia

Ha: Si hay efecto del Dia

c) Ho: No hay efecto de la interaccién analista/dia

Ha: Si hay efecto de la interaccion analista/dia

Tabla 30. Modelo estadistico

FUENTE g.l SC MC F calculada
ANALISTA a-1 2y2i. Jjik -y2...lijk SCalgla Mca/Mce
DIA b-1 2y2.j./ik y2 ...lijk SCd/gdl MCd/Mce
INTERACCION ' (a-1)(b-1)  =3y2ij./k - £y2i../jk - Zy2.j./ik + y2.../jk = SCad/glad = Mcad/Mce
ERROR ab(c-1) »y3y2ijk - Z2y2ij./k SCelgle

Los resultados obtenidos para el Andlisis de Varianza son: (Ver Tabla 31)
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Tabla 31. Resultados de la ANDEVA

FUENTE o] SC MC F calculada F tablas
ANALISTA 1 0.000221553 0.00022155 4.16452E-05

DIA 1 0.390595022 0.39059502 0.073420117
INTERACCION 1 0.067858365 0.06785836 0.012755332 532
ERROR 8 1.8099 0.22623214

En base a los resultados obtenidos se observa que no hay efecto del analista, dia y de su
interaccion debido a que se obtuvo una Feye < Fip, por lo cual se concluye que para este
modelo estadistico fijo, se acepta para los tres casos la Ho al no haber efecto del analista/dia

ni de la interaccion entre ambos, es decir el método es reproducible.

6.2.6 Estabilidad

En el caso de la estabilidad se realizé en tres distintas condiciones (Temperatura ambiente,
Oscuridad y Refrigeracion) en tres tiempos (45min, 90 min y 120min), debido a que en

ocasiones no es posible realizar el andlisis por distintos factores ajenos al analista.

La finalidad de este analisis es conocer las condiciones en que se puede almacenar la muestra
antes de ser analizada asegurando asi que las propiedades fisicoquimicas del principio activo

no afecten el resultado, al dar concentraciones erroneas.

Esto es debido a la propia naturaleza del &cido ascorbico ya que es una vitamina fotosensible,
que ademas puede presentar una degradacion por hidrdlisis acida debido a la cantidad

considerable de acido sulfurico utilizado para su disolucion.

Para realizar los calculos de la estabilidad se utilizo la SV de Yodo 0.11206N mencionada en
la Tabla. 17.
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Tabla 32. Resultados Temperatura Ambiente

INICIAL

182,800 1815713 | 99.3278
182,900 1825581 | 99.8130

182.800 184.5317 100.9473

182.200 182.5581 100.1965

183.200 184.5317 100.7269
“ 183.500 186.5053 101.6377

182.300 182.5581 100.1416

183.200 . 186.5053 101.8042

Tabla 33. Resultados Oscuridad

INICIAL

182.800 181.5713 99.3278
“ 182.900 182.5581 99.8130

180.400 181.5713 100.6493

“ 180.500 180.5845 100.0468

179.900 180.5845 100.3805
180100 1008169

180.000 180.5845 100.3247

3 180.300 18.2 179.5977 99.6105
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Tabla 34. Resultados Refrigeracion

INICIAL
PLACEBO CANTIDAD | VOLUMEN CANTIDAD % DE
ANALITICO @ ADICIONADA DEYODO @ RECUPERADA @ RECOBRO
ADICIONADO (mg) (mL) (mg) )
1 182.800 18.4 181.5713 99.3278
2 182.900 18.7 184.5317 100.8921
3 182.900 18.5 182.5581 99.8130
45 min
183.600 18.8 185.5185 101.0449
182.900 18.7 184.5317 100.8921
182.800 18.5 182.5581 99.8677
90 min
182.700 18.6 183.5449 100.4624
182.300 18.5 182.5581 100.1416
182.500 18.6 183.5449 100.5725
120 min
183.400 18.5 182.5581 99.5409
183.900 19 187.4921 101.9533
183.100 18.8 185.5185 101.3208

Se realizé un anélisis de la Diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicién
respecto a la media aritmética del andlisis inicial (|di[), obteniendo los siguientes resultados.
(Ver Tabla 35).

Tabla 35. Resultados |di| para las distintas condiciones y tiempos
Temperatura | Oscuridad | Refrigeracion

ambiente
45 min 0.4513 0.2366 0.5906
90 min 0.7878 1.0069 0.3812
120 min 1.1198 0.3288 0.9274

Todas las muestras cumplen al ser la |di| > 2.0%, por lo cual la muestra es estable en todas las
condiciones, asi mismo se realizo un andlisis de la media aritmética (yo), teniendo como
especificacion para el Factor | del 97.0% al 103.0% ya que se trata de un método volumeétrico,

siendo que la muestra es estable en todas las condiciones.(Ver Tabla 36)

Tabla 36. Resultados de la Media Aritmética a distintas condiciones y tiempos

Temperatura Oscuridad Refrigeracion
Ambiente
45 min 100.4571 100.2422 100.5945
90 min 100.7947 101.0070 100.3864
120 min 101.1213 100.3304 100.9256
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En base a estos resultados y al realizar la comparacion de la [di| y (Vo) se determina que las
muestras se deben almacenar en refrigeracion (entre 2-8°C) después de ser preparadas en un
tiempo maximo de 120min para poder realizar la valoracion del acido ascorbico, sin que

exista alguna degradacion.

6.2.7 Tolerancia

Para determinar la tolerancia del método analitico se realizo el analisis utilizando dos buretas
de distinta capacidad (25mL y 10mL). Al realizar los célculos de la tolerancia se utilizo la SV
de Yodo 0.11206N mencionada en la Tabla. 17.

Tabla 38. Resultados utilizando la bureta 25mL

PLACEBO CANTIDAD VOLUMEN CANTIDAD % DE
ANALITICO | ADICIONADA DE YODO RECUPERADA | RECOBRO
ADICIONADO (mg) (mL) (mg) (y)
1 182.900 18.700 184.5317 100.8921
2 182.800 18.600 183.5449 100.4075
3 182.500 18.600 183.5449 100.5725

Tabla 39. Resultados utilizando la bureta 10mL

PLACEBO CANTIDAD | VOLUMEN CANTIDAD % DE
ANALITICO | ADICIONADA | DE YODO | RECUPERADA | RECOBRO
ADICIONADO (mg) (mL) (mg) (y)
1 179.100 18.900 186.5053 104.1347
2 180.700 18.800 185.5185 102.6666
3 179.000 18.900 186.5053 104.1929

Se utilizo una bureta de 10mL con la finalidad de conocer que tan tolerante es el método
analitico al utilizar una bureta de menor capacidad. Esta bureta se debe llenar en 3 ocasiones

para poder llegar al punto final de la valoracion, por lo tanto se arrastra un error sistematico.

Para poder determinar la tolerancia del método analitico se realiz6 la comparacion de los
resultados para cada unas de las buretas, por medio del C.V., el cual no debe ser mayor al
2.0% entre ambas muestras. Obteniendo un resultado de 1.7230%, siendo que hay tolerancia

en el método.
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6.2.8 Especificidad del método

Para realizar la especificidad del método se prepararon 3 placebos de gomitas, es decir solo se
utilizaron los componentes de la gomita sin adicionarle el acido ascérbico para cada uno de
los sabores (lima-limén, fresa y mango), estas muestras fueron valoradas con SV de Yodo

0.1N obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 40. Resultados de la especificidad

Gomita mL gastados de Yodo 0.1N
Limén 0.3mL

Fresa 0.2mL

Mango 0.2mL

Debido a estos resultados se decidid realizar la validacion completa para el sabor
lima-limon, debido a que es el placebo que causa mayor interferencia de los excipientes en el
analisis. Con lo que respecta a los otros sabores (fresa y mango), solo se realizo el analisis de
la linealidad y exactitud del método, esto tuvo como objetivo el conocer si afecta el color y el
sabor de la gomita, puesto que estdn formuladas con la misma cantidad de excipientes y

principio activo.

6.2.9 Linealidad del método para el sabor Fresa

Se obtuvieron los siguientes resultados para la linealidad de método del sabor Fresa. (Ver
tabla 41).

Tabla 41. Resultados de la linealidad del método.

Estimacion estadistica Criterios Resultados
Modelo y = mx+b y=1.0163x + (-2.7153)
y = mx+b+&i y=1.0163x + (-2.7153)-(-5.00591)
m m=1 1.0163
b b=0 -2.7153
r2 r2<0.98 0.9979
I.C. Ordenada al origen  El intervalo debe incluir al cero -10.08586, 0.07468
t tnoors) Ordenada al origen w - 2.160
t .arc Ordenada al origen ttab >t calc -2.7523
I.C. Pendiente | El intervalo debe incluir la unidad 0.9885,1.0441
t tab(0.975) Pendiente ----- 2.160
t caic Pendiente fan> T calc 79.0894
Favoorsy =0 - 6.41
I:calc Ftabz Fcalc 964.5036
C.V. CV.<2.0% 0.67522%
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Fig. 8. Grafica de Linealidad del método. Cantidad adicionada vs. Cantidad recuperada

Para poder determinar la linealidad del método se tomd en cuenta el error experimental y al

corregir con este valor se cumple asi con la ecuacion de la linea recta (y = mx+b).

También se evalto el coeficiente de variacion indicado que el método es homogeéneo al
realizar el analisis del principio, es decir que sus valores tienen poca variabilidad entre si

mismos al tener un CV= % < 2.0% indicado para métodos volumétricos.

Se realizé el estadigrafo de contraste t de Student tanto para la ordenada al origen y como para

la pendiente, donde se plantearon las siguientes hipdtesis:
Ordenada al Origen (Ho:b=0, Ha: b#0) obteniendo como resultado una t 5 < t s, por lo cual
se acepta la Ho=0 al tener una (t ¢ = -2.7523 ). El calculo del estadigrafo de contraste se

realizd con la ordenada al origen (b) corregida, al restarle el error experimental.

Pendiente (Ho: m=0, H: m<1) obteniendo como resultado una t ¢, <t 1, por lo cual se acepta

la Ho=0 al ser menor de cero (t ¢ = 79.0894).

Asi mismo se evalto el Intervalo de confianza tanto de la ordenada al origen como de la

pendiente obteniendo como resultado:

Ordenada al Origen (-10.08586, 0.07468), el intervalo incluye al cero.
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Pendiente (0.9885, 1.0441), el intervalo incluye la unidad

Otra estimacion estadistica que se realizo fue un andlisis de varianza (ANADEVA) para una
regresion lineal, al igual que en la t de Student se plantearon dos hipotesis (Ho= El volumen
no depende de la concentracién, Ha = el volumen depende de la concentracion), al obtener
una Fp > Feare, €sto indica que se Rechaza la Ho al ser un método donde el volumen depende

de la concentracion de la muestra.

6.2.10 Linealidad del método para el sabor Mango

Se obtuvieron los siguientes resultados para la linealidad de método del sabor Mango. (Ver

tabla 42).

Tabla 42. Resultados de la linealidad del método.

Estimacidn estadistica
Modelo

m
b

r2

I.C. Ordenada al origen

t wn(0.975 Ordenada al origen
t carc Ordenada al origen

I.C. Pendiente

t tab(0.975) Pendiente

t cac Pendiente

Fian(0.975)

I:calc
C.V.

Criterios
y = mx+b
y = mx+b+&i
m=1
b=0
r2<0.98
El intervalo debe incluir al cero

ttabZ t calc
El intervalo debe incluir la unidad

FtabZ I:calc
CV.<2.0%

Resultados

y= 0.9994x + (0.1118)

y=0.9994x + (0.1118)-(-0.592922)

0.9994
0.1118
0.9978
-4.54922, 3.36337
2.160
-0.3237
0.9713,1.0275
2.160
76.8178
6.41
3137.9098
0.67880%
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Fig. 9. Grafica de Linealidad del método. Nivel de Concentracion vs. Cantidad recuperada

Para poder determinar la linealidad del método se tomd en cuenta el error experimental y al

corregir con este valor se cumple asi con la ecuacién de la linea recta (y = mx+b).

También se evalto el coeficiente de variacion indicado que el método es homogéneo al
realizar el analisis del principio, es decir que sus valores tienen poca variabilidad entre si

mismos al tener un CV= % < 2.0% indicado para métodos volumétricos.

Se realiz6 el estadigrafo de contraste t de Student tanto para la ordenada al origen y como para

la pendiente, donde se plantearon las siguientes hipétesis:

Ordenada al Origen (Ho:b=0, Ha: b#0) obteniendo como resultado una t 5 < t s, por lo cual
se acepta la Ho=0 al tener una (t ¢y =-0.3237 ). El célculo del estadigrafo de contraste se

realizd con la ordenada al origen (b) corregida, al restarle el error experimental.

Pendiente (Ho: m=0, H: m<1) obteniendo como resultado una t ¢, < t b, por lo cual se acepta
la Ho=0 al ser menor de cero (t .o = 76.8178).

Asi mismo se evalto el Intervalo de confianza tanto de la ordenada al origen como de la

pendiente obteniendo como resultado:

Ordenada al Origen (-4.54922, 3.36337), el intervalo incluye al cero
Pendiente (0.9713, 1.0275), el intervalo incluye la unidad
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Otra estimacion estadistica que se realizo fue un andlisis de varianza (ANADEVA) para una
regresion lineal, al igual que en la t de Student se plantearon dos hipétesis (Ho= El volumen
no depende de la concentracion, Ha = el volumen depende de la concentracion), al obtener
una Fuap > Feae, €sto indica que se Rechaza la Ho al ser un método donde el volumen depende

de la concentracion de la muestra.

6.2.11 Exactitud del método para el sabor Fresa

Se obtuvieron los siguientes resultados para la linealidad de método del sabor Fresa. (Ver
tabla 43).

Tabla 43. Valores Estadisticos

Promedio 99.6460%
Desviacion estandar 0.5898
C.V. 0.5919%
N 6

En base a estos resultados se realizo la determinacion del intervalo de confianza de la media
poblacional (IC p) obteniendo como resultado un intervalo de (99.0269, 100.2650), con esto se
puede concluir que el método es exacto al incluir el valor del 100%.

6.2.12 Exactitud del método para el sabor Mango

Se obtuvieron los siguientes resultados para la linealidad de método del sabor Fresa. (Ver

tabla 44).

Tabla 44. Valores Estadisticos

Promedio 99.9474%
Desviacion estandar 0.6231
C.V. 0.6235%
N 6

En base a estos resultados se realizé la determinacién del intervalo de confianza de la media
poblacional (IC u) obteniendo como resultado un intervalo de (99.2933, 100.6014), con esto se

puede concluir que el método es exacto al incluir el valor del 100%.
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7.0 CONCLUSIONES

g Se optimiz6 el método analitico para la cuantificacion de Acido ascorbico FEUM 82

en materia prima, proponiendo el siguiente método:

Pesar el equivalente a 180mg de Acido Ascorbico (aproximadamente 5.0g de la gomita),
pasar a un matraz erlenmeyer de 250mL, adicionar 100mL de agua destilada a
temperatura ambiente y 25mL de acido sulfarico 2.0N. Colocar el matraz sobre una
parrilla de agitacion y calentamiento a una temperatura de 40°C hasta la disolucion de
la muestra, dejar enfriar. Adicionar 3mL de SI Almidon, titular con SV de Yodo 0.1N
hasta que vire a color azul intenso. Cada mL de solucion SV Yodo 0.1N equivale a
8.806mg de Acido Ascorbico.

o3 Ya establecido el método analitico para la cuantificacion de acido ascorbico en

gomitas, se validd de acuerdo con lo establecido en la FEUM 102 ed.

3 Por tanto se concluye que este método es capaz de cuantificar acido ascorbico, ya que
es especifico para gomitas pediatricas de sabor lima-limén, fresa y mango. Siendo un
método lineal, preciso, exacto y reproducible al obtener resultados dentro de las

especificaciones de C.V.<2.0% vy r>> 0.98%, para métodos volumétricos.

@3 La muestra es estable a temperatura ambiente, mas aun asi se concluye que en el caso
de no realizar inmediatamente la titulacién, esta se debe conservar en refrigeracion (2-

8°C) por no mas de 2h.

8 Se concluye que este método de andlisis es adecuado y confiable para la

cuantificacién de acido ascérbico en gomitas pediatricas.
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9.0 ANEXO

9.1 Linealidad del sistema

a)

b)

d)

f)

9)

h)

Media Aritmética

Desviacién Estandar

_ [n(2y2) = (2y)2
5= nn—1)

Coeficiente de Variacion
S
C.V.=—%100
y
Pendiente
_ n2xy—2x2y
T n2x2? — (2x)2
Ordenada al Origen
2y —mlx
po Y MmeX
n

Coeficiente de Determinacion
_ () - (0)*
(n(2x?) — (2)*)(n(2y?) — (2y)?)

r2

Error experimental
n
ZE=X(yi-Y)
Intervalo de Confianza para la Ordenada al Origen
Sy/x
IC = mT/-1o0. —2)————
C=m™/-10.975(n )(n—l)Sx

3y? —m(2xy) — b(Zy)
n

Sy/x =
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i) ANADEVA

SCt =m(2xy) + b(2y) —

(2y)?
n

SCerror = Xy* — m(Zxy) — b(2y)
9.2 Precisién del sistema

a) Media Aritmética

b) Desviacion Estandar

_ [n(2y2) — (Zy)2
5= nn—1)

c) Coeficiente de Variacion

S
C.V.=—%100
y
9.3 Linealidad del método
a) Media Aritmética
2y
Y= n

b) Desviacion Estandar

_ n(2y2) — (2y)2
5= nn—1)

c) Coeficiente de Variacion
S
C.V.=—%100
y

d) Pendiente
_ n2xy—2x2y
M= sxe - (2x)?
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e) Ordenada al Origen

2y —mlx
, - 2y —mx
n

f) Coeficiente de Determinacion

(n(2xy) — (20)(2y))?

"2 @) - oD my?) - D)

g) Error experimental

MD

SE =X (yi-9)

h) Intervalo de Confianza para la Ordenada al Origen

s
IC =m*/=t0.975(n — 2) o y/x

3y? —m(2xy) — b(Zy)
n

Sy/x =
d) Intervalo de Confianza para la Pendiente

IC = b1 + t0.975, (n — 2)Sh1

_ 1

Sy |2y®—blXxy — b0y
x n—2

i) ANADEVA

SCt =m(2xy) + b(2y) —

(2y)?
n

SCerror = Xy* —m(2Zxy) — b(Zy)

—1)Sx
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9.4 Exactitud del método

a) Media Aritmética

b) Desviacion Estandar

_ [n(2y2) = (2y)2
B nn—1)

c) Coeficiente de Variacion
S
C.V.=—%100
y
d) Intervalo de confianza para la media poblacional
n S
IC(u) =y T/—t0.975—

Vn
9.5 Repetibilidad

a) Media Aritmética

b) Desviacion Estandar

_ [n(2y2) — (Zy)2
5= nn-—1)

c) Coeficiente de Variacion

S
C.V.=—=x100
y
d) Estadigrafo de contraste
n—1)S%x
Yeale = %
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9.6 Reproducibilidad

a) ANADEVA
FUENTE g.l SC MC F calculada
ANALISTA a-1 SCa SCa/gla Mca/Mce
DIA b-1 SCd SCd/gdl MCd/Mce
INTERACCION |  (a-1)(b-1) SCad SCad/glad Mcad/Mce
ERROR ab(c-1) SCe SCelgle

SCt =m(2xy) + b(2y) —

(2y)?
n

SCerror = Xy* — m(2Zxy) — b(2y)
9.7 Estabilidad de la muestra

a) Media aritmética del analisis inicial
0= 2y0
YI = o

b) Media aritmética del analisis de cada condicion de almacenaje

.2y

l=—
Y ni

c) Diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicion de almacenaje respecto
de la media aritmética del analisis inicial.

|di[=[yi-Yol
d) Varianza Ponderada

2520 + 25%1

Sp1? =
p 2(C + 1)
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9.8 Tolerancia

a) Media Aritmética

b) Desviacion Estandar

_ [n(Zy2) - (2y)2
5= nn—1)

c) Coeficiente de Variacion

S
C.V.=—%100
y
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