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Resumen

El presente articulo expone la adecuacion de dos métodos de analisis por espectroscopia de
absorcion atdmica para la cuantificacion de sodio y potasio en sales de rehidratacion oral,
partiendo de metodologias de la USP y AOAC, para un laboratorio farmacéutico en Costa Rica.
Primero se indagd en métodos oficiales aplicables a la determinacion de sodio y potasio. A
partir de estas, se plantearon pruebas que permitieron adecuar el rango de concentraciones de
trabajo para espectroscopia de absorcion atémica; se obtuvo que para el sodio el intervalo es
adecuado entre 0,5y 1,0 ug/ml y para el potasio entre 0,5 - 1,5 pg/ml. En una segunda etapa
se planted la preparacion de la muestra considerando dos formas, reconstituyendo el contenido
total de la presentacion del medicamento y mediante la dilucion de una masa conocida de
muestra, para determinar cual procedimiento era mas efectivo; la reconstitucion resulté lo mas
adecuado. Ademas, se completd la validacion de ambos métodos contemplando los parametros:
intervalo, linealidad, exactitud, repetibilidad y precision intermedia, y se obtuvieron resultados
satisfactorios segun lo establecido por la guia del Ministerio de Salud. Por ultimo se sometieron
a analisis de sodio y potasio, tres lotes del producto en cuestion con los métodos validados, y
se obtuvieron resultados muy favorables dentro de la especificacion USP (90-110%).
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Sodium; potassium; atomic absorption spectroscopy; method validation.

Abstract

This article discusses the suitability of two methods of analysis by atomic absorption
spectroscopy for the quantification of sodium and potassium in oral rehydration salts, based on
USP and AOAC methodologies for a pharmaceutical laboratory in Costa Rica. First we inquired
into official methods applicable to the determination of sodium and potassium. From these, tests
were proposed that allowed to adjust the range of concentrations of work for atomic absorption
spectroscopy; It was obtained that for the sodium the range is suitable between 0.5 and 1.0 ug /
ml and for potassium between 0.5 - 1.5 ug / ml. In a second stage the preparation of the sample
was considered considering two forms, reconstituting the total content of the presentation of
the drug and by the dilution of a known sample mass, to determine which procedure was most
effective; Reconstitution was the most appropriate. In addition, the validation of both methods
was completed considering the parameters: interval, linearity, accuracy, repeatability and
intermediate accuracy, and satisfactory results were obtained according to the guidelines of the
Ministry of Health. Finally, three batches of the product in question with the validated methods
were subjected to sodium and potassium analysis, and very favorable results were obtained
within the USP specification (90-110%).

Introduccién

El sodio y el potasio son elementos quimicos muy reactivos que se oxidan al contacto con el
aire y reaccionan violentamente con el agua. Ademas, se consideran entre los elementos mas
abundantes de la corteza terrestre, en el agua de mar y en los sistemas biolégicos [1]. A nivel
biologico, estos cationes se consideran como elementos esenciales, ya que su presencia en el
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cuerpo humano tiene al menos una funcién bioldgica conocida, por lo que son indispensables
para el buen funcionamiento del organismo [2].

El potasio se considera un cation imprescindible, es el mas abundante en el cuerpo y se
encuentra mayormente en el fluido intracelular [3]. Este elemento es vital para la homeostasis
del organismo, ademéas se ha demostrado que sus funciones en la célula no pueden ser
reemplazadas por otros cationes sin generar alteraciones. El potasio se encuentra en alimentos
como la espinaca, la harina de trigo, el platano, el aguacate, la papa, entre otros [4]. Por su
parte, el sodio se encuentra principalmente en el espacio extracelular; este elemento regula la
presion osmotica de los fluidos extracelulares y el agua en los tejidos [5]. Alimentos como la
leche y sus derivados, embutidos, mariscos, conservas, etc., son ricos en sodio. Sin embargo,
la sal y los aditivos alimenticios son las principales fuentes de sodio; la sal de mesa o NaCl
contiene un 40% de sodio [6].

Los niveles de sodio y potasio en el cuerpo humano son alterados por las pérdidas excesivas de
liquidos, es decir, cuando se presenta un proceso de deshidratacion. La terapia de rehidratacion
oral (TRO) es uno de los tratamientos aplicados en la correccion de la deshidratacion aguada
[7]. Para realizar la TRO existen diversas opciones, entre ellas las sales de rehidratacion oral, las
cuales son consideradas como una opcion ideal para tratar el problema de la deshidratacion,
estas corresponden a una mezcla de sales, glucosa y agua en cantidades exactas [8]. Con
la implementacion de soluciones electroliticas en el tratamiento de la deshidratacion, surgen
interrogantes respecto a la seguridad y calidad de las mismas. Dichas preguntas estan
mayormente relacionadas con la concentracion de sodio y potasio en las formulaciones.

En esta investigacion se logré6 adecuar una metodologia analitica para determinar la
concentracion de sodio y potasio en muestras de sales de rehidratacion oral, mediante la
técnica de espectroscopia de absorcion atémica, misma que no es oficial para sodio y potasio
en la matriz de estudio, segun material consultado para el estudio.

La espectrofotometria de absorcion atémica es una técnica de andlisis cuantitativos ampliamente
utilizada en el estudio de metales; los primeros estudios relacionados con esta técnica se
desarrollaron por el cientifico A. Walsh en 1955 [9]. Esta técnica es aplicada en la industria
alimenticia, ambiental, farmacéutica, entre otros.

En el campo ambiental la espectrofotometria de absorcion atémica es utilizada para
determinacion cuantitativa de diferentes metales en matrices como suelo y agua. El caso
especifico del sodio y potasio se han realizado estudios en aguas de riego, permitiendo evaluar
la calidad de la mismas en relacion con los nutrientes aportados al area de cultivo [10]. Por otra
parte, Alvarado y Pefialoza [11] desarrollaron un estudio comparativo entre diferentes técnicas
utilizadas para el anélisis de sodio y potasio en suero humano; una de las técnicas aplicada fue
la espectrofotometria de absorcion atdbmica, en relacion con esta las autoras concluyeron que
la técnica es sensible y especifica, ademas, de ser rapida y confiable.

En relaciéon con estudios realizados en alimentos, Noél et al [12] desarrollé una investigacion
enfocada en la determinacion de sodio, potasio, calcio y magnesio en derivados de la leche,
para cuantificar estos minerales aplicé la espectrofotometria de absorcion atémica. Asi
mismo leggli et al [13], implementd esta técnica en la cuantificacion de diferentes minerales;
el estudio se realiz6 en Brazil y consistié en la determinacion de una serie de minerales en
muestras de huevo, entre ellos sodio y potasio. En este caso los autores concluyen que el
método implementado es idoneo y que la espectrofotometria de absorcion atdémica es una
técnica sensible, reproducible, simple y econdmica. Ademas, estos autores realizaron estudios
similares en otras matrices, por ejemplo analizaron en muestras de chocolate sodio, potasio,
calcio, zinc y hierro [14].
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La espectrofotometria de absorcion atomica también se ha aplicado en el estudio de muestras
de biodiesel, Lyra et al [15] analizaron sodio, potasio, calcio y magnesio en esta matriz,
cuantificando el contenido de estos cationes por la técnica indicada. Retomando la aplicacion
de la espectrofotometria de absorcion atémica en el andlisis de alimentos Valverde & Silva
[16] analizaron el contenido de sodio en cereales, carnes, lacteos, verduras, entre otros. Al
desarrollar estos estudios se buscaba evaluar el aporte nutricional y la seguridad de los
alimentos en relacién con su contenido de sodio; esta investigacion se realizd en Sede Rodrigo
Facio de la Universidad de Costa Rica. En nuestro pais la técnica también se ha aplicado en el
andlisis de agua potable, por ejemplo, Bolafios [17] determind la concentracion de diferentes
cationes entre ellos el sodio y potasio en el cantén de Grecia.

Ademas, se han realizado estudios comparativos, en los cuales la muestra analizada se trata
mediantes diferentes metodologias y se cuantifica el contenido de sodio aplicando diferentes
técnicas. Por ejemplo, Ploegaerts et al [18] realizaron un estudio en Bélgica en el cual
analiz6 el contenido de sodio en muestras de alimentos tratadas de tres maneras diferentes
y la cuantificacion la realizd aplicando cuatro técnicas, entre ellas la espectrometria de
absorcion atdbmica. Segun los resultados obtenidos los autores concluyen que de las técnicas
espectrométricas utilizadas, la de absorcion atbmica es la mejor opcion.

En la industria farmacéutica la aplicacion de la espectroscopia atémica ha aumentado en los
ultimos afnos, debido a la necesidad de analizar diferentes elementos como metales y metaloides
[19]. Por lo que técnicas como la espectrofotometria de absorcion atémica se utilizan en la
cuantificacion de metales en diferentes etapas del proceso de fabricacion del medicamento y
en el producto terminado.

Fundamento teodrico

Los fluidos que circulan por el cuerpo humano contienen electrolitos, éstos son elementos o
minerales que al estar disueltos se disocian en iones y transportan una carga eléctrica [20].
A nivel biolégico, los electrolitos de mayor abundancia son sodio, potasio, calcio, magnesio,
cloruro, etc. [21]. El sodio y el potasio son elementos quimicos indispensables para los seres
vivos, ambos cationes pertenecen al grupo de los metales alcalinos y son abundantes en la
corteza terrestre 2,8 % (Na) y 2,6 % (K) [22].

El sodio esta presente en el liquido extracelular del organismo, este elemento cumple diferentes
funciones, dentro de las cuales se puede mencionar la transmision de los impulsos nerviosos,
la regulacion del equilibrio acido base en los tejidos, también participa en la absorcion de la
glucosa vy el transporte de otros nutrientes a través de la membrana celular [23]. Ademas, se
encarga de regular la presion osmotica de los fluidos extracelulares y el agua en los tejidos,
esta funcion la realiza en conjunto con otros cationes, principalmente el potasio. La absorcion
del sodio se da rapidamente a nivel intestinal, la concentracion normal de dicho elemento en la
sangre oscila 135y 145 mEqg/L [23].

En el cuerpo humano el 95 % del sodio ingerido es absorbido por el intestino delgado, siendo
la principal fuente la sal de mesa o NaCl, la cual contiene 40% de sodio [5]. La ingesta diaria
recomendada para este cation es de entre 1,1 - 3,3 g. Si se consume sodio en exceso se puede
presentar hipertension arterial (HTA), este es el factor de riesgo mas importante en el desarrollo
de enfermedades cardiovasculares y accidentes cerebrovasculares [24]. En caso contrario, un
déficit de sodio (principalmente por la sudoracion excesiva y diarrea) se genera hipotension,
debilidad vy fatiga.

Por otro lado, en cuanto al potasio, éste es el cation mas abundante y de mayor importancia en el
liquido intracelular, desempefando funciones en la sintesis de proteinas y glucégeno, asi como
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en procesos enzimaticos necesarios para la produccion de energia a nivel celular, ademas,
es clave en el equilibrio acido-base, la conducciéon de impulsos eléctricos, contracciones
musculares y el mantenimiento del ritmo cardiaco normal [20]. La concentracion normal de
potasio varia entre 3,5 y 5,0 meg/L; este nutriente debe ser consumido diariamente ya que no
existen reservas del mismo en el organismo. La ingesta recomendada de potasio es de 1,9-5,6
g diarios.

La concentracion de sodio y potasio en el organismo se ve afectada por la pérdida brusca
de agua y solutos, con la que se genera un desequilibrio a nivel intracelular, extracelular
e intersticial, desequilibrio que produce alteraciones en el funcionamiento y metabolismo
del cuerpo humano, a este cuadro clinico se le denomina deshidratacion [25]. Al perder
solutos durante el proceso de deshidratacion se producen en el organismo trastornos a nivel
electrolitico. Los trastornos electroliticos se presentan cuando ocurre un desequilibrio entre la
cantidad de agua vy electrolitos que entran y salen del organismo. Dentro de las principales
alteraciones electroliticas se pueden sefalar las relacionadas con el ion sodio y el ion potasio.

El principal trastorno electrolitico asociado al sodio es la hiponatremia, la cual corresponde a la
disminucion de concentracion del sodio en sangre, caracterizada por concentraciones menores
a 135 mEqg/L [26]. Esta condicién puede ser causada por diferentes mecanismos como lo
son, una ingestion deficiente de sodio, una excesiva pérdida del mismo (renal o extra renal) o
la retencion excesiva de agua. Algunos de los sintomas que se generan como consecuencia
de un déficit de este elemento son, dolor de cabeza, letargo, irritabilidad, espasticidad,
convulsiones, etc. [27].

El fendbmeno contrario a la hiponatremia se denomina hipernatremia y se presenta cuando la
concentracion de sodio supera los 150 mEg/L [28]. Esta es provocada por un déficit de agua
en relacion al sodio; sus sintomas por 1o general son neurolégicos, donde es habitual que
se presente un estado de letargia, debilidad e irritabilidad, y posteriormente los movimientos
anormales, convulsiones, el coma y la muerte [28]. Se puede generar por la pérdida de fluidos
hipotoénicos (renales o extra renales) o por un exceso de sodio provocado por dificultades para
su eliminacion.

El déficit de potasio en el organismo se presenta cuando la concentracion plasmatica de este
elemento es muy inferior de 3,5 mmol/L, a este cuadro clinico se le denomina hipopotasemia
[29]. Por lo general, se presentan sintomas hasta que el nivel de potasio llega a 2,5 mmol/L vy,
cuando los niveles caen por debajo de 2 mmol/L se evidencia debilidad muscular. La pérdida
de potasio se puede presentar por diferentes vias, por ejemplo, renales, digestivas, cutaneas,
etc. [30].

En caso contrario si hay exceso de potasio en el organismo se denomina hiperpotasemia,
esta condicion se produce cuando la concentracion de potasio supera los 5,5 mEg/L [30].
Se considera el mas grave trastorno electrolitico, debido a que puede ocasionar en minutos
arritmias ventriculares fatales.

Los trastornos electroliticos anteriormente descritos se puede tratar mediante el suministro de
sales orales de rehidratacion. Estas corresponden a una mezcla seca de sales empacadas
para utilizarse en dosis diarias; generalmente, su formulacion incluye cloruro de sodio, cloruro
de potasio, carbonato sédico hidrogenado y glucosa (anhidra) [31]. En ocasiones se puede
sustituir el carbonato sddico hidrogenado por citrato de sodio y utilizar glucosa monohidrato en
lugar de glucosa anhidra.

A nivel fisioldgico el funcionamiento de la rehidratacion oral se basa en el transporte acoplado
de sodio y glucosa a través del epitelio intestinal [32]. Estas formulaciones se utilizan en el
tratamiento de los trastornos electroliticos y la deshidratacion producidas principalmente por
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diarreas agudas o vomitos severos. El uso de estas formulaciones se inicio en 1968 cuando se
suministraron a poblaciones que sufrian de diarrea por coélera [33]; su uso es promovido por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Fondo para la Infancia de las Naciones Unidas
(UNICEF) [32]. Especificamente, la OMS y la UNICEF establecen caracteristicas deseadas
respecto a la composicion de las sales orales de rehidratacion, dichas caracteristicas son
sefialadas en el cuadro 1.

Cuadro 1. Composicion recomendada para las sales de rehidratacion oral segun la OMS y la UNICEF.

Componente Rango concentraciéon (mmol/L)
Glucosa No superior de 111
Sodio 60-90
Potasio 15-25
Citrato 8-12
Cloruro 50-80
Osmolaridad 200 -310

Fuente: OMS. [34].

La concentracion de sodio en estas formulaciones ha sido ampliamente cuestionada a lo largo
del tiempo. Principalmente se discute sobre la seguridad de aquellas sales de rehidratacion
oral que contienen 90 mmol/L de sodio, si bien existe evidencia de que estas son eficientes y
seguras para el tratamiento de la deshidratacion; si se produce un exceso en su consumo O un
mal suministro de las mismas puede dar lugar a una hipernatremia [8]. Por lo que, con el objetivo
de mejorar su eficiencia y seguridad las investigaciones mas recientes se han enfocado en
soluciones de osmolaridad reducida [32]. En estas se utilizan concentraciones de sodio entre
60-65 mEqg/L y glucosa entre 75-90 mmol/L. Es debido a la relevancia biologia del sodio y el
potasio, que el contenido de estos en medicamentos debe ser evaluado rigurosamente.

Al igual que todos medicamentos, las sales orales de rehidratacion deben someterse a un
proceso de control de calidad que permita confirmar la seguridad de las mismas. Segun la USP
39 [31] a este producto se le deben realizar pruebas de identificacion y valoracion promedio
para sodio, potasio, cloruros, bicarbonato y citrato. Para el analisis de sodio y potasio la
monografia especifica menciona que su cuantificacion se debe realizar mediante un fotometro
de llama, midiendo la emision del sodio a 589 nm vy la del potasio a 766 nm.

Ademaés de la fotometria de llama existen otras técnicas analiticas aplicables a la determinacion
de sodio y potasio en diferentes matrices, dentro de las cuales se puede mencionar la
cromatografia de intercambio iénico y espectroscopia de absorcion atdomica; esta Ultima de
interés para este trabajo, y lo respalda Davila [35] con su estudio en leguminosas y Pavon [36]
con lo investigado en variedades de frijol.

La espectroscopia de absorcion atdmica es una técnica basada en la medicion de la
absorbancia electrones de atomos o iones metalicos [37]. Esta técnica se basa en la medicion
de la absorbancia proveniente de los electrones de atomos o iones metalicos; el corazén de
esta técnica se encuentra en la atomizacion de la muestra. Es aplicada en la determinacion
cualitativa y cuantitativa de, aproximadamente 70 elementos, particularmente metalicos; la
sensibilidad tipica de los métodos atémicos va de partes por milléon (ppm) a partes por billéon
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(ppb). Ademas, este método se caracteriza por ser rapido, comodo y por la notable selectividad
del instrumento.

Los avances tecnoldgicos permiten realizar la cuantificacion de un mismo analito mediante
diferentes técnicas, aplicando asi diferentes metodologias. Cuando se utiliza un método no
oficial para realizar un andlisis es de suma importancia verificar que éste sea idoneo, para lo
cual se realiza un proceso de validacion.

Mediante la validacion de la metodologia analitica se recopila evidencia documentada, la cual
permite garantizar que los resultados obtenidos a partir de un procedimiento analitico son
precisos y exactos. Para cumplir con lo anterior se evaluan diferentes parametros, dentro de
los cuales se puede mencionar la linealidad, precision (repetibilidad y precision intermedia),
exactitud y otros.

Metodologia

Se establecieron como base los métodos oficiales de la AOAC [38] y la USP 39 [31] (2016)
para la cuantificacion de sodio y potasio respectivamente. Para la determinacion de potasio se
tomé como base la metodologia descrita en la monografia del gluconato de potasio segun la
USP (por fotometria de llama), y para el sodio se utilizé el método 977.29 de la AOAC [38] para
determinacion del metal en electrolitos, el cual se debia acondicionar a los productos de interés.
El andlisis se realiz6 utilizando un espectrofotémetro de absorcion atémica marca GBS, modelo
Savant AA, A7254, utilizando una llama de aire (oxidante)-acetileno (combustible), una lampara
de céatodo hueco de sodio (A=589) y potasio (A=766 nm).

Optimizacion de parametros experimentales: consisti6 en determinar el intervalo de
concentraciones donde se presentaba una linealidad adecuada (r*> > 0,995) entre la
absorbancia y la concentracion de los analitos en estudio. Para esto se realizaron curvas de
calibracion de 0,5 pyg/ml a 2,0 yg/ml (para ambos cationes), se midié la misma curva tres
veces para ver la variacion entre los datos obtenidos y se midié en diferentes dias. Ademas, se
determind el procedimiento para la preparacion idénea de la muestra, para esto se compararon
los resultados obtenidos al preparar la muestra de dos formas: primero, la muestra se trabajo
mezclando el contenido de tres sobres, morterizando hasta polvo fino el material, y se peso (5
pesadas en balanza analitica) el equivalente a 6,25 mg de sodio y 17,0 mg de potasio, cada
masa se transfirié cuantitativamente a un balén aforado de 250,00; se llend aproximadamente
a % con agua desionizada y se colocd en bafio ultrasénico por 15 minutos hasta lograr la
disoluciéon completa de la sal. Posteriormente se dejaron enfriar los balones y se aforaron con
agua desionizada; a partir de esta solucion se prepar6é la muestra de sodio y potasio. Para sodio
se tomd una alicuota de 4,00 en un balén de 250,00 ml y para potasio una alicuota de 15,00 m
en un balén de 250,00 ml, a cada muestra se le agregé 5,00 ml del supresor de ionizacion (para
sodio: KCI; y para potasio: NaCl) y se aforé con agua desionizada.

En un segundo tratamiento, las muestras se prepararon a partir de la reconstitucion del contenido
total de tres sobres. Para esto se transfirié cuantitativamente el contenido de tres sobres a un
baldn aforado de 500,00. Se llend aproximandamente a %4 con agua desionizada y se coloco en
bafio ultrasénico por 15 minutos, hasta lograr la disolucion completa de la sal. Posteriormente,
se dejaron enfriar los balones y se aforaron con agua desionizada. De esta solucion se tomo
una alicuota de 2,00 ml y se llevo a un balén de 250,00 ml aforando con el mismo disolvente. A
partir de esta solucion se preparan las muestras de sodio y potasio. Para el sodio se tomé una
alicuota de 3,00 ml y se llevé a un balén de 100,00 ml, se le adicioné 2,00 ml de KCI (Cn: 100
mg/ml) y se aforé con agua desionizada. En el caso del potasio se tomé una alicuota de 10,00
mly se llevd a un balén de 100,00 ml, se le adiciond 2,00 ml de NaCl (Cn: 100 mg/ml) y se aford
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con agua desionizada. Se compardé el porcentaje de lo etiquetado obtenido por cada método
de tratamiento y la variacion entre los datos.

Validacion de meétodos: Para la validacion de la metodologia se evalud la linealidad, repetibilidad,
precision intermedia y exactitud. Linealidad: experimentalmente se prepararon tres curvas de
calibracion a partir de disoluciones madres independientes. Para el sodio la curva consté de
seis patrones dentro del rango de 0,5 a 1,0 pg/ml y para el potasio de cinco patrones con
concentraciones entre 0,5 a 1,5 pg/ml. La linealidad del sistema se evalué con curvas de
calibracion preparadas a partir de un patrén primario y para la linealidad del método la curva
de calibracion se prepard a partir de soluciones diluidas de muestras. Se determina el método
presenta buena linealidad a partir del valor del coeficiente de correlacion, el cual debera ser
mayor de 0,995. Ademas, se evalla la varianza entre las curvas aplicando la prueba estadistica
de Cochran. Repetibilidad: para evaluar la repetibilidad se utilizd el patron de concentracion
intermedia de la curva de calibracion (Sodio: 0,7 pg/ml y Potasio: 1,0 ug/ml). Se realizaron de
manera consecutiva seis mediciones de la absorbancia de estas soluciones, preparadas de
manera independiente. A los datos obtenidos se le calcula la desviacion estandar relativa, cuyo
valor debe ser menor o igual al 2,00%. Precision intermedia: se realizd en el mismo laboratorio,
mismo analista, mismo equipo y se varid el dia de analisis. De igual manera que con la
repetibilidad se utilizé el patrén de concentracion intermedia de la curva de calibracion (Sodio:
0,7 yg/ml y Potasio: 1,0 ug/ml). Se prepara una solucion cada dia de anélisis. Este parametro
también se evalud con la la desviacion estandar relativa cuyo valor debe ser menor o igual al
2,00%. Exactitud: se realizé evaluando la recuperacion del método, en todos los niveles de
concentracion utilizados en la linealidad. Se determind la concentraciéon obtenida para cada
solucién y se comparo el valor obtenido con el valor verdadero. Para su evaluacion se considera
que los porcentajes de recuperacion obtenidos deben estar dentro del rango de 97-103 %.

Determinacion de contenido en tres lotes del producto: para el sodio, se prepard una curva de
calibracion conformada por seis soluciones patrén, con concentraciones entre 0,5 a 1,0 ug/ml.
La curva de calibracion se preparé a partir una solucion madre (Cn= 10 pg/ml) elaborada a partir
de una solucién estandar de sodio (Cn= 1000 ug/ml). A cada solucién patrén se le agregaron
2,00 ml cloruro de potasio (Cn: 100 mg/ml) como supresor de ionizacion. Para el potasio, se
utilizdé una solucion estandar de potasio (Cn= 1000 pg/ml) para preparar una soluciéon madre de
potasio a 25 pug/ml. A partir de esta solucién se prepard una curva de calibracién conformada
por 5 soluciones patrén con concentraciones entre 0,5 a 1,5 pg/ml. se utilizé como supresor de
ionizacion 2,00 ml de cloruro de sodio (Cn: 100 mg/ml). Preparacion de muestras: las muestras
del producto en estudio se prepararon de la siguiente forma, se transfirid cuantitativamente el
contenido de tres sobres en un balén de 500,00 ml. Se llend aproximandamente a % partes con
agua desionizada y se coloc6 en bafio ultrasénico por 15 minutos, hasta lograr la disolucion
completa de la sal. Posteriormente se dejaron enfriar los balones y se aforaron con agua
desionizada. De esta solucion se tomo una alicuota de 2,00 ml y se llevo a un balén de 250,00
ml aforando con el mismo disolvente. A partir de esta solucidén se preparan las muestras de
sodio y potasio. Para el sodio se tomd una alicuota de 3,00 ml y se llevd a un balén de 100,00
ml, se le adicion6 2,00 ml de KCI (Cn: 100 mg/ml) y se aforé con agua desionizada. En el caso
del potasio se tomo una alicuota de 10,00 ml y se llevo a un balon de 100,00 ml, se le adiciond
2,00 ml de NaCl (Cn: 100 mg/ml) y se aforé con agua desionizada. Se analizaron tres lotes del
producto y por cada lote se prepararon seis muestras.

Resultados

En la figura 1 se muestran dos de las curvas realizadas para determinar el rango para la

concentracion de trabajo. La curva “a” es para el sodio y la curva “b” para el potasio, ambas se
realizaron en un rango de 0,5 ug/ml a 2 ug/ml.
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Curva sodio Curva potasio
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(a) (b)

Figura 1. Curvas de calibracién para anélisis de sodio (a) y potasio (b).

Seguidamente, se presentan los resultados en la determinacion del porcentaje de lo etiquetado
en un lote del producto, tratando la muestra de dos formas diferentes, mediante reconstitucion
total del contenido y con el peso analitico de una masa. En el cuadro 2 se muestran los
resultados para sodio y en el cuadro 3 para potasio.

Cuadro 2. Porcentaje de lo etiquetado de sodio en muestras reconstituidas y en muestras pesadas.

Muestra reconstituida Muestra pesada
Muestra Cn (ug/ml) % Etiq Muestra Cn (ug/ml) % Etiq
1 1,01 99,88 1 0,68 62,51
2 1,02 99,20 2 0,72 65,93
3 1,01 101,23 3 0,73 66,74
4 1,06 98,92 4 0,74 67,68
5 1,05 98,32 5 0,7 64,59
Promedio 99,51 Promedio 65,5
%DSR 1,12 %DSR 3,08

Cuadro 3. Resultados del porcentaje de lo etiquetado de potasio en muestras reconstituidas y en muestras

pesadas.
Muestra reconstituida Muestra pesada
Muestra Cn (pg/ml) % Etiq Muestra Cn (pg/ml) % Etiq

1 0,90 99,70 1 1,05 84,9
2 0,91 100,73 2 1,22 98,2
3 0,90 99,87 3 1,05 83,2
4 0,89 98,62 4 1,19 95,9
S 0,91 100,35 S 1,10 88,4
Promedio 99,85 Promedio 90,1
%DSR 0,80 %DSR 7,37
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Validacion del método para sodio: A continuacion se muestra en la figura 2 la superposicion de
las tres curvas de calibracion realizadas para evaluar la linealidad de método para sodio.

Curva calibracion para linealidad del método sodio

0,4 -

0,35 y = 0,4209x - 0,0521
s 03 4 R2 = 0,9983
g0 y = 0,4446x - 0,0593
025 | R =0.9984
2
S 02 - =
E y = 0,4399x - 0,0556

015 | R2 = 0,999

0’1 : v T T T 1
0,40 0,50 0,60 0,70 0,80 0,90 1,00

Concentracion (ug/ml)

4 CurvaA B CurvaB A CurvaC

Figura 2. Superposicion de curvas de calibracion para verificar linealidad del método para sodio.

En cuanto a la repetibilidad y la precision intermedia del método, los resultados obtenidos se
muestran en los cuadros 4 y 5 respectivamente. En ambos se presenta el valor obtenido para
cada medicion realizada; y el promedio y la desviacion estandar relativa del conjunto de datos.

Cuadro 4. Resultados de la validacion del parametro de repetibilidad del método para sodio.

Cn Tedrica Cn Obtenida
(ng/ml) (ug/ml)
1 0,686
0,682
0,679
0,67 0,681 0,60 <2%
0,675
0,678

0,684

Repeticion Promedio DSR% Aceptacion

O O~ WIN

Cuadro 5. Resultados de la validacion del parametro de precision intermedia del método para sodio.

Dia Cn Tedrica (ug/ml) | Cn Obtenida (ug/ml) Promedio DSR% Aceptacion

—

0,687
0,668

0,665
0,67 0,670 1,66 <2%
0,662
0,657

0,678

OO | bW N
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Finalmente, en el cuadro 6 se muestran los resultados obtenidos en la evaluacion del parametro
de exactitud para sodio.

Cuadro 6. Resultados de la validacion del parametro de exactitud para sodio.

Datos % Etiquetado Valor de % De Recuberacion Parametro de
Obtenido Referencia ° P Aceptacion
1 99,82 101,55
2 99,82 101,55
3 101,79 103,55
98,30 97-108 %
4 97,55 99,24
5 97,39 99,07
6 98,07 99,77
Promedio 99,07 100,79
DSR % 1,73 1,73

Validacion del método para potasio: Continuando con la validacion del método para analisis de
potasio, en la figura 3 se presentan las tres curvas de calibracion realizadas para la evaluacion
del parametro de linealidad de método, con sus respectivas ecuaciones y coeficientes de
correlacion (r2).

Curva calibracién para linealidad del método potasio

0,35
0,3
® 0,25 - y = 0,2096x - 0,003
g 02 4 R2=0,9973 y =0,2032x + 0,0034
2 7 R? = 0,9987
$ 0,15
<
0,1 y = 0,2372x - 0,0288
0,05 1 R? = 0,9993
0 T T T T T T 1
0,30 0,50 0,70 0,90 1,10 1,30 1,50 1,70
Concentracion (pg/ml)
# CurvaA B CurvaB A CurvaC

Figura 3. Superposicion de curvas de calibracion para verificar linealidad método potasio.

En los cuadros 7 y 8 se presentan los resultados obtenidos al evaluar la precision del método
para potasio. El cuadro 7 corresponde a los resultados del parametro de repetibilidad vy el
cuadro 8 para la precision intermedia.
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Cuadro 7. Resultados de la validacion del parametro de repetibilidad del método para potasio.

Repeticion

Cn Tedrica
(Hg/ml)

Concentracion
Obtenida

Promedio

DSR % Aceptacion

1

1,00

2
3
4
5
6

1,001

0,984

0,997

0,998

1,005

0,998

0,997

0,69 <2%

Cuadro 8. Resultados de la validacion del parémetro de precision intermedia del método para potasio.

Dia

Cn Tedrica
(Hg/ml)

Concentracion
Obtenida

Promedio

DSR % Aceptacion

—

1,00

O OB~ |WN

1,014

1,020

0,998

0,985

0,990

1,021

1,005

1,56 <2%

Por ultimo, en el cuadro 9 se muestran los resultados obtenidos en la evaluacion del parametro
de exactitud para sodio.

Cuadro 9. Resultados de la validacion del parametro de exactitud para potasio.

Datos % Etiquetado Obtenido | Valor de Referencia | % de Recuperacion | Parametro de Aceptacion
1 101,79 101,07
2 101,10 100,39
3 99,37 100,71 98,67 97-103 %
4 102,28 101,57
5 103,68 102,95

Promedio 101,64 100,93
DSR % 1,56 1,56

Porcentaje de lo etiquetado en tres lotes del producto: a continuacion, se presentan los
datos obtenidos del analisis de tres lotes del producto con los nuevos métodos adecuados
por absorcion atémica. Se determind el porcentaje de lo etiquetado para sodio y potasio, el
promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion (DRS%), en el cuadro 10 se

muestran los resultados para sodio y en el cuadro 11 para potasio.
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Cuadro 10. Resultados porcentaje de lo etiquetado para sodio en tres lotes el producto en estudio.

Lote

Replica

% Etiquetado

Promedio

DS

DSR

L: 15K068

—

100,50

100,74

101,16

99,47

98,60

99,74

100,04

0,94

0,94

L: 15L029

100,56

101,32

98,28

100,18

101,32

97,62

99,86

1,6

1,6

L: 15L008

99,20

97,91

97,78

97,22

97,58

S|~ OORWOINI=O 0|~ WIN

96,69

97,73

0,85

0,87

Cuadro 11. Resultados porcentaje de lo etiquetado para potasio en tres lotes el producto en estudio.

Lote

Replica

% Etiquetado

Promedio

DS

DSR%

L: 15K068

1

97,38

97,94

97,1

97,94

97,38

o (OB ]W [N

95,71

97,24

0,82

0,85

L: 15L029

99,7

100,73

99,87

99,33

99,33

99,89

99,81

0,52

0,52

L: 15L008

99,99

101,29

100,84

99,25

101,81

OOl O] —

100,50

100,61

0,92

0,91
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Discusion de resultados

Primeramente, segun la figura 1, en el caso del sodio, se observa que la linealidad se altera a
partir de concentraciones superiores a 1,0 yg/ml, ya que en estos puntos se presenta mayor
desviacion respecto a la linea de tendencia. Esto fue habitual en las curvas realizadas, por lo
gue se selecciona como rango de trabajo para sodio concentraciones entre 0,5 -1,0 pg/ml.
Para el potasio, se observéd que el punto cinco (Cn: 2,0 ug/ml), de la recta presenta una mayor
desviacion, por lo que con el objetivo de obtener una mejor linealidad se escoge trabajar con
concentraciones entre 0,5 -1,5 pg/ml.

En cuanto a la forma idénea para la valoraciéon del porcentaje de lo etiquetado para sodio y
potasio respectivamente. Se puede observar en los cuadros 2 y 3, que en ambos casos se
presenta mayor variacion y menor porcentaje de lo etiquetado cuando la muestra se prepara
a partir de una masa. En cambio, cuando se realiza la reconstitucion del contenido total, la
variacion entre los resultados es menor y los resultados cumplen con lo especificado en la USP
39 [31] para el contenido de sodio y potasio en sales para rehidratacion oral (90-110% de lo
etiquetado). La diferencia entre el porcentaje de lo etiquetado obtenido mediante un peso y la
reconstitucion, se puede deber principalmente a que la muestra de masa tomada para preparar
la muestra no era homogénea y representativa del contenido total. Por las caracteristicas de
cada compuestos utilizado en la formulacion de la sal, el tamano de particula varia de forma
significativa entre cada uno. Por lo que al preparar una muestra a partir de un peso no puede
asegurar gue se toma una muestra completamente homogénea, es decir se puede pesar
mas de un compuesto que de otro. Entonces, la manera idonea para preparar la muestra es
mediante la reconstitucion.

Seguidamente, se analizan los resultados obtenidos para la validacion del método para sodio
iniciando con el parametro de linealidad. En la figura 2, se muestran las graficas obtenidas
para las tres curvas de calibracion realizadas para evaluar la linealidad del método. Se puede
observar que la ecuacion de la recta varia en cada una de las curvas, sin embargo, aunque los
valores obtenidos para la pendiente y el intercepto aunque no son iguales presentan similitud
entre si. En relacion con el coeficiente de correlacion (r?), los valores obtenidos varian entre
0,9983 y 0,9990 para la linealidad del método; estos valores se consideran aceptables. Ya que
el criterio de aceptacion para este parametro segun la Guia del Ministerio de Salud es 0,995,
por lo que se cumple adecuadamente demostrando que existe correlacion significativa.

A continuacion en la figura 4 se muestra el andlisis de residuos para la linealidad del método. Se
puede observar una distribucion aleatoria, en la cual los residuos se distribuyen tanto en la parte
positiva como en la negativa de la grafica. Ademas, no se observan patrones en la distribucion
de los residuos, lo cual es deseable.

Para evaluar la varianza entre las curvas se realizd una prueba estadistica de homocedasticidad,
en la cual se aplico el test de Cochran tal y como se muestra en el cuadro 12, dicha prueba
indicé un comportamiento homocedastico con un a. de 0,05. El valor C de Cochran calculado
correspondio a 0,3468 para linealidad del método. Al comparar el valor obtenido, este es menor
que el valor tabulado 0,6161 (para a. 0,05 paran=3 vy p 6), por lo que se acepta la hipdtesis nula,
la cual indica que las varianzas son iguales ya que no existe suficiente evidencia estadistica
para desmostar lo contrario.

Por su parte, en el cuadro 4 se muestran los resultados obtenidos para la repetibilidad
del método para sodio. Se puede observar que el DSR% obtenido no supera el criterio de
aceptacion establecido por la Guia del Ministerio de Salud, el cual corresponde al 2%. Por lo
qgue tanto el sistema como el método presentan una repetibilidad adecuada. De forma similar
ocurre con la precision intermedia (cuadro 5), para la cual se obtuvo un valor de 1,66 para
DSR% del método. Ambos valores son menores que el criterio de aceptacion 2%, por lo que
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se observa una precision intermedia adecuada. Es importante reafirmar que para evaluar la
precision intermedia se modifico el dia de analisis manteniendo constante el analista, equipo y
el laboratorio.

1,5

1
0,5

0,5

-1,5

Residuos Estandares

=2,5 -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Orden de observacién

Figura 4. Andlisis de residuos para linealidad del método para sodio.

Cuadro 12. Prueba de homogeneidad de varianzas para linealidad del método

Prueba Homocedasticidad test de Cochran
Mdxima Varianza
Férmul g
ormuia N Varianzas
Hipotesis Nula (H,) Las varianzas son iguales.
Hipotesis Alternativa (H,) Al menos una varianza es diferente.
Criterio aceptacion La hipoétesis nula se rechaza si G Tedrico < G Calculado
Maxima Sumatoria C calculad C Tedrico para a 0,05
Varianza Varianza calculado paran=3yp 6
Método Sodio
5,67222E-05 0,00017136 0,3310 0,6161
Maxima Sumatoria C calculad C Tedrico para a 0,05
Varianza Varianza calculado paran=3yp5
Método Potasio
0,00002294 5,81933E-05 0,3942 0,6838

Para el pardmetro de exactitud los resultados obtenidos se muestran en el cuadro 6, donde
se observa que el promedio del porcentaje de recuperacion se encuentra dentro del rango
aceptado, que es de un 97- 103 % para métodos quimicos o espectrofotométricos segun la
USP. No obstante, evaluando los datos individualmente se puede observar como el tercer dato
presentd el mayor porcentaje de recuperacion, un 103,55%, el cual sobrepasa el limite superior
en un 0,55 %. Se puede considerar este porcentaje como poco significativo, y por ser solo un
dato el que presenta esta tendencia se establece como un error aleatorio, que no compromete
significativamente la exactitud del método.
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Seguidamente, en los resultados obtenidos para la validacion del método de potasio, iniciando
por el parametro de linealidad. En la figura 3 se grafican las tres curvas de calibracion realizadas
para la evaluacion de este parametro. En cuanto al coeficiente de correlacion (r?) se considera
adecuado ya que los valores obtenidos son mayores que el criterio de aceptacion r= 0,995
segun regulacion.

La figura 5 muestra el analisis de residuos para la linealidad del método. Se observa como los
residuos se distribuyen de forma aleatoria lo cual es deseable; y aunque los ultimos cinco datos
se mantienen en la parte inferior de la gréfica, no se puede considerar una tendencia ya que se
necesitan mas datos consecutivos; ademas, el ultimo dato tiende a subir.

2,5

15

0,5

0,5

Residuos Estandares

Sl

i1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Orden de observacion

Figura 5. Andlisis de residuos para linealidad del método para potasio.

En cuanto al andlisis de la varianza entre las curvas, se aplica el test de Cochran para
determinar si presentan un comportamiento homocedastico, como se evidencia en el cuadro
12. La evaluacion de esta prueba arrojé un valor experimental de 0,3942 para el método. Si se
compara con el valor tedrico 0,6838 (o 0,05 para n=3 y p 5) se puede afirmar que a un nivel
de confianza del 95 % no existe suficiente evidencia estadistica que permita demostrar que las
varianzas son significativamente diferentes.

En cuanto a la repetibilidad y precision intermedia del método para potasio se puede observar
en los cuadros 7 y 8 que los valores de % DRS, son 0,69 para la repetibilidad y 1,56 para la
precision intermedia. A partir de estos valores se puede deducir que se cumple con el criterio
de aceptacion ya que no son mayores al 2%, sin embargo la variaciéon en los datos tiende a ser
mayor al evaluar la precision intermedia.

En el cuadro 9 se muestran los resultados obtenidos para el parametro de exactitud. Donde
queda evidenciado que el promedio obtenido para el porcentaje de recuperacion 100,93 %
se encuentra dentro del rango de aceptacion 97-103 % para el caso de métodos quimicos o
espectrofotométricos. No obstante, individualmente se puede observar que el quinto dato es
muy cercano al limite superior de aceptacion, sin embargo no incumple el criterio.

Para finalizar en los cuadros 10 y 11 se muestran los resultados de la determinacion de sodio y
potasio en tres lotes del producto en estudio. En el caso del sodio se obtuvieron valores promedio
entre el rango de 97-100%; estos valores se encuentran dentro del intervalo de concentracion
aceptado por la farmacopea (90-110%) y presentan variabilidad aceptable ya que el DSR% en
los tres lotes es menor al 2%. De igual forma los datos obtenidos en el analisis de potasio son
adecuados ya que los promedios obtenidos (L1= 97,24 - 2= 99,81- L3=100,61) estan dentro
del rango de aceptacion estipulado por la farmacopea (90-110%). Ademas, presentan una
variacion aceptable la cual no supera el 2%.
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Conclusiones

La reconstitucion del producto es la metodologia mas efectiva para la preparacion de la
muestras de sales de rehidratacion oral; ya que por la composicion de la formulaciéon no se
logra obtener un polvo completamente homogéneo que permita asegurar el uso de una masa
que sea representativa del contenido.

Segun las pruebas realizadas para la determinaciéon de sodio y potasio por absorciéon atémica
en el producto en estudio, se presenta una linealidad adecuada dentro del rango 0,5 a 1,0 g/
mly 0,5 a 1,5 pyg/ml respectivamente. Dentro de estos rangos de concentracion se obtuvieron
coeficientes de correlacion mayores a 0,995 por Io que se consideran adecuadas.

En los laboratorios de control de calidad de farmacos es sumamente importante que los
métodos no oficiales utilizados sean validados para asegurar que son adecuados, y de esta
forma garantizar que los resultados obtenidos al aplicar estas metodologias sean confiables.

Los parametros evaluados para la validacion de los métodos por Absorcion Atomica para
sodio y potasio en este estudio, cumplen con los criterios de aceptacion, por 1o que se puede
concluir que la metodologia implementada para la determinacion de los metales en sales de
rehidratacion oral, brindan resultados confiables y precisos.
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