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RESUMEN

Se propuso combinar la gravimetria directa como método cuantitativo con la
espectroscopia infrarroja como técnica cualitativa complementaria, con el objetivo de
establecer la metodologia para el seguimiento de la estabilidad quimica de la quitina
como farmaco en diferentes formas farmacéuticas: suspension, crema, supositorio. La
determinacion del contenido de quitina por técnicas gravimétricas se validé en cada
caso segun los parametros: linealidad, precision, exactitud y especificidad. El analisis
cuantitativo mostré resultados satisfactorios con respecto al contenido de farmaco en
el tiempo en todas las formulaciones evaluadas. Estos resultados fueron corroborados
por los espectros infrarrojos, manifestandose que la quitina es el Gnico producto retenido
en los filtros y que desde el punto de vista quimico no ha sufrido alteraciones
transcurridos 2 a de estudio.

Descriptores DeCSQUITINA/quimica; ESTABILIDAD DE MEDICAMENTOS;
ESPECTROFOTOMETRIA INFRARROJA/métodos.

Los estudios de estabilidad por su La quitina es un polimero de origen
importancia son considerados actualmente natural que posee actividad como
requisito indispensable para el registro y acelerador de la cicatrizacion vy
venta de medicamentos. De esta forma sereconstructor histicé?® Su efecto
garantiza la integridad de la formulacion farmacoldgico, unido a su carécter
durante el lapso de tiempo donde ésta biocompatible y atéxico, han propiciado
cumpla los fines para los cuales fue su introduccion con éxito en diferentes
creadd. formas farmacéuticas.
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Por esta razon, se hace necesario

establecer una metodologia para evaluar el

comportamiento quimico de este farmaco.
Los métodos quimicos de determinacion
cuantitativareportados en la bibliograffd,
constituyen técnicas indirectas de limitada
confiabilidad para su utilizacion en la
estimacion del contenido de quitina, ya que
se basan en la determinacion de sus
productos de hidrdlisis quimica o
enzimatica.

La extremada estabilidad quimica de
la quitina ha sido evaluada en el polvo

obtenido en Cuba a partir de los desechos

de la industria pesquetdSe reporta un
tiempo de vencimiento superior a los 5 a,
segun estudios cinéticos realizados a la
hidrélisis acida del polimero (Nieto OM.
Quitina. Su estudio y utilizacion como
farmaco acelerador de la cicatrizacion.
Tesis presentada en opcion al titulo de
Doctor en Ciencias Farmacéuticas.
Instituto de Farmacia y Alimentos.
Universidad de La Habana, 1993).

En el presente trabajo nos
proponemos evaluar la combinacion de la
gravimetria directa con la espectroscopia
infrarroja (IR) en el seguimiento de la
estabilidad quimica de la quitina en 3
formas farmacéuticas: suspension, crema
y supositorio.

METODOS
Equipos

— Espectrofotometro IR analitico PHILIPS
PV 9600

—Bomba de vacio LABINET

- Balanza analitica ER-60 A

- Barfio termostatado ROTOMED BM-02

- Estufa MLW Aero-Steril
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Reactivos

- Etanol 96 %, p.a

- Hidroxido de sodio, p.a
- Hidroxido de potasio, p.a
— Cloroformo, p.a

Preparacion de las muestras

Se prepararon las muestras con
solventes adecuados que garantizaron la
separacion de la quitina de los restantes
componentes segun la forma farmacéutica.

Suspensiénse tomaron 5 mL, se
afadié una mezcla de etanol-agua-NaOH
20 % (10:15:40) y se calent6 a temperatu-
ra de 50 °C en bafio termostatado con
agitacion.

Supositorios se colocaron 3 suposi-
torios en un balén de reflujo y aBadieron
100 mL de KOH/etanol 0,%nol/L. Se
introdujo el balén en un bafo termostatado
ajustado a 100 °C vy se reflujé durante 30
min con agitacion a intervalos.

Crema se pesaron con exactitud 3 g,
se afiadio una mezcla de etanol-cloroformo
(10:5) y se calent6 a temperaturade 60 £ 5 °C
en un bafio termostatado con agitacién
constante.

Determinacion gravimétrica
del contenido de quitina

Las muestras de ensayo se filtraron en
caliente por filtros Gooch aplicando vacio.
Posteriormente se lavaron los residuos
con soluciones calientes de solvente de
forma sucesiva. Luego se secaron los
residuos en la estufa ajustando a la
temperatura apropiada en cada caso y se
pesaron, repitiendo esta operacion hasta
lograr peso constante.
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Validacién de las técnicas los espectros obtenidos en los diferentes
gravimétricas para control de calidad tiempos en que se realiza el estudio.

Las técnicas ensayadas para las
diferentes formas terminadas, se validaron Condiciones de los estudios
segun los parametros linealidad, precision, de estabilidad quimica
exactitud y especificidad. Se consideraron
los valores de 100 % de contenido de Para cada forma farmacéutica
quitina. La determinacion de la estudiada se establecieron las condiciones
especificidad varié segun la formulacion, de almacenamiento y envase que se
ya que fue necesario evaluar placebos dedescriben en la tabla 2.
cada producto por el método propuesto y El seguimiento de la estabilidad

se verifico por pesadas la existencia o no duimica se realizo de forma cuantitativa
de interferencias de las sustancias PO’ gravimetria directa y de forma
auxiliares. Las caracteristicas de las cualitativa por espectroscopia IR. Las

técnicas gravimétricas disefiadas para el g::grrg'ngc'oln;fn:gersezgztigoons ?oé'irgspoos
control de calidad de las 3 formas » S Oy )
farmacéuticas evaluadas se resumen en la

tabla 1. RESULTADOS

Los resultados de la validacioén de las
técnicas gravimétricas se reflejan en la
tabla 3. Estas técnicas resultaron validas
para cuantificar la quitina en cada forma

L id id | farmacéutica, pues se cumplen los criterios
0s residuos secos retenidos en 10s 4o aceptacion para los parametros

filtros Gooch después del analisis |inealidad, exactitud y precision.

gravimétrico, se rasparon cuidadosamente. La gravimetria resulté ser especifica
Para obtener los espectros IR se preparanpara control de calidad, ya que el analisis
dispersiones en bromuro de potasio. Estos por triplicado de los placebos de cada
espectros se compararon con el obtenido producto dio los mismos pesos antes y
para la materia prima y con cada uno de después de aplicar el método analitico. De

Aplicacion de espectrofotometria IR
como técnica complementaria al
analisis cuantitativo por gravimetria

TABLA 1. Caracteristicas del lavado y temperatura de secado aplicadas en la determinacién gravimétrica para
forma farmacéutica

Forma farmacéutica Caracteristicas del lavado Temperatura de secado
Suspension Dos fracciones de etanol-agua-NaOH 20 % 80 +5°C

Dos fracciones de etanol de 5 mL
Supositorio Se arrastran las particulas de quitina con 105 = 5°C

pequenas porciones de agua destilada
hasta completar 400 mL
Cuatro fracciones de etanol de 20 mL
Crema Dos fracciones de cloroformo de 5 mL 80 +5°C
Dos fracciones de etanol de 5 mL
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TABLA 2. Temperatura de almacenamiento y tipo de envase utilizado en el estudio de estabilidad quimica de cada
formulacién

Forma terminada Envase Temperatura de almacenamiento
Suspension Frascos de vidrio &mbar por Ambiente (A)
120 mL (V)
Supositorio Tiras de aluminio Ambiente (A)
termosellable por Refrigeracion 8-15 °C (R)
7 supositorios (T) Climatizaciéon 20 °C (C)
Crema Frascos plésticos (P) Ambiente (A)
Frascos de cristal ambar por Refrigeracion 2-8 °C ( R)
200 g (CA)

TABLA 3. Resultados de la validacién de las técnicas gravimétricas disefiadas para control de la calidad de las
formulaciones evaluadas

Forma terminada Linealidad Exactitud Repetibilidad Reproducibilidad
Suspension r = 0,9998 texp = 0,921 CV o, =087% CV =0,93%
r = 0,9996 teo = 2,120 CV s =063 %
t, = 1804 CV = 0,697 % CV 0, =053 %
teo = 2,160 R = 98,56 %
p = 0,000003
Supositorio r = 0,9994 texp = 0,165 CV 4o, =12% CV=1,0%
r = 0,9988 teo = 2,160 CV e =14%
t,, = 1,530 CV=20%
t, = 2,120 R = 97,09 % CV 505 =05 %
p= 0,000001
Crema r = 0,9999 t,, = 2358 CV,, =121% CV = 0,99 %
r = 0,9998 teo = 2,360 CV o = 1,04 %
t, = 1998 CV=02% CV,.,=089%
teo = 2,160 R = 98,03 %
p=0
Criterio de
aceptacion r3>0,99 '(eXp <t CV<15% CV<30%
r >0,98 CV<30%
e < teo R = 97-103 %
p <<05

esta forma se demuestra la no interferencialocalizacion e intensidad las bandas
de las sustancias auxiliares de cada asignables alos grupos funcionales, lo cual
formulacion. evidencia que desde el punto de vista
En la figura se muestran los espectros quimico no ocurrié degradacién del
IR obtenidos para cada forma terminada principio activo.
transcurridos 12 meses del estudio, Al analizar los espectros IR obtenidos
después de procesar las muestrasen todos los casos, podemos apreciar una
almacenadas a temperatura ambiente porbanda ancha de mediana intensidad asig-
gravimetria. nada alv O-H, queaparece entre 3 280 y
Como se observa en la figura, existié 3 440 cmi, seguidamente se observa una ban-
total coincidencia entre todos los da caracteristica delN-H a los 3 120 crh
espectros, por lo que al cabo de 1 a, fue En estado sélido las bandas N-H apare-
quitina y no otra la sustancia que se retuvo cen entre 3 330 y 3 060 dncomo ban-
por los filtros Gooch. Se mantuvieron en das multiples en dimeros cis y poli-
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FIG. Espectros IR obtenidos a los 12 meses para cada forma farmacéutica: A: suspension; B: crema; C: supositorio.

meros trans, el OH puede salir hasta 3 Unicamente al farmaco, sin manifestarse

200 cmt. interferencias de sustancias auxiliares o
En el rango de 1 880-2 960 taparecen  productos de degradacion.

bandas de mediana intensidad caracteris- La limitada sensibilidad de la

ticas delv C-H, simétrico y antisimétrico ~ gravimetria pudo ser contrarrestada ya que

de gruposmetilicos ymetilénicos. se trabajé con una elevada cantidad de
Alos 1 640, 1 555 y 1 320 cln  muestra, de modo que pudo disminuir

aparecen bandas asignadas a las vibracione$ignificativamente el error por pesada.

de amida Ill, Il y | respectivamente. La Finalmente, la tabla 4 brinda los
primera correspondiente & C=0, y las resultados de la cuantificacion de la quitina
dos restantes pertenecientesdaN-H. en el tiempo al aplicar la técnica gravi-

métrica adaptada para cada forma far-
macetica. Los alores son la media de
3 determinaciones y provienen de un
mismo lote.

Cuando analizamos los resultados de
la cuantificacion de la quitina en el tiempo

Todas son bandas agudas de mediana
intensidad. A continuacion en el rango de
1 380-1 410 cmiaparecen bandas agudas
de mediana intensidad, atribuidas a la
deformacién de doblajes simétricos y

ant|_|SJn1_etr|cos de grupos metilicos 'y por gravimetria directa durante los 12 me-
rpe_tl énicos, caracteristicas @&eC-H. Por ses estudiados, pudo apreciarse que la
ultimo podemos observar bandas agudas ariacion del contenido de quitina fue muy

debiles, pertenecientes al enlgse-4), pequefia y no se observaron diferencias
que aparecen entre 900 y 895"cm con respecto a los diferentes envases y

Con el analisis cualitativo por temperaturas de almacenamiento. Todos
espectroscopia IR se garantiz6 que 10s |os valores se encontraron en el rango de
contenidos de principio activo reportados 90-110 %, por lo que los productos se
por gravimetria correspondieron conservaron quimicamente estables.
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TABLA 4. Resultados de la cuantificacién de quitina en las 3 formulaciones evaluadas en el estudio de estabilidad

Contenido de quitina (%)

Forma X = DE

farmacéutica Envase Temperatura Tiempo 0 3 meses 6 meses 1a

Suspension \Y A 96,69+0,56 96,12+0,47 96,42+0,89 96,01+0,38

Crema CA A 106,40+0,6 100,19+1,0 106,24+1,2 104,80*1,6
R 103,10+0,9 104,91+0,9 103,71+0,5 102,60*1,0

Crema P A 102,30+0,8 101,95+0,9 106,04+1,0 104,34*0,9
R 102,93+1,0 104,46+0,9 103,15+1,0 100,66=*1,2

Supositorio T A 96,34+1,15 96,40+0,73 96,29+0,78 96,05+0,64
o] 96,76+1,68 96,45+0,88 96,29+1,39 96,20+2,05
R 96,69+0,99 96,40+1,12 96,33x1,54 96,30+1,79

V: frascos de vidrio &mbar por 120 mL; CA: frascos de cristal &mbar por 200 g; P: frascos plésticos; T: tiras de
aluminio termosellable por 7 supositorios; A: ambiente; R: refrigeracion; C: climatizacion.

DISCUSION limite, por lo que el valor observado fue
practicamente igual al predicho.
El tratamiento aplicado a cada muestra La evaluacion de la exactitud reflejo

permiti6 eliminar las posibles €l error sistematico, que para este método

interferencias debidas a los excipientes. La @ pesar de requerir un alto grado de
disolucion de las sustancias auxiliares con manipulacion, dio valores de coeficientes
solvente apropiado, acompafiado de de variacion (CV) y de recobrado medio
calentamiento y agitacién, posibilité la (R) dentro del rango establecido y se
separacion de la quitina por filtracién, por alcanzo gran correlacion lineal entre los
lo que se logré adecuada especificidad. ~ Miligramos recuperados y los afiadidos de
Solamente en el caso de los Principio activo.
supositorios este paso requirié de la Para la precision, al igual que en los
saponificacién previa del excipiente Pparametros anteriores, se cumplieron los
oleoso, para garantizar su total eliminacién criterios de aceptacion reportados en la
sin necesidad de consumir volimenes tan literatura para la repetibilidad y la
elevados de solvente orgénico apolar que reproducibilidad, por lo que los errores
encareceria la técnica analitica. aleatorios no repercutieron apreciable-
Se alcanzé en las 3 técnicas disefiadas,mente en el método propuesto.

una elevada linealidad entre el 80-120 %, A pesar de los resultados satisfac-
Segan mostraron los coeficientes de torios obtenidos en la evaluacién de la

correlacién (r) y de determinacion?\r especificidad de esta técnica gravimétrica,
Para los interceptos las pruebas de la t de®S conocido que la gravimetria como
Student experimentales fueron inferiores Método, carece de la especificidad y
a las tedricas para el 95 % de confianza, Sensibilidad requerida para el seguimiento
por lo que no resultaron Significativamente de la estabilidad de este principio activo. La
diferentes de cero. Por otra parte, las quitinaes un producto de elevada estabilidad
pendientes fueron significativas con t de Quimica y térmica, que rinde por hidrdlisis
Student muy altas y valores de probabilidad &cida o enzimatica: quitosana, N-acetil
(p) para la hipétesis nula de la pendiente glucosamina, D-glucosamina y acido acético,
muy por debajo del 0,05 establecido como cuando este proceso transcurre totalmente.
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Las condiciones para que se realice soluciones de lavado. Por esta razon, el
una hidrélisis total son extremadamente seguimiento de la estabilidad por
drasticas. No obstante, de los productos gravimetria se complementé con la
obtenidos sélo la quitosana presenta espectroscopia IR. De este modo pudimos
limitada solubilidad, ya que el resto son descartar la presencia de quitosana por
compuestos altamente solubles que puedencomparacion de las bandas caracteristicas
ser eliminados con lavados que empleen de los espectros obtenidos durante el
soluciones hidroalcohdlicas. estudio con los espectros de la materia

En cada una de las técnicas evaluadasprima y de los productos procesados por
pudiera interferir la quitosana en la pesada gravimetria cuando estaban recién
del residuo por su insolubilidad en las elaborados.

SUMMARY

We proposed to combine direct gravimetry as a quantitative method with infrared
spectrophotometry as a supplementary qualitative technique so as to establish a
methodology for monitoring chemical stability of chitin as a drug in various
pharmaceutical forms: suspension, cream and suppository. The determination of chitin
by gravimetric techniques was valiadated in every case according to linearity, precision,
accuracy and specificity parameters. The qualitative analyses showed satisfactory
results in the drug contents in time in all the evaluated formulations. These outcomes
were corroborrated by infrared spectra, which showed that chitin is the only product
left in filters and that it has not changed from the clinical viewpoint after two year of
study.

Subject headingsCHITIN/chemistry; DRUG STABILITY; SPECTOPHOMETRY,
INFRARED/methods.
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