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RESUMEN

Se realiz6 la validacién de un método analitico por cromatografia liquida de alta
resolucion, para la determinacién de acido ascdorbico en tabletas de vitamina C, el
cual se disefid6 como método alternativo para el control de calidad y para el
seguimiento de la estabilidad quimica del principio activo, pues las técnicas oficiales
para el control de calidad del acido ascérbico en las tabletas, no son selectivas
frente a los productos de degradacion. El método se modificé con respecto al
reportado en la USP 28, 2005 para el andlisis del inyectable. Se empled una
columna RP-18 de 250 x 4,6 mm 5 um con detector UV a 245 nm. Su validaciéon fue
necesaria para ambos propoésitos, teniendo en cuenta los parametros exigidos para
los métodos de las categorias | y Il. El método fue suficientemente lineal, exacto y
preciso en el rango de 100-300 ug/mL. Ademas fue selectivo frente a los restantes
componentes de la matriz y a los posibles productos de degradacién obtenidos en
condiciones de estrés. Se calcularon los limites de deteccidn y cuantificacion. Una
vez validado el método se aplicé a la cuantificacién de acido ascérbico en 2 lotes de
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tabletas envejecidas, y se detecté una marcada influencia del envase en la
degradacién del principio activo transcurridos 12 meses a temperatura ambiente.

Palabras clave: Acido ascérbico, cromatografia liquida de alta resolucion, control
de calidad, estudios de estabilidad, validacién, tabletas de vitamina C.

ABSTRACT

We validate an analytical method by high-performance liquid chromatography to
determine ascorbic acid proportion in vitamin C tablets, which was designed as an
alternative method to quality control and to follow-up of active principle chemical
stability, since official techniques to quality control of ascorbic acid in tablets are
not selective with degradation products. Method was modified according to that
reported in USP 28, 2005 for analysis of injectable product. We used a RP-18
column of 250 x 4.6 mm 5 um with a UV detector to 245 nm. Its validation was
necessary for both objectives, considering parameters required for methods of |
and 11 categories. This method was enough linear, exact, and precise in the rank of
100-300 pg/mL. Also, it was selective with remaining components of matrix and
with the possible degradation products achieved in stressing conditions. Detection
and quantification limits were estimated. When method was validated it was applied
to ascorbic acid quantification in two batches of expired tablets and we detected a
marked influence of container in active degradation principle after 12 months at
room temperature.

Key words: Ascorbic acid, high-performance liquid chromatography, quality
control, stability studies, validation, vitamin C tablets.

INTRODUCCION

La vitamina C es la mas popular de las vitaminas hidrosolubles por los
innumerables beneficios que reporta. El acido ascérbico se considera un poderoso
enemigo de los agentes virales por lo que sirve de apoyo al sistema inmunoldgico.
Ademas es un valioso agente antioxidante que protege al organismo de diversas
enfermedades y mejora la salud en general a dosis elevadas.*

La vitamina C se afecta con facilidad por factores como: la humedad, la luz, el aire,
el calor, los iones metalicos como hierro y cobre, el oxigeno y el medio alcalino.
Tras su descomposiciéon bajo estas condiciones se transforma facilmente en
diferentes compuestos como son: el acido oxalico, acido L-trednico, acido L-
xilénico, acido L-lixdnico y acido dehidroascoérbico, y a su vez este ultimo se
transforma irreversiblemente en acido 2.3 diceto-L glucdnico, el cual constituye su
principal producto de degradacion.?

Dentro de los métodos oficiales descritos para el analisis de la vitamina C en
tabletas, uno de los mas empleados es la valoracion directa con 2,6-diclorofenol
indofenol por resultar simple y rapido.® EIl método es valido si se conoce que en la
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composicion de la muestra no existen sustancias interferentes y la concentracion de
acido dehidroascorbico es inapreciable, por tanto, se puede aplicar a una muestra
recién preparada, pero no resulta de utilidad en estudios de estabilidad de la
vitamina C.**

En un estudio anterior,’ se llevé a cabo el desarrollo preliminar de 4 nuevas
formulaciones de tabletas de vitamina C 500 mg de produccién nacional, con el
propésito de mejorar su estabilidad quimica. A partir de resultados preliminares
obtenidos por cromatografia en capa delgada, se seleccioné la mejor formulacién.
El estudio incluy6 2 tipos de envases: blister y frasco plastico. Dicha formulacion
fue sometida a condiciones aceleradas de temperatura y humedad.

No obstante, en la etapa actual de la investigacion, resulta imprescindible contar
con un método cuantitativo capaz de diferenciar entre la respuesta analitica del
principio activo y sus posibles productos de degradacion en la formulaciéon de
tabletas seleccionadas,® con el propésito de realizar los estudios de estabilidad
exigidos para lograr el registro de esta nueva formulacién. Teniendo en cuenta
estos antecedentes, el presente trabajo se propone desarrollar un método
cuantitativo de analisis por cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) para el
acido ascorbico en las tabletas de produccién nacional para su aplicacion tanto en el
control de calidad como en estudios de estabilidad de las mismas.

METODOS

Evaluacion del método por CLAR reportado para el inyectable para su
aplicacion en las tabletas de acido ascérbico 500 mg

Se utilizé el método por CLAR para cuantificar acido ascébico en solucion
inyectable,® al cual se le realizaron algunas modificaciones relacionadas con el
tratamiento de la muestra previo a la cuantificaciéon y la velocidad de flujo. Se
mantuvo la misma fase moévil y la A de 245 nm para la cuantificacion.

El cromatdgrafo empleado estaba constituido por bomba K-1001, inyector manual
con loop de 20 uL, prefiltro, precolumna ODS 4 x 4, columna luna 5y RP18, 100 A°,
250 x 4.6 mm, diametro interno (DI) 5 mm y detector UV variable K-2500 acoplado
a una computadora para la adquisicion de los cromatogramas mediante el software
CHROMGATE (version 3.1).

Todas las evaluaciones se realizaron a temperatura constante de 37 = 2 °C
ajustada con un horno para columna del propio cromatografo y se utilizé una
velocidad de flujo de 1 mL/min en lugar de 0,6 mL/min.

Teniendo en cuenta que el método se destina a la cuantificacién de acido ascérbico
en una matriz diferente (tabletas de 500 mg), se disefié un procedimiento sencillo
previo a la cuantificacion. Se peso6 con exactitud la cantidad de polvo equivalente a
25 mg de acido ascoérbico, se trasvasé cuantitativamente a un volumeétrico de 50
mL, se afiadieron 25 mL de fase moévil y se agité en bafio ultrasénico. Se estudio el
tiempo requerido para obtener el analito totalmente disuelto. Se evalué
simultaneamente en una solucién de referencia (SR) y en muestras procesadas a
partir de la forma terminada. Posteriormente se completé el volumen con fase
movil. Para el analisis se emple6 una alicuota de 4 mL tomada con ayuda de una
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jeringa, previamente filtrada "in situ”, completando a volumen con fase maévil en un
volumétrico de 10 mL. Se inyect6 en el cromatografo 20 pl.

Validaciéon del método para control de calidad

Se llevo a cabo la validacion del método para control de calidad teniendo en cuenta
los parametros minimos exigidos para la categoria I® asi como las regulaciones
actuales de caracter nacional.®

Linealidad del sistema: Se realizé mediante el analisis de 5 concentraciones de
acido ascoérbico materia prima por triplicado, en un rango de 50-150% de la
cantidad tedrica declarada como 100 % (200 ug/mL), equivalentes a 100, 150,
200, 250 y 300 ug/mL respectivamente.

A partir de estos resultados se construy6 una curva de calibracién de AUC vs.
concentracion teodrica (%). Los resultados se procesaron estadisticamente a través
del software STATISTICA for Windows version 6.01 (opcién regresion lineal
multiple) y se determind: r (coeficiente de correlacion lineal), r? (coeficiente de
determinacion), a (intercepto) y b (pendiente), para el 95 % de confianza.

Criterios de aceptacion:

- Ecuacion de la recta: y= bx + a
-r>0,99.

-r*>0,98.

- Prueba de proporcionalidad del método analitico o hipdtesis nula de la ordenada
en el origen a= 0.

- Se empled la prueba estadistica de la t de Student para n-2 grados de libertad,
siendo n el nimero total de valores donde: tey, < tiap.

- Prueba de la hipétesis nula de la pendiente: b= 0. Se determiné a partir de una
prueba ANOVA de la regresion, teniendo en cuenta la probabilidad asociada al valor
de la pendiente, es decir, si la p << 0,05, el valor de "b" difiere significativamente
de cero. Ademas la desviacion estandar relativa de la pendiente (Sbyeiativa) debe ser
menor del 2 %.

- Se calcularon los factores de respuesta (f) y se determind el valor medio (f), la
desviacion estandar (DE) y el coeficiente de variacién (CV). El CV debe ser menor
que 5 %.

Selectividad: Se prepararon placebos del producto mezclando los excipientes en
las proporciones equivalentes a la muestra de analisis, los cuales se procesaron por
triplicado. Se registré el cromatograma obtenido para el placebo y se comparé con
el cromatograma de una soluciéon de referencia de acido ascérbico a la
concentracion equivalente al 100 %.

Criterio de aceptacion: No deben aparecer sefiales analiticas en el cromatograma
del placebo en la zona de interés para el acido ascérbico.
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Linealidad del método: Se evaluaron placebos del producto, cargados con el 50,
75, 100, 125 y 150 % del principio activo equivalentes a 100, 150, 200, 250 y 300
ug/mL respectivamente.

En cada nivel de concentraciéon se analizaron 3 muestras. Se construyo la curva de
calibracion correspondiente a los resultados de los 15 puntos experimentales. Se
aplicé el mismo procesamiento estadistico descrito para la linealidad del sistema,
asi como los mismos criterios de aceptacion.

Exactitud: Se analizaron por triplicado placebos cargados con cantidades
equivalentes al 75, 100 y 125 % con respecto a la cantidad tedrica declarada. Se
construy6 una curva de recuperacion de % recuperado (Y) vs. % afadido (X). Los
resultados fueron procesados estadisticamente de igual forma que la curva de
calibracién de la linealidad del sistema y del método. Ademas se calcul6 el por
centaje de recobro (R). Se incluyo6 la determinacion del recobrado medio Ry del CV
total.

Criterios de aceptacion: R97-103 % y CV <£2,0 %.

Ademas, se realizo6 la prueba G de Cochran, para determinar si el factor
concentracion tiene alguna influencia en los resultados. Si Gey, < Giap las varianzas
de las 3 concentraciones son equivalentes, o lo que es igual, el factor concentraciéon
no influye en la variabilidad de los resultados.

Por ultimo, se aplico la prueba de la t de Student para demostrar que no existen
diferencias significativas entre el valor medio de recobro obtenido y el 100 %.

Siendo: n-1 los grados de libertad y a= 0,05.

Precision:

- Repetibilidad: Se evaluaron por triplicado placebos cargados con la
concentracion equivalente al 100 % y un valor bajo y otro alto comprendido dentro
del rango de la linealidad del método, 75 y 125 % respectivamente. Se calculo el
CV en estos 3 niveles de concentracidon y se comparé con el criterio establecido. Las
determinaciones las realiz6 el mismo analista en las mismas condiciones de trabajo.
Ademas se llevd a cabo el analisis sextuplicado de SR al 100 %, en las mismas
condiciones de trabajo y se calcul6 igualmente el CV. De esta forma se evalud la
repetibilidad de la respuesta analitica. Criterio de aceptaciéon: CV < 1,5 %.

- Precision intermedia: En este estudio participaron dos analistas, en dos dias
diferentes, en el mismo laboratorio. Se analizaron por triplicado en cada caso
muestras equivalentes al 100 %. Se calcul6 el CV total. Criterio de aceptacion: CV <
2,0 %.

Ademas se realiz6 la prueba F de Snedecor y de la t de Student, para comparar
varianzas y medias respectivamente.

Rango: Se establecio el intervalo en que se cumplieron los criterios de linealidad,
exactitud y precision del método.
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Validacion del método para estudios de estabilidad: Se evaluaron
adicionalmente los parametros sugeridos para los métodos cuantitativos de la
categoria 11.%°

Selectividad: Se prepar6 una solucion de acido ascorbico equivalente al 100 %, la
cual se contamind con una alicuota de 1 mL de una solucién de acido oxalico en
fase movil de 0,02 mg/mL y se registré el cromatograma, determinando la
posibilidad de interferencia del Unico producto de degradacién disponible en el
laboratorio comercialmente.

Ademas se realiz6 el andlisis de una solucion que contenia 0,1 mg/mL de acido
oxalico en fase movil y se verificé a través del cromatograma su posible
interferencia en el método en estudio. Se procesaron muestras de acido ascorbico
disolviendo 500 mg de mp en los diferentes medios planteados a continuacion.
Ademas se analizaron cantidades equivalentes de placebos del producto, en las
siguientes condiciones degradativas:

- Luz UV: 500 mg + 10 mL de agua.
- Oxidacion: 500 mg + 10 mL de H,0, 30 %.
- Hidrdlisis béasica: 500 mg + 10 mL de solucién de NaOH 1N.

- Hidrdlisis acida: 500 mg + 10 mL de solucién de HCI 1N.

En cada caso se analizaron 20 pyL previamente filtrados. El tiempo maximo de
exposicion de las muestras fue de 2 h. Ademas se realizé un muestreo intermedio a
los 60 min. Para cada muestra se registro el cromatograma y se comparo6 con el de
la solucion de acido ascorbico al 100 % tanto cualitativa como cuantitativamente.

Criterio de aceptacion: No deben aparecer sefales interferentes atribuidas a los
posibles productos de degradacién, que coincidan con el tiempo de retencion (tr)
del patron de analito, o que estén muy cercanas a la zona de interés analitico para
el acido ascérbico. No deben ocurrir modificaciones superiores al 1 % en el
resultado cuantitativo del analito respecto al tiempo inicial.

Sensibilidad: La evaluacion de este parametro se realizé estimando el limite de
cuantificacion (Lc) y el limite de deteccién (Ld) a partir de la curva de regresion,
aplicando el procedimiento tradicional.’ Para realizar la comprobacién experimental
del Lc calculado anteriormente, se analizaron por triplicado placebos cargados con
concentracion equivalentes a 0,438 pg. Se determind la media y DE

Aplicaciéon del método al estudio de estabilidad de tabletas envejecidas

Se realiz6 el andlisis de 2 lotes (5950055 y 10640072) almacenados a temperatura
ambiente durante 1 afio. En ambos lotes el envase fue el estuche de cartulina que
contenia un frasco de polietileno de alta densidad, formato 6 adquirido a través de
FRASPLAST, con tapa de rosca y sello de inviolabilidad. Cada uno contenia 30
tabletas revestidas con la diferencia de que en el lote 5950055 la tapa tenia
ademas silica gel, mientras que en el otro no. Se realizaron 3 réplicas. Se
registraron los cromatogramas y se cuantificé el contenido de principio activo por
comparacion contra patrén. Se calculé la X y DE.
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RESULTADOS

Para lograr tener al analito listo para su andlisis por CLAR, que en su forma de
presentacion se encuentra en estado sdlido, se propuso un procedimiento muy
rapido y sencillo para el tratamiento de la muestra. En este se considero6 la
metodologia recomendada para formas sélidas, seguida de la agitacion en bafio
ultrasénico y separacioén por filtracion de las sustancias auxiliares insolubles.

Se comprobd que en la SR, al aplicar solo 1 min de agitacion se lograba el 100 %
de recuperacion del analito. No obstante, se plantea una agitacién de 3 minutos
para mayor seguridad. A partir de que comienza la agitaciéon, se produce la rapida
disolucién del principio activo. Con solo 1 min se logra recuperar el 98 % del
analito. No obstante, fue a partir de los 5 min que se obtuvo la total recuperacion,
fijando este intervalo de tiempo como el seleccionado para analisis posteriores.

Resultados de la validacion

Teniendo en cuenta que aunque se trata de un método oficial se han realizado
algunas modificaciones, fue necesario llevar a cabo su validacién para poder
aplicarlo como método alternativo al control de calidad de las tabletas. Los
resultados de validaciéon se resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Resultados de la validacion del método

Parametro Resultados Criterios
Y= 161,51X + 264,67 y=bx + a
r= 0,9991, r’= 0,9982, r>0,99, r* > 0,98

n= 13 - t,,,=1,333, texp< twap: NO significativo

. . ttabz 2,16
Linealidad e
b~ 1, talta, p < 0,005, significativa.
del sisterna b= 161,51 —» t= 86,287,
Sbrelativa < 2 %
p= 0,0000
CV;< 5 %
Sbrelativa: ,011
CVi= 1,588 %
Y=162600X - 427000 y=bx + a
Linealidad r= 0,9975, r’= 0,9951, r> 0,99, r> > 0,98

del método

N= 13 - tey,= -1,278,
ter= 2,16

http://scielo.sld.cu

texp< tian: NO significativo



Revista Cubana de Farmacia. 2009; 43(3)

Exactitud

Repetibilidad

Precisién intermedia

Sensibilidad

- Limite de
deteccién

b= 162600 —» t= 51,530,
p= 0,0000
Sbrejativa= 0,019

CV¢= 2,808 %
Y= 1,0308X - 3,782

r= 0,9984 r’= 0,9969,

N= 7 - tep= -1,699,
tan= 2,36

b= 1,0308 — t= 47,280,

p= 0,0000

CVi= 1,872 %

Rtotal= 99,400 %, CV= 1,872 %
Geab= 0,8709

Gexp= 0,410

texp (01237 ) < ttab

CV75 o%— 1,415 %
CV]_OO o%— 1,299 %

CV125 %— 0,649 %
CViora= 0,870 %

Entre analistas Entre dias

Fexp= 1,183
5,05

Fexp= 2,159 Fiap=

texp= 0,383 texp= 4,438 x 10
ttab=2123

No hay diferencias significativas

Pendiente de la curva de calibracion
del método (b)

Ybl= -19800
Sb= 24849
Ld= 0,179 ug

b~ 1, talta, p < 0,005, significativa.
Sbrelativa <2%

CVe<5%

y=bx + a

r>0,99, r’ > 0,98

texp< tian: NO significativo

b~ 1, talta, p < 0,005, significativa
CV;< 5 %

Rtotal= 96-104 % , CV <3 %
Prueba de Cochran

Gexp < Gtab, o= 0,05 K= 3
n=3

Prueba de la t de Student
(comparacion del R con el
100 %)

texn < ttab (12171)

CVv<15%

CVtotaI <3 %

CVtotaI <3 %
Fexp < Ftab

texp < ttab
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- Limite de Lc= 0,438 ug
cuantificacion

En la figura 1 se muestra el cromatograma obtenido para el placebo procesado por
el método en estudio y en presencia del principio activo. Los resultados demuestran
que el método fue selectivo frente a los componentes de la formulacion.

.ﬁcidu ascorbico 5,780

Acido ascérbico 5,780

A B
Fig. 1. Selectividad para control de calidad. Analisis de placebo (A) y analisis
de placebo + 100 % de analito (B).

Los placebos degradados no mostraron ninguna sefial adicional, por lo que en todas
las condiciones evaluadas los cromatogramas fueron similares al presentado con
anterioridad. Las muestras sometidas a condiciones drasticas mantuvieron
adecuada estabilidad, excepto para el medio oxidante. En este caso solo se obtuvo
una sefal adicional atribuida por comparacion al acido oxalico (fig. 2, A).

mALL
500 Acido ascorbico 5,800
400 Acido oxdlico
3,583
200
0
(S ?{mi nF 6 7 & B8 é
A
mALl L — mAL
Acido ascorbico 5,300 e T e
2000 2% Acido oxdlico 3,583
1 500 20
15
1 000 10
500 5
( Acido oxilico 3,58: 0 Acido ascirbico 5,800
)
0 1 2 3 4 .5 6 7 8 9 10 0 1 2 3 -} 5 6 7 8 9 To
1 {min} 1 Wmin )
B C

Fig. 2. Cromatogramas obtenidos para: (A) Muestras sometidas a oxidacion
con H;0; durante 2 h; (B) acido oxalico sustancia de referencia a menor
concentracion (0,02 mg/mL) + AA 100 % y (C) acido oxalico sustancia de

referencia a mayor concentracion (0,1 mg/mL).

En la figura 2 (B y C), ademas se reflejan los resultados obtenidos para la muestra
de acido ascoérbico al 100 % cargada con una concentracion de acido oxalico de
0,02 mg/mL, unico producto de degradacion del cual se disponia como sustancia de
referencia y la muestra de acido oxalico sola a una concentracion de 0,1 mg/mL.
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Resultados de la aplicacion del método a tabletas envejecidas

En la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos. Como se observa el método fue
suficientemente selectivo y sensible para determinar el contenido de acido
ascorbico en tabletas degradadas de produccidén nacional y para detectar las
sefiales analiticas atribuidas a los posibles productos de degradacion. No se
registraron interferencias en el rango de interés analitico del principio activo.

Tabla 2. Resultados de |a cuantificacion por CLAR del acido ascorhico en las tabletas
envejecidas

Lote-5950055 Lote-10640072
Parametro AUC Resultado (%) AUC Resultado (%)
Contenido de 15225501 99,352 12316456 80,352
acido ascorbico 14854026 96,528 12507666 81,600
(%) 15245755 99,485 12398760 80,880
Media - 98,589 - 80,047
DE - 1,439 - 0,626
cv - 1,460 - 0,773
DISCUSION

El método para control de calidad de las tabletas reportado oficialmente®es
volumétrico y se basa en un proceso REDOX. Ademas utiliza indicador visual y
requiere de gran manipulacion. Considerando las limitaciones de las técnicas
volumétricas para llevar a cabo los estudios de estabilidad; ya que carecen de la
selectividad requerida y operan en el rango de la macroescala, por lo que tampoco
cuentan con suficiente sensibilidad, se valoro la técnica por CLAR como la mejor
opcion.

Se utilizé el mismo método por CLAR propuesto para el control de calidad del acido
ascorbico en el inyectable® adaptado a la nueva matriz.

Se propone incrementar la velocidad de flujo a 1 mL/min con el objetivo de reducir
el tiempo necesario para realizar cada analisis.

El andlisis de una nueva matriz implica cambios en cuanto a concentracién de
analito y con respecto a la composicién. Se consideré adecuado para el estudio un
rango de concentracion de analito alrededor de 200 pg/mL, por lo que se
introducen en la técnica las diluciones necesarias.

La metodologia de trabajo con formas farmacéuticas sélidas, implica tomar una
muestra representativa de la forma terminada, que por trituracion y
homogenizacién en un mortero se convierte en polvo fino. A partir del calculo del
peso promedio y conociendo la dosis de las tabletas, se puede conocer con
exactitud la cantidad de polvo de tabletas que equivale a la concentracion de
analito que tedéricamente se debe analizar.

El 4cido ascorbico es soluble en agua,’™ mientras que los restantes componentes
de la matriz son sustancias auxiliares totalmente insolubles.® Teniendo en cuenta la
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polaridad de la fase madvil empleada, se impone introducir pasos previos que
permitan separar estas sustancias insolubles del analito.

Por esta razén se plantea, en primer lugar la agitacién en bafio ultrasénico y
posteriormente la separacion de las sustancias auxiliares por filtracion. La agitacion
en bafio ultrasénico tiene como objetivo liberar el analito de la matriz y de esta
forma garantizar su total disolucién en la fase moévil.

Validacién del método

El sistema fue lineal en el rango de 50-150 %, ya que se cumplieron todos los
criterios estadisticos establecidos al procesar los resultados por regresion lineal. Se
obtuvo una elevada proporcionalidad entre la respuesta obtenida y la concentracion
del analito.

Como se observa, el tratamiento aplicado y el procedimiento cromatografico,
garantizan la adecuada selectividad del método frente a los demas componentes de
la matriz, por lo que el método puede aplicarse al control de calidad del acido
ascorbico en las tabletas de produccién nacional.

El procesamiento estadistico de los resultados de la linealidad del método, dio
resultados satisfactorios, tal como se muestra en la tabla 1. La correlacion lineal
alcanzada entre la concentracion de analito y la respuesta analitica cumple los
criterios establecidos, por lo que el efecto de la matriz no fue significativo desde el
punto de vista estadistico, resultados que estan en perfecta correspondencia con
los obtenidos en la selectividad para control de calidad y para la exactitud del
método.

El método fue exacto ya que el recobrado medio no excedio el limite de 97-103 %.
Ademas el CV total quedd comprendido en el rango de aceptacién acotado por un
limite superior igual al 2 %. Adicionalmente se evalué la influencia de la
concentracion de analito en la varianza (S) de los resultados a través de la prueba
de G de Cochran (tabla 1). Como la Gexp < Giap, las varianzas de los tres niveles de
concentraciéon evaluados fueron equivalentes. Es decir, no influy6 el factor
concentracion en la exactitud del método. Por su parte, la prueba de la t de Student
corroboré la exactitud, ya que la t obtenida fue inferior a la tabulada, por lo que no
existieron diferencias estadisticamente significativas entre el recobrado medio y el
100 %. De modo que podemos afirmar que la técnica fue exacta y no se afecté por
errores sistematicos de forma significativa.

Para la repetibilidad del método se reportaron CV bajos, inferiores al 1,5 %
establecido como limite. Ademas se demostro la repetibilidad de la respuesta
analitica al 100 %.

En la precision intermedia se obtuvo un CV= 0,87 inferior al criterio de aceptacion.
Este andlisis se complementd con las pruebas de Fischer y de la t de Student. En
ambos analisis la Fey, < Frap, por lo que no existieron diferencias significativas entre
las precisiones de los analistas, independientemente del dia en que se efectuo el
ensayo. Los valores de las t.,, resultaron menores que las ti,, en cada caso, por lo
que no existieron diferencias significativas entre los valores medios obtenidos por
los analistas. El conjunto de dichos resultados permitié asegurar que estos fueron
homogéneos, lo que ratifica la precision del método en estudio ya que los errores
aleatorios no repercutieron apreciablemente.
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Como el objetivo fundamental de este método es llevar a cabo el seguimiento de la
estabilidad quimica del acido ascorbico en las tabletas, se impone demostrar en la
etapa de validacion que es un método suficientemente selectivo frente a los
posibles productos de degradacion, tanto del principio activo como de los demas
componentes de la formulaciéon. Por esta razén fue necesario someter a condiciones
degradativas al principio activo y a muestras placebo.

A partir de la separacion cromatografica aplicada se logré una adecuada separacion
del analito y sus productos de degradacion (fig. 2).

Una vez estimado teéricamente el Lc, se comprobé experimentalmente y se
obtuvieron resultados satisfactorios. La recuperacion promedio fue de 98,97 + 0,23
%. El método fue suficientemente sensible para el propdsito con que fue
desarrollado, pues es capaz de cuantificar una cantidad equivalente al 99,78 % de
degradacion del principio activo, es decir, puede cuantificarse practicamente hasta
el 100 % de degradacion.

Aplicacién del método a tabletas envejecidas

Las tabletas no presentaron sefiales analiticas adicionales, lo cual se evidencio en
los cromatogramas, donde solo se obtuvo el pico correspondiente al analito. Sin
embargo, fueron perceptibles organolépticamente manchas oscuras atribuibles a la
oxidacion de acido ascorbico, descrita como la principal via de degradacion de este
compuesto.?” Estos resultados se confirmaron desde el punto de vista cuantitativo.
Las tabletas analizadas presentaron adecuada estabilidad en los envases que
contenian silica gel y aproximadamente un 20 % de degradacion en ausencia de
desecante.
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