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Resumen

Se describe un método espectrofotométrico para la cuantificacién de claritromicina en comprimidos, que se fun-
damenta en la formacién de un compuesto croméforo coloreado que resulta de la reaccién entre claritromicina
en solucién y dcido sulfirico concentrado y que absorbe en la regién visible a 481 nm. En esta longitud de
onda, la claritromicina contenida en un producto terminado, presenta lecturas de absorbancia que son directa-
mente proporcionales a la concentracién. La evaluacién de la trazabilidad de los resultados obtenidos con el
método espectrofotométrico, se realizé por comparacién con el método de referencia (Cromatografia HPLC USP
29), y estadisticamente, a través de una prueba de t pareada, que determiné la no existencia de diferencias
significativas entre los resultados de ambos métodos, por lo que el método desarrollado es trazable. Finalmente,
se validé el método espectrofotométrico, para garantizar coherencia y reproducibilidad en los resultados. Para
esto se evaluaron los pardmetros de especificidad, robustez, linealidad, exactitud, precisién expresada en sus
dos formas: repetibilidad y reproducibilidad. EI método analitico resulté ser especifico para la claritromicing,
lineal en el intervalo validado de 15-50 ppm, el coeficiente de variacién obtenido para la repetibilidad y repro-
ducibilidad fue del 1% y el porcentaje de recuperacién obtenido fue de 100.5%.

Palabras clave: claritromicina, espectrometria visible, validacién de métodos analiticos.

Development and Validation of a Spectrophotometric

Method for Quantification of Clarithromycin Tablets

Abstract

We describe a spectrophotometric method for quantification of clarithromycin tablets, which is based on the
formation of a colored chromophore compound resulting from the reaction between clarithromycin solution with
concentrated sulfuric acid, this chromophore absorbs at 481 nm. At this wavelength the clarithromycin-contain-
ing chromophore presents an absorbance that is directly related to its concentration.

The evaluation of the traceability of the results obtained with the spectrophotometric method was performed by
comparison with the reference method (HPLC Chromatography USP 29) and statistically through a paired t fest,
which determined that there were no significant differences between the results of both methods indicating that
the developed method is traceable. Finally, the spectrophotometric method was validated to ensure consistency
and reproducibility of the results. The evaluated parameters were specificity, robustness, linearity, accuracy, pre-
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cision expressed in two ways: Repeatability and reproducibility. The analytical method proved to be specific for
Clarithromycin, and linear in the range of 15-50 ppm. The variation coefficient obtained for repeatability and
reproducibility was 1% and the percentage of recovery obtained was 100.5%.

Key words: clarithromycin, visible spectroscopy, validation of analytical methods.

1. Introduccion

La industria farmacéutica siempre se ha enfocado en
investigar nuevos métodos analiticos, que permitan la
obtencién de resultados en forma rdpida, reproducible
y confiable, para un ensayo especifico. Sin embargo,
algunos nuevos métodos analiticos investigados para
determinados principios activos quedan sin aplica-
cién, debido a que sus pardmetros de desempefio de
calidad (linealidad, rango, precisién, exactitud, espe-
cificidad y robustez) y operativos (sencillez y econo-
mia) resultan ser no idéneos para un ensayo analitico
especifico. Y aunque no pueda afirmarse que este sea
el caso de claritromicina, por falta de informacién,
dnicamente puede mencionarse que no se conocen
investigaciones sobre nuevos métodos analiticos para
este principio activo.

Actualmente, la industria farmacéutica dispone de un
solo método analitico para la cuantificacién de clari-
tromicina en todas las formas farmacéuticas disponi-
bles en el mercado, asi lo evidencia, la informacién
obtenida de una bisqueda realizada en documentos
oficiales y no oficiales. El método de Cromatografia
Liquida de Alta Resolucién HPLC, es el dnico descrito
en la farmacopea de los Estados Unidos USP 29 [1].
Al no existir alternativas analiticas para cuantificar
claritromicina, se generan algunas limitaciones, entre
ellas: congestiones por el elevado ndmero de ensayos
en los laboratorios de control de calidad, interrupcio-
nes por mantenimiento correctivo y preventivo del cro-
matégrafo, laboriosidad del método, altos costos de
operacién y finalmente dificultades técnicas.

No se conocen estudios acerca del desarrollo de
nuevos métodos analiticos para claritromicina. El
nuevo método espectrofotométrico que se desarro-
[16, se fundamenté en una reaccién de hidrélisis del
principio activo con écido sulfirico y formar un com-
puesto coloreado que absorbe en la zona visible del
espectro [2].

El propésito de este estudio, fue desarrollar un méto-
do espectrofométrico reproducible y confiable para la
cuantificacién de claritromicina en comprimidos.

2. Materiales y Métodos

2.1. Reactivos

® Metanol grado HPLC

e Estdndar de claritromicina USP

e Acido clorhidrico 0.1 M

¢ Buffer de acetato de sodio 0.1 M pH 5.0
¢ Agua andlitica tipo I

2.2. Equipos

e Cromatdgrafo liquido de alta resolucién
HPLC, con detector UV-Vis (SHIMADZU)
* Espectrofotémetro UV-Vis (SHIMADZU 1800
UV-Vis)
¢ Purificador de agua (ELGA CLASSIC)
e Potenciémetro (Ph/ION 125)
¢ Balanza Analitica (Mettler Toledo AG204)
2.3. Muestras
Los comprimidos de claritromicina se obtuvieron de
tres casas farmacéuticas en las que la concentracién
del activo es declarada.
2.4. Establecimiento de los parémetros del método
espectrofotométrico (optimizacién del método)

La velocidad de la reaccién es indicada por la velocidad
de desarrollo del color, la cual depende, a su vez, de la ve-
locidad de ataque del reactivo croméforo a claritromicina.

Para optimizar el desarrollo del color y conforme a
ley de Beer, se ensayaron variables tales como: solu-
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bilidad de claritromicina, ionizacién de la molécula,
volumen de reactivo croméforo y tiempo de reaccién
en el que se alcanza el mdximo color [3].

Se probé la solubilidad de claritromicina en diferentes
solventes [4]. El solvente escogido fue una solucién bu-
ffer de acetato de sodio 0.1 M; la bibliografia reporta
que el pH dcido es indispensable para la ionizacién
de la molécula, por lo que se utilizé una solucién de
HCl 0.1M para llevar a pH 4.5; posteriormente se
agregd un volumen de dcido sulfirico concentrado y
se observé el desarrollo de un color intenso alrededor
de 75 minutos (tiempo en el que se desarrolla todo el
color) y posteriormente, se realizé un barrido espectral
en la zona visible del espectro y el pico méaximo de
absorcién se obtuvo a los 481 nm. El mismo proce-
dimiento se realiz6 para claritromicina contenida en
comprimidos para probar la existencia de interferen-
cias por matriz en la reaccién.

2.5. Determinacion cuantitativa por HPLC- Determi-
nacién de la trazabilidad del método

Utilizando un cromatégrafo liquido HPLC, una colum-
na cromatogrdfica RP-C18 4mm * 15 mm, la tempe-
ratura de columna de 45°C, flujo de 1TmL/min y con
un detector a 210 nm se cuantificé el contenido de
claritromicina en comprimidos de tres casas farmacéu-
ticas y se procesaron los datos, obteniéndose lecturas
de absorbancia que son directamente proporcionales
a la concentracién.

2.6. Determinacion cuantitativa por Espectrofotome-
tria-Determinacién de la trazabilidad del método

Utilizando un espectrofotémetro y realizando la reac-
cién de coloracién de la claritromicina con dcido sul-
firico, se cuantificé el contenido en comprimidos de
tres casas farmacéuticas y se procesaron los datos,
obteniéndose lecturas de absorbancia que son direc-
tamente proporcionales a la concentracién.

2.7. Preparacién de la curva de calibracién [5]

Se trabaijé con soluciones estdndar de claritromicina, se
pesé 300, 400, 500, 600, 700 mg de principio activo
para los niveles de 15, 20, 25, 30 y 35 ppm respecti-
vamente, en un balén de 1000 mL, se agregdé 500 mlL
de Buffer Acetato de Sodio 0.1 My se zonificé por 10

min. Se tomd 5 mlL de la solucién anterior y se agregé el
volumen de dcido sulfirico en que se desarroll el color,
se dejé reaccionar por 75 min y se aforé con solucién
de HCl y se leyé la absorbancia a 481 nm.

2.8. Preparacién de la muestra

Diez comprimidos de cada casa comercial se tritura-
ron hasta polvo y se pesé la cantidad equivalente para
llegar a concentraciones de 15, 25, 35, 55 ppm. Las

muestras se trataron de la misma manera que los es-
tandares.

2.9. Determinacion de trazabilidad del método [6]

Para comparar la trazabilidad del método espectro-
fotométrico se realizé una t pareada con los datos de
cuantificacién de claritromicina en comprimidos, ob-
tenidos por los dos métodos y se determind que no
existe diferencias significativas.

2.10. Validacién del método andlitico

Se establecieron los criterios de aceptacién para cada
pardmetro de calidad de la validacién del método y
se procedi6 a realizar los ensayos de linealidad, pre-
cisién, exactitud, robustez e incertidumbre [7, 8].

Para la linealidad, se realizé un ajuste, cada dia y
por cinco dias de la funcién de respuesta instrumental
para cinco niveles de concentracién (15, 20, 25, 30,
35 mg/1) por triplicado en cada nivel.

La determinacién de la exactitud, se realizé con un
Material de Referencia (MR) [9] o material de Referen-
cia enriquecido en 5 niveles (15, 25, 35, 55 mg/L)
y de un material de referencia certificado (MRc) por
quintuplicado, en condiciones de repetibilidad. Repe-
ticién del disefio anterior en cinco dias distintos en
condiciones de reproducibilidad.

La determinacién de la especificidad se realizé con
muestras de 3 casas farmacéuticas por triplicado para
la realizacién de un barrido espectral.

La determinacién de la robustez, se realizé con un Ma-
terial de Referencia (MR) en un nivel de concentracién
determinado por triplicado y variando el tiempo de
reaccién de la formacién del croméforo coloreado, el
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pH de la solucién buffer acetato y la normalidad del
4cido clorhidrico.

3. Resultados y Discusion
3.1. Seleccién de la longitud de onda

Se observé el valor de la longitud de onda en el que
la claritromicina tiene un pico de absorcién méxima
en la regién del visible, cuando se solubiliza en buffer
acetato de sodio y se agrega diferentes volimenes de
4cido sulfirico concentrado para evaluar el desarrollo
mdximo de color. Ademds se obtiene la respuesta del
principio activo puro y de una muestra para evaluar
las interferencias.

Tabla 1. Pico de absorcién mdxima Uv-Vis

Volumen
Solventes Reactivo, A Abs.st Abs. M
ml
B. Acetato Sodio/ A. sulfurico 10 481 0.604 0.610
B. Acetato Sodio/ A. sulfarico 7.5 481 0.201 0.147
B. Acetato Sodio/ A. sulfurico 5.0 481 0.158 0.060
B. Acetato Sodio/ A. sulfurico 2.5 481 0.098 0.0054

3.2,

Intervalo 6ptimo de concentraciones y curva de
calibracién.

El gréfico 1 representa la relacién entre la absorban-
cia y la concentracién de claritromicina, cuando se
cambia el volumen de d4cido sulfirico concentrado
(reactivo que desarrolla color). Ademds se indica el
valor del grado de correlacién R?, que es un pardme-
tro que evalda la linealidad.

y=0,0156x- 0,0685
R%=0,0947
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Gridfico 1. Infervalo éptimo de concentraciones para

claritromicina (reaccién con 10.0 ml dcido sulfdrico)

El valor del grado de correlacién R? es 0.9947.

3.3. Comparacién del método cromatogrdfico y
espectrofotométrico para cuantificacién de
claritromicina

3.3.1. Método Cromatogrdfico [10]

Se observan los valores de las dreas de los picos cromo-
togrdficos y los valores de concentracién en (mg/tab)
correspondientes al estdndar y a los materiales de re-
ferencia de un lote piloto de claritromicina rechazado.
El estandar se repite tres veces al inicio y dos al final
del andlisis, mientras que cada medida independiente
de un material de referencia se repite dos veces du-
rante el andlisis, todo esto para evaluar la idoneidad
del sistema.

Tabla 2. Valoracién de claritromicina por
método cromatogrdfico

Peso de F

polvo Areas Conversion Conc.

(mg) (mg/tab)
Estandar1.1 - 4,08346 62766,6 63,38
Estandar1.2 ~ ---ee 4,09918 62766,6 63,38
Estandar 1.3 ~ -----e-- 4,08899 62766,6 63,38
M. Referencia 1.1 139,91  4,09391 62766,6 448,98
M. Referencia 1.2 138,18 3,99580 62766,6 448,05
M. Referencia 2.1 139,78 4,08883 62766,6 448,85
M. Referencia2.2 138,96 4,05721 62766,6 448,00
M. Referencia 3.1 140,46 4,10188 62766,6 448,98
M. Referencia 3.2 139,55 4,07778 62766,6 448,35
Estandar1.4 ~ ---eee- 4,08736 62766,6 63,38
Estandar1.5 - 4,08580 62766,6 63,38

3.3.2. Método Espectrofotométrico

En la tabla 3 se observan los valores de absorbancia
y los valores de concentracién en (mg/tab) correspon-
dientes al esténdar y a los materiales de referencia de
un lote piloto de claritromicina rechazado, analizados
por el método espectrofotométrico.
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Tabla 3. Valoracién de claritromicina por

método espectrofotométrico

No. MR ref::::;a“,n;ng Abs. (ﬁ;/?:l.))
1 945,5 0,269 449,364
2 945,3 0,268 447,788
3 945,6 0,270 450,986
4 945,8 0,269 449,221
5 945,6 0,268 447,646
6 945,7 0,269 449,269
3.3.3. Prueba t pareada

Se indican los valores de concentracién de claritromi-
cina (mg/tab) de seis repeticiones o tratamientos del
material de referencia del mismo lote piloto rechazado
de claritromicina analizados por el método cromato-
grdfico HPLC y espectrofotométrico.

Tabla 4. Concentraciones de muestras de claritromicina de
500 mg cuantificados por método espectrofotométrico y HPLC.

co visible. Si el método cumple con estos criterios de
aceptacién se declarard validado.

Tabla 6. Criterios de aceptacién en la validacién

o OBJETIVO
PARAMETRO ESTABLECIDO
Selectividad/Especificidad No existen interferencias

Linealidad/ Funcién respuesta R2=0.99

Limite de deteccion del método A determinar
A determinar
%U(K=2) <30 %
100%R +/- 2s
15-55 ppm
%Cv <2.5 %
%Cv <2.5%

Limite de cuantificacion del método
Incertidumbre

Exactitud/ Recuperacion

Intervalo de trabajo

Precision Repetibilidad

Precision Reproducibilidad

Robustez %Cv: =2.5%

3.3.6. Resultados de la validacién

Tabla 7. Resultados de validacién

Concentracién mg Claritromicina/ tab

Tratamientos Rep 1. Rep.2 Rep3 Rep4 Rep5 Rep6

HPLC (H2)
Espectro (H1)

448,98 448,05 448,85 448,00 448,98 448,35
449,36 447,79 450,99 449,22 447,65 449,27

3.3.4. Establecimiento de diferencias significativas

Se observa el valor de t calculado y los valores de
de tablas, con los que hace una comparacién asi: la t
calculada es menor a la t de tablas al 5%, por lo tanto
no es significativo y se acepta la hipétesis nula. Ambos
métodos son iguales.

Tabla 5. Valor de t calculado y de tablas: valor obtenido
de una tabla de t student al 5% y al 1%.

t calculado t tablas*

significancia 5% 1%
1,032 2,571 4,032

3.3.5. Criterios de aceptacién de validacién [11]

Se detallan los criterios de aceptacién para los pao-
rémetros de validacién del método espectrofotométri-

Criterio

Parametro <. Resultado Cumple
Aceptacion

Linealidad R2>0.990 0.9999 Si
LDM A determinar 0.44806 ppm Si
LCM A determinar 1.2200 pm Si
Repetibilidad % Cv<25 1.00 Si
Reproducibilidad % Cv<25 1.00 Si
Exactitud 100 + 4s 101.0 Si
Especificidad Sin interferencias  Sin interferencias Si
Robustez % Cv<25 0.40 Si
(Reaccidn de color)

Incertidumbre % U (K=2) = 30% 26 Si

4, Conclusiones

® En este estudio se desarrollé un método analiti-
co espectrofotométrico, que resulté ser una al-
ternativa analitica al método oficial HPLC para
cuantificar claritromicina en comprimidos.

* la cantidad de claritromicina determinada
por el método espectrofotométrico, se realizé
por la formacién de un croméforo coloreado,
que resulté de la reaccién entre claritromicina
(disuelta en buffer acetato de sodio y estabili-
zada a un pH de 4.5 con 4cido clorhidrico)
y 10.0 mL de é4cido sulfirico durante 75 min
para desarrollar completamente el color; este
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compuesto tiene un pico méximo de absorcién
alos 481 nm.

El intervalo de concentraciones validado en que
existe una relacién lineal fue de 15 a 55 ppm.
El limite de deteccién y el limite de cuantifica-
cién del método espectrofotométrico fueron de
0.44 ppmy 1.22 ppm, respectivamente.

No existen diferencias significativas entre el
método espectrofotométrico y el cromatogréfico
HPLC, ya que en la prueba de t pareada, se
acepta la hipétesis nula, pues se obtuvo un vo-
lor de t calculado no significativo para 5% de t
tablas.

El método espectrofotométrico es selectivo o es-
pecifico para claritromicina, pues en el estudio
de muestras de tres casas comerciales no apa-
recen picos de absorcién de interferentes en los
barridos espectrales, lo que indica la no interfe-
rencia debida a excipientes.

La curva de calibracién o funcién respuesta
instrumental resulté ser lineal, por el coeficiente
de determinacién que cumple con el criterio de
aceptacién mayor a 0.990.

El método espectrofotométrico es preciso, ya
que los coeficientes de variacién de las medi-
das de concentracién de claritromicina en com-
primidos, obtenidos en repetibilidad y reprodu-

cibilidad fueron de 1.0 %, por tanto menores al
criterio de aceptacién establecido (2.5%).

El método espectrofotométrico es exacto, ya
que los porcentajes recobrados de claritromici-
na en muestras enriquecidas fue de 100.5% y
cumple el criterio de aceptacién establecido de
100% + 4sr.

Los factores estudiados en la robustez no in-
fluyeron significativamente en los resultados,
excepto el tiempo de reaccién, por lo que las
medidas de absorbancia deben realizarse
hasta los 5 minutos luego de que se ha com-
pletado la reaccién de formacién del cromé-
foro, y las medidas obtenidas tienen un %CV
de 0.40%.

El valor de incertidumbre al 95% de confianza
obtenido para este método analitico fue 26%,
por lo que cumple con el criterio de aceptacién
establecido, de modo que las fuentes que con-
tribuyen a la medida de incertidumbre estdn
controladas.

Todos los parémetros de validacién cumplen
con los criterios de aceptacién fijados. Por lo
tanto, se declara al método espectrofotométrico
validado y se garantiza la reproducibilidad y
la confiabilidad de los resultados obtenidos por
este método.
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