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Glosario

BLS = Bivariate Least Squares (minimos cuadrados bivariados)
EJCR = Elliptical joint confidence region

ICH = International Council for Harmonisation

LD = Limite de deteccion

LQ = Limite de cuantificacion

NOR = Norfloxacino

PABA = 4cido p-aminobenzoico

PMMA = Polimetilmetacrilato

R? = Coeficiente de correlacion

SMX = Sulfametoxazol

TLC = Thin Layer Chromatography

WLS = Weighted Least Squares (minimos cuadrados ponderados)
Xemi = Longitud de onda de emision

dexc = Longitud de onda de excitacién
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“Nada es méas estimable que el conocimiento,
porque el conocimiento es la luz del alma
racional. Asi como la ausencia de luz es
oscuridad, la ausencia de conocimiento es la

’

oscuridad de la razon.’

Vishal Mangalwadi
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Introduccidn

1.1 Validacion de métodos analiticos

1.1.1 Generalidades

La validacion de un método analitico es el proceso por el cual se establece, a través de
estudios de laboratorio, que un método es apropiado para el uso propuesto, produciendo datos
fiables. Los métodos analiticos nuevos o revisados deben contener suficiente informacién para
evaluar los procedimientos planteados, identificando necesidades y ventajas, proporcionando
una descripcion detallada de los parametros operativos del método para permitir que personas
capacitadas puedan repetirlo, asi como datos experimentales y calculos que fundamenten el uso
de los atributos estadisticos estudiados *.

Para realizar una correcta validacion, la ICH (International Council for Harmonisation)

define ciertos parametros o atributos estadisticos junto con su determinacion 2.

Exactitud: Refiere a la proximidad entre el resultado obtenido y el valor real, y debe
establecerse en todo el intervalo especificado para el método analitico. Para determinar la
exactitud del método se debe aplicar a una muestra de pureza conocida o sustancia de referencia,
evaluandose mediante un minimo de nueve determinaciones sobre al menos tres niveles de
concentracion que se encuentren dentro del intervalo especificado. Finalmente, este parametro
se calcula como el porcentaje de recuperacion obtenido a partir de la valoracion de una cantidad

agregada conocida del analito en la muestra.

Precision: Se define como el grado de concordancia entre los resultados del ensayo
individual cuando el método se aplica repetidamente a varias alicuotas de una muestra
homogénea. Se suele expresar como la desviacion estandar o desviacion estandar relativa
(coeficiente de variacion) de una serie de mediciones. La precision se considera en tres niveles:
repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad. La repetibilidad expresa la precision
bajo las mismas condiciones operativas en un intervalo corto de tiempo. La precision
intermedia expresa las variaciones intralaboratorio, como diferentes dias, diferentes analistas,
diferentes equipos y reactivos, etc. y se establece dependiendo de las circunstancias bajo las
cuales se pretende utilizar el método analitico. Por ultimo, la reproducibilidad expresa la
precision entre laboratorios (ensayos inter-laboratorios). La precision, en todos sus niveles, se
determina mediante el analisis de un nimero suficiente de alicuotas de una muestra homogénea,
lo que permite un célculo estadisticamente valido de la desviacion estandar. Un método

analitico se considera preciso en términos de repetibilidad si el coeficiente de variacion de las
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mediciones es inferior al 3%, mientras que en cuanto a la precision intermedia no debe exceder
el 5% 3.

Linealidad: La linealidad de un método analitico es la capacidad de producir resultados
directamente proporcionales a la concentracion de analito dentro de un intervalo dado. Esta se
establece por medio de un método estadistico apropiado (como por €j., regresion por cuadrados
minimos). También es posible que los datos deban ser sometidos a una transformacion
matematica antes del analisis de regresion, como puede ser el caso del analisis mediante

derivadas de primer o segundo orden.

El uso de la regresién lineal por el método de cuadrados minimos (regresién no

ponderada) para establecer una curva de calibracion, supone la aceptacion de tres premisas®:

e Loserrores se deben Gnicamente a las sefiales instrumentales.

o Estos errores deben distribuirse de acuerdo a una distribucion normal.

e Los errores absolutos de la sefial instrumental deben ser constantes e independientes de
la concentracion de las disoluciones patrones del analito. Este criterio se define como
criterio de homoscedasticidad.

Homogeneidad de varianzas: El error total de la respuesta instrumental proviene de
una combinacion de diferentes contribuciones en las distintas etapas del analisis, donde el error
aleatorio no es dependiente de la concentracion. En estos casos, se espera que los errores en la
direccién de la respuesta de la curva de calibracién sean iguales en todos los puntos. Esta
situacion se denomina caso homoscedastico u homogeneidad de varianzas, por lo que es posible
efectuar una regresién lineal por cuadrados minimos. En cambio, cuando los errores son
aproximadamente proporcionales a la concentracion de patrones, la varianza de la respuesta
instrumental no es constante y a los datos se los denomina heteroscedasticos. En este ultimo

caso, se sugiere el uso de una regresion lineal mediante cuadrados minimos ponderados®.

Dado que una regresion lineal ponderada resulta mas complicada de aplicar que una
regresion lineal simple, es recomendable previamente verificar lahomogeneidad de la varianza.
Esto puede efectuarse mediante una simple inspeccion visual de la gréafica de residuos de la
regresion o, de forma analitica, con el uso de un parametro estadistico como puede ser la prueba
FS.

Se debe tener en cuenta que existen diversas formas de evaluar la homogeneidad de

varianzas (por ende, cumplir el supuesto de linealidad) del método como la presentada
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anteriormente, pero ninguna es capaz de demostrar que una curva de calibracion es lineal, sino

gue el modelo lineal planteado es razonable o se ajusta bien a los datos obtenidos.

Limite de deteccién y cuantificacion: El limite de deteccidn (LD) se expresa como
una concentracion o cantidad de analito derivada de la medida més pequefia que puede
detectarse con razonable certeza para un procedimiento analitico dado. Por otro lado, el limite
de cuantificacion (LQ) es la concentracién minima de analito que puede determinarse con un

nivel aceptable de exactitud y precision.

La ICH Q2(R2) recomienda estimar dichos limites para métodos instrumentales,

utilizando uno de los siguientes enfoques:

e Basado en la inspeccidn visual.
e Basado en la relacion sefial/ruido.

e Basado en la desviacidn estandar de una respuesta lineal y su pendiente.

En caso de utilizar el criterio basado en la respuesta lineal de la regresion, los limites

pueden calcularse de acuerdo con las siguientes ecuaciones:
LD = 3.36/S
LQ = 100/S
En donde:
o = desviacién estandar del intercepto de la regresion
S = pendiente de la curva de calibracién

Rango lineal y dindmico: El rango lineal comprende desde la menor concentracion
cuantificable (LQ) hasta la pérdida de la linealidad del método, mientras que el rango dindmico
se considera que va desde la menor concentracion detectable (LD) hasta la pérdida de la relacion
entre absorbancia y concentracion (Figura 1) 7. En la zona de pérdida de linealidad, en principio,
podria aplicarse un método de regresién polinémica para la calibracion, por lo que dicha zona

podria utilizarse con fines predictivos.
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Figura 1: Rango lineal y dinamico de un método analitico 7

Especificidad: La especificidad o selectividad es la capacidad de un método para
evaluar inequivocamente al analito en presencia de los componentes que pueden estar presentes
tales como impurezas, productos de degradacion, componentes de la matriz, etc. Para ensayos
de valoracion, la especificidad implica asegurar un resultado que permita establecer el
contenido del analito en la muestra. Se debe demostrar que el método no se ve afectado por la
presencia de otras sustancias, pudiéndose agregar cantidades apropiadas de impurezas o
excipientes y demostrando que el resultado de la valoracion no se ve afectado por la presencia

de estos.

1.1.2 Exactitud y comparacion de métodos analiticos

La comparacion de dos métodos analiticos puede realizarse mediante el método de la
region eliptica de confianza conjunta (EJCR, por sus siglas en inglés) entre la pendiente y la
ordenada al origen. Sin entrar en detalles matematicos, el procedimiento consiste en definir un
intervalo de confianza conjunto (generalmente del 95%), representado como una region en el
plano de dos variables (pendiente y ordenada al origen), ya que resultan ser estadisticamente
dependientes. En este contexto, se evalua si el punto (1,0), valor ideal o tedrico de la pendiente

y ordenada al origen, esta contenido dentro de dicha regién eliptica de confianza (Figura 2) 8.

Esta comparacion se puede llevar a cabo mediante el analisis de una serie de muestras
de validacion, las cuales poseen concentraciones de analito dentro del rango de linealidad

previamente establecido. En primer lugar, se calculan los valores de concentraciones predichas

10



Pablo Andrés Homovc
Trabajo Final de Licenciatura en Quimica
2024

por ambos métodos, y posteriormente se calcula la regresion lineal que existe entre ellos. Si la
recta obtenida posee una pendiente igual a 1 y un intercepto igual a 0, podemos decir ambos

métodos son equivalentes en términos de exactitud, conduciendo a resultados similares.

Por otro lado, se debe tener en cuenta el supuesto de que la incertidumbre en los
patrones es significativamente menor al ruido instrumental. En caso de ser asi, para obtener la
EJCR podemos utilizar una regresion ponderada (WLS) o, si no se cumple dicho supuesto, se
debe recurrir al método de minimos cuadrados bivariados (BLS), el cual contempla los errores

en ambos ejes °.

Es importante considerar que el tamafio de la elipse esta controlado por el desvio
estandar de la regresion, por lo que resulta importante utilizar un nimero significativo de niveles
de concentracién en la prueba de exactitud. De lo contrario, si se emplean pocos niveles de
concentracion, la elipse puede abarcar un area considerable, resultando en una menor precision
e incluyendo al punto (1,0) solo por azar (Figura 3) °. Ademas, los niveles de concentracion a
ensayar deben realizarse al menos por triplicado, para obtener una desviacion estandar acorde

a las mediciones realizadas.

20

10

Ordenada
(]
|

0.8 0.9 1 1.1 1.2 1.3
Pendiente

Figura 2: Region eliptica de confianza conjunta conteniendo al punto (1,0). 8
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Ordenada al origen

Pendiente

Figura 3: Distintos tipos de elipses de acuerdo con exactitud y precision: verde, exacta y precisa;
celeste, exacta e imprecisa; amarilla, inexacta e imprecisa; naranja, inexacta y precisa. °

1.2 Norfloxacino

El norfloxacino (NOR), Acido 1-etil-6-fluoro-4-oxo-7-piperazin-1-il quinolin-3-
carboxilico, cuya formula quimica es C1sH1sFN3O3 y masa molar 319.33 g/mol, es un solido
cristalino amarillento con baja solubilidad en agua (0.28 mg/ml), aumentando ésta a valores de
pH <5y pH > 10 °. Pertenece al grupo de las fluoroquinolonas de segunda generacién, siendo
un antimicrobiano de amplio espectro utilizado en tratamientos de infecciones urinarias con
rapida accion bactericida. Su estructura corresponde a la de una quinolona con un dtomo de
fldor en la posicion C-6 (Figura 4), lo cual mejora sustancialmente la penetracion de la droga

en las células bacterianas tanto Gram-positivas y Gram-negativas *°.

El mecanismo de accién de este antibiético consiste en la inhibicion de dos enzimas
clave en la replicacion, transcripcion y reparacion del ADN de la célula bacteriana: la ADN
topoisomerasa Il o ADN girasa 'y la ADN topoisomerasa IV. Esta inhibicion se produce por la
formacion de un compuesto ternario ADN-Topoisomerasa-Quinolona que bloquea el
movimiento de la horquilla de replicacion, inhibiendo el crecimiento bacteriano y causando

eventualmente la muerte celular .

12
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Figura 4: Estructura quimica del norfloxacino (NOR)

Al contener grupos tanto acidos como bésicos en su estructura quimica, NOR presenta
distintas especies idnicas segun el intervalo de pH (Figura 5) *?, por lo que muchas de sus
propiedades fisicoquimicas varian dependiendo de las condiciones &cidas o basicas

predominantes.

F | . | COOH
H"\ H ‘-.N e |,'4
H"'-I\_f CH,CH, \\\\
b )
& ff/ ® F coo
F COOH | o= |
. — Ho %
N\ | == SN N E
H— M b H (e) CH,CH,
N CH,CH, \\Ka.l Kaz

o 7

F Coo

=

A N
N (d) CH,CH,

(a)

Figura 5: Diferentes estados idnicos de NOR dependiendo del pH: (a) neutral, (b) catiénico, (c) zwitterionico y (d)
anidnico. 12

Cémo se ilustra en el diagrama de especiacion de NOR (Figura 6) 3, a valores de pH
< 6.20 (pKa1), tanto el grupo piperazina como el carboxilo se encuentran protonados,
predominando su forma catidnica. Por su parte, la especie anionica predomina a valores de pH
> 8.55 (pKa2), cuando ambos grupos piperazina y carboxilo se encuentran desprotonados. Por

altimo, la especie zwitterionica se presenta a valores de pH comprendidos entre pKaiy pKao.

13
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Figura 6: Diagrama de especiacion de NOR.13

1.3 Sulfametoxazol

Sulfametoxazol (SMX), 4-amino-N-(5-metilisoxazol-3-il)-bencenosulfonamida, con
férmula quimica C10H1:N3O3S y masa molar 253.28 g/mol, es un antibiético de amplio espectro
perteneciente a la clase de las sulfonamidas antibacterianas (Figura 7). A temperatura ambiente
se presenta como un solido cristalino de color blanco, con una solubilidad en agua de 1 mg/ml
aumentando a pH 4cido y baésico, y siendo altamente soluble en etanol®. Posee efectos
inhibitorios tanto en bacterias Gram-positivas como Gram-negativas y se utiliza para tratar una
variedad de infecciones bacterianas, incluyendo infecciones urinarias, respiratorias y

gastrointestinales.

El SMX actta como analogo estructural del acido p-aminobenzoico (PABA), un sustrato
enddgeno esencial para la sintesis del acido fdlico en bacterias. Al competir con el PABA, el
SMX inhibe la enzima dihidropteroato sintasa, responsable de la conversion de PABA en 4cido
dihidrofélico 1. Esta inhibicién previene la sintesis de tetrahidrofolato y la posterior produccién

de ADN bacteriano, impidiendo el crecimiento y reproduccion de las bacterias.

14
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Figura 7: Estructura quimica del sulfametoxazol (SMX).

Al igual gue NOR, SMX presenta especies diferentes en intervalos de pH definidos. A
pH < 1.7 (pKa1), predomina la especie cationica debido a la protonaciéon del grupo amino,
mientras que a pH > 5.6 (pKa2) 1o hace la especie anidnica, ya que se encuentra desprotonado

el grupo amida tal como se muestra en la Figura 8.%°

O pKa,=1,7 pKa,=5,6
Q
/N \\S

N
\ NH \ /
-___. H“-

H c
) HLC HiC

Figura 8: Especies predominantes de SMX con sus valores de pKa correspondientes. °

La combinacion de agentes antibacterianos entre si o con sustancias no antibiéticas, es
actualmente una de las estrategias empleadas para combatir la resistencia antibacteriana. Estas
combinaciones pueden resultar en un efecto sinérgico, generando una eficacia incrementada,
aumentando el espectro de accion y reduciendo la dosis de cada antibiético, lo cual resulta

particularmente favorable en antibiéticos con escasa hidrosolubilidad 6.

Al obtenerse aductos moleculares de NOR y SMX con probada actividad antibacteriana,
resulta imprescindible desarrollar y validar metodologias analiticas que permitan la
cuantificacion simultanea de ambos farmacos. Una de estas técnicas es la espectrofotometria
UV-visible y, cuando los espectros de absorcién de los farmacos se superponen en un amplio

rango de longitudes de onda, resulta conveniente utilizar el espectro de derivadas *’.

15
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1.4 Espectroscopia de Absorcion

La espectroscopia de absorcion se basa en la absorcion de la luz por los 4&tomos o
moléculas de una sustancia. Cuando un haz de luz pasa a través de una muestra, ciertos fotones
son absorbidos por las moléculas, lo que provoca transiciones electrénicas desde un estado de
energia mas bajo a un estado de energia més alto. La cantidad de luz absorbida en diferentes
longitudes de onda se mide y se representa en un espectro de absorcion 8,

Normalmente, la concentracion de un analito absorbente se relaciona en forma lineal

con la absorbancia segun la ley de Beer:
A=¢lc

En dénde A es la absorbancia de la muestra, e corresponde a su absortividad molar, | la
longitud de trayectoria del haz de luz a través de la muestra y ¢ la concentracién de la sustancia

absorbente.

En caso de tener dos componentes, 1 y 2, siendo ambas especies absorbentes, la
absorbancia de la mezcla a una longitud de onda determinada, y considerando un buen
cumplimiento de la Ley de Beer, vendréa dada por:

Ay = €9 2ilC; + €5 31C; + Ey;

Siendo A,;, la absorbancia de la mezcla a la longitud de onda Ai; €, 5; Y €3, l0s
coeficientes de absortividad para los componentes 1y 2; y Ej; el error residual de la recta de

regresion lineal por minimos cuadrados.

De forma generalizada, la expresién anterior puede escribirse:

n
Ay = IZ(EiCi) + Eji
7

Resulta evidente, que la absorbancia en una mezcla de componentes sera la suma de
sus absorbancias individuales, por lo que esto dificulta el andlisis tanto cualitativo como

cuantitativo de dichos componentes cuando existe superposicion de las bandas de absorcion.

16
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1.4.1 Espectrofotometria “Zero crossing”

La espectrofotometria de derivada es una técnica utilizada para incrementar la
sensibilidad y selectividad de un método analitico, facilitando la resolucion directa de los
espectros de absorcidon. El espectro de derivadas corresponde a una representacion gréfica que
muestra, dentro de un intervalo dado de longitudes de onda, el cociente diferencial de la
absorbancia (dA4/dA). También es posible representar derivadas de orden superior de la
absorbancia en funcion de la longitud de onda, generando asi espectros de n-ésima derivada o
de orden “n” (dA"/ d" dA).

El espectro de absorcion (curva de orden cero) de una sustancia posee un maximo de
absorcion a una longitud de onda caracteristica, la cual es independiente de la concentracion.
La sefial de la funcion de derivada de primer orden tiene un valor de cero en dicho méaximo, lo
que constituye la base para aplicar la técnica de “zero crossing”. Esta consiste en encontrar la
longitud de onda a la cual la sefial de uno de los compuestos, cuya interferencia se desea evitar,
no contribuye. Para ello, se debe utilizar el valor absoluto del espectro derivado del orden
utilizado, en una longitud de onda donde el espectro derivado del componente interferente

presente un valor nulo *°,

Por lo tanto, la metodologia de espectrofotometria de derivadas permite identificar y
cuantificar combinaciones de drogas que posean espectros de absorcion superpuestos, ademas
de eliminar interferencias de la matriz de las muestras. Esta técnica mejora la resolucién de las
bandas de absorcién de dos componentes en una mezcla, ya que las medidas realizadas seran

funcién Gnicamente de la concentracion del componente que se analiza 2.

1.5 Espectroscopia de Fluorescencia

La fluorescencia es un fenémeno de fotoluminiscencia basado en la capacidad de ciertas
moléculas para absorber fotones, lo que provoca la excitacion de sus electrones a niveles de
energia mas altos. Posteriormente, estas moléculas emiten luz al regresar a su estado

fundamental, generando un espectro de emision caracteristico.

En la fluorescencia, las transiciones electronicas que ocurren no implican un cambio en
el espin del electron. Esto significa que los estados excitados asociados con la fluorescencia
tienen tiempos de vida extremadamente cortos, tipicamente inferiores a 10~° segundos . Este
rapido decaimiento es una de las caracteristicas que distingue a la fluorescencia de otros

procesos de emision de luz, como la fosforescencia, donde los tiempos de vida son
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significativamente mas largos debido a procesos no radiantes como la conversién interna y al

cambio de espin.

Las fluoroquinolonas, presentan el fendmeno de fluorescencia debido a su estructura
quimica particular, la cual incluye sistemas aromaticos conjugados como anillos bencénicos y
estructuras heterociclicas que permiten una absorcion eficiente de fotones en la region Uv-
visible. Ademas, la presencia de grupos funcionales especificos, como los cetdnicos, pueden
interaccionar con el sistema conjugado estabilizando los estados excitados, resultando en la
emision fluorescente caracteristica. Por otra parte, como las fluoroquinolonas son sustancias
anfoteras, se espera que su fotoquimica sea pH dependiente 2, ya que los cambios por la
protonacién o desprotonacién de sus grupos funcionales afectan la distribucién de electrones
en la molécula, modificando asi las longitudes de onda de absorcion, emision e intensidad de

fluorescencia.

1.5.1 Efecto de filtro interno

Al emplear medidas de fluorescencia para la calibracion lineal de un método analitico,
puede suceder que a altas concentraciones se produzca una reabsorcion por parte del analito,
disminuyendo la intensidad de fluorescencia real de la muestra. Este fendmeno se denomina

efecto de filtro interno.

Cuando el haz de luz proveniente de la fuente de radiacion a una determinada longitud
de onda excita a las moléculas fluorescentes del analito, solo un pequefio volumen de la muestra
es alcanzado por dicho haz, conocido este como volumen de excitacion. A su vez, la luz emitida
por la muestra se dirige en todas las direcciones posibles, pero sélo una fraccién consigue
alcanzar al detector. Dicha fraccion observable para el detector se conoce como volumen de

deteccioén (Figura 9) %,
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Volumen de deteccion

Volumen de excitacién

Detector

Figura 9: lzquierda, volumen de excitacion; Derecha, volumen de deteccion.

A medida que el haz inicial de excitacion atraviesa la muestra, parte de la luz es
absorbida por otras moléculas del analito, esto provoca la disminucién de la intensidad de
fluorescencia. Por lo tanto, mientras mayor sea la concentracion del analito, mayor es la
absorbancia en la muestra y un menor volumen de excitacion queda expuesto ante tal radiacion.
Este efecto se denomina efecto de filtro interno primario, el cual es, en principio, inevitable ya
gue se requiere una cantidad minima de radiacion absorbida para que ocurra el fenémeno de
fluorescencia. Asimismo, la radiacién emitida por la muestra puede reabsorberse en su camino

hacia el detector, generando el llamado efecto de filtro interno secundario 2.

Una consecuencia inmediata de este fendmeno es la pérdida de linealidad conforme
aumenta la cantidad de moléculas de analito. Por esta razn, lo recomendable es trabajar en un
rango de concentraciones lo suficientemente bajo para que el efecto sea despreciable,
generalmente sin superar 0.1 unidades de absorbancia. Vale resaltar que en otros casos es
posible compensar el efecto de filtro interno mediante métodos numéricos o herramientas

quimiométricas 2.

1.6 Antecedentes

Investigaciones llevadas a cabo por Sajwan y colaboradores %, han registrado los
espectros de absorcion y de emision de fluorescencia de NOR, asi como el efecto del pH sobre

estos. En cuanto a la absorcién, han concluido en que en un rango de valores pH de 4 — 7, la
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sustancia presenta una longitud de onda méaxima de absorcién a 272 nm, junto con una segunda
banda de absorcion entre 323 y 335 nm. Sin embargo, a valores de pH inferiores a 4, se observa
un desplazamiento del maximo de absorcién hacia longitudes de onda mayores (efecto
batocrémico), mientras que a valores de pH superiores a 7, se observa un leve desplazamiento

hacia menores longitudes de onda (efecto hipsocromico).

En cuanto al fendmeno de fluorescencia, el pH también influye en los maximos de
emision y la intensidad de esta. Muniz y colaboradores 27 han reportado que NOR posee, a un
pH 7.4 y a una longitud de onda de excitacion de 330 nm, una longitud maxima de emision a
408 nm. Otros autores han reflejado la variacion hacia mayores longitudes de onda de emision
en medio &cido y la abrupta desactivacién de fluorescencia de esta sustancia a pH mayores a 10
2628 Respecto al cumplimiento del rango lineal para la determinacion de norfloxacina, se ha
registrado que existe una respuesta lineal entre 0.3 — 4.1 pg/ml a una longitud de onda de

excitacion de 278 nm y 448 nm de emision %,

Por su parte, SMX no muestra fluorescencia en soluciones acuosas sin la presencia de
sustancias co-fluorescentes o que reaccionen con sus grupos funcionales formando derivados
fluorescentes 0. A pesar de esto, se ha encontrado que SMX fluoresce en acetonitrilo como
solvente a una longitud de onda de excitaciéon de 270 nm y emitiendo a una longitud de onda
de 335 nm 3,

No se ha reportado en bibliografia una metodologia concreta para la validacion conjunta
de norfloxacino y sulfametoxazol en solucion. Sin embargo, se han registrado estudios de
determinacion de sulfonamidas y fluoroquinolonas mediante diversas técnicas, como
cromatografia liquida de alta performance (HPLC), analisis electroquimicos y electroforesis
capilar en matrices variadas que incluyen aguas de desecho, ganado bovino y alimentos

animales 32-%,
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2 Objetivos

Y/
0.0

2.1 Objetivo Principal

Validar la cuantificacion simultanea de norfloxacino y sulfametozaxol por espectrofotometria

Uv-Vis y de fluorescencia.

2.2 Objetivos Especificos

Aplicar la espectrofotometria Uv-Vis de derivadas para la cuantificacion simultanea de
norfloxacino y sulfametoxazol.

Emplear espectrofotometria de fluorescencia para la cuantificacion simultanea de norfloxacino
y sulfametoxazol.

Comeparar los resultados de ambas metodologias analiticas.
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3 Metodologia

3.1 Reactivos e instrumental

3.1.1 Reactivos

Se utilizaron como sustancias de referencia norfloxacino (99.6% de pureza) y
sulfametoxazol (99.2% de pureza). Ambos fueron provistos por Parafarm, Argentina y se

utilizaron luego de un proceso de purificacion por recristalizacion.

La validacion del método se efectud utilizando norfloxacino (L130666) y

sulfametoxazol (L980171), ambos provistos por Parafarm, Argentina.

Para la preparacion del buffer pH 7.4, se utiliz6 agua destilada, fosfato monopotéasico e
hidréxido de sodio (99.5%). Estos ultimos fueron provistos por Mallinckrodt Chemical Works
y Anedra S.A. respectivamente. Se sigui6 la técnica descripta por la Farmacopea Argentina 7°
Ed.?!

Para el estudio exploratorio mediante espectrofotometria de fluorescencia se utiliz6

acido clorhidrico (36.5 % pureza) marca Biopack.

3.1.2 Instrumental

Se utilizéd un espectrofotometro Uv-Vis Agilent 8453E, y un espectrofotometro
Shimadzu UV-1800, ambos con ldampara de tungsteno acoplada a una lampara de deuterio como
fuente de radiacion junto con una celda de cuarzo para la validacion por espectrofotometria Uv-

Vis.

Se utilizé un espectrofluorémetro Jasco FP-6200 con lampara de xenén (Xe) de 150 W
y celda de polimetilmetacrilato (PMMA) con paso éptico de 1 cm para la validacion del método

fluorimétrico.

Ademas, se utilizo el siguiente equipamiento para la caracterizacién de las sustancias y

preparacion de soluciones:

- Fusiometro digital Optimelt MPA100
- Balanza analitica Sartorius 2842 (0.1 mg)

- Medidor de pH digital Checker® (Hanna Instruments) con resolucion + 0.01 unidades
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3.2 Caracterizacion

3.2.1 Estandares de referencia

Los Materiales de Referencia Certificados (MRCs) son patrones que ofrecen un valor
0 medida de referencia para la calibracién de instrumentos o validacién de métodos analiticos.
Como las técnicas espectrofotométricas empleadas en el presente trabajo son de naturaleza
comparativa, es pertinente el uso de estos materiales para verificar la exactitud del método

utilizado.

Ante la falta de disponibilidad de MRCs, se propuso la preparacion de un estandar
interno de trabajo (EIT). Este proceso involucré la purificacion de las sustancias mediante
recristalizacion, seguida de su caracterizacion y evaluacién de pureza por medio de la

determinacion de su punto de fusion y perfil cromatografico.

En primer lugar, se pesaron 300 mg de NOR y la misma cantidad de SMX obtenidos
del producto comercial y se colocaron en un matraz Erlenmeyer de 25 ml. Las sustancias

pesadas se disolvieron en 25 ml de etanol, aplicando agitacion y calentamiento.

Posteriormente, se prepard un sistema de reflujo con agitacion y calentamiento hasta
ebullicién, evitando que esta fuera vigorosa. El sistema se mantuvo en calentamiento durante
15 minutos. Transcurrido este tiempo, se dejo enfriar la solucién para favorecer la
recristalizacién y realizar una posterior filtracién al vacio. El residuo sélido obtenido se dejo

secar en desecador por 24 h.

3.2.2 Puntos de fusion

Normalmente, los puntos de fusién se determinan para caracterizar compuestos
organicos e inorganicos y para establecer su pureza. Las sustancias puras funden en un rango
de temperatura muy definido (0.5 a 2 °C), mientras que si contienen impurezas dicho intervalo

se amplia.

Para la determinacion del punto de fusion de NOR y SMX, tanto del producto comercial
como del EIT, se colocaron muestras previamente desecadas en tubos capilares y se
introdujeron en un fusiémetro. Se empled un rango de temperaturas de 10 °C por encimay 10
°C por debajo de la temperatura de fusion de la sustancia reportada en bibliografia. La velocidad

de aumento de la temperatura en el equipo fue de 1°C/min en todos los casos.
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3.2.3 Cromatografia en capa fina (TLC siglas en inglés de Thin Layer
Chromatography)

Una técnica de separacion sencilla y muy utilizada en quimica es la cromatografia en
capa fina. Esta técnica nos permite identificar sustancias, asi como monitorear la presencia de

impurezas presentes en la misma.

Con el fin de detectar impurezas en las sustancias recristalizadas, se prepar6 una TLC
utilizando como fase estacionaria una placa de SILICAGEL 60 F254 en soporte de aluminio
(MERCK KGaA®) y una fase mévil de n-butanol-cloroformo-éter etilico (1:1:1). Inicialmente,
se saturé la cuba cromatografica durante 15 minutos con la fase movil establecida mientras que
la fase estacionaria se activo en estufa a 100°C. Se sembraron en la placa 2 muestras de SMX
y 2 de NOR, en cada caso una muestra correspondia al EIT y la otra proveniente del lote
comercial, disolviendo previamente las muestras en un volumen adecuado de diclorometano-
metanol (1:1). Se efectud el desarrollo ascendente de la fase movil y finalizada la cromatografia,
se procedio al revelado mediante luz Uv- 254 nm.

3.3 Validacion por espectrofotometria Uv-visible

3.3.1 Linealidad

Se prepararon por triplicado 7 patrones de calibracion de NOR y 7 de SMX en buffer
pH 7.4 para la construccion de la curva de calibracion abarcando un rango de 0.32 — 6.30 pg/ml
y 0.25 — 5.00 pg/ml respectivamente. La intensidad de absorcion se midid en un rango de 200
a 400 nm. Posteriormente, la derivada de primer orden del espectro de absorcion registrado

dA/d\ se obtuvo matematicamente utilizando el software OriginPro 8.5.

Se realizaron gréficos de absorbancia vs concentracion de cada droga, medidas en la
longitud de onda correspondiente a su maximo de absorcion. Ademas, para NOR se grafico el
valor de su derivada primera (altura) a 257 nm vs concentracion, mientras que para SMX se

utilizé su altura a 272 nm.

Para establecer el rango dinamico del método, se evaluaron concentraciones superiores
a las mencionadas hasta observar desviaciones significativas en la curva por saturacion del

detector en la variable respuesta.
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3.3.2 Especificidad

A fin de evaluar la especificidad del método, se prepararon mezclas binarias de NOR y
SMX mediante dos sets de cinco muestras, cada uno por triplicado. El primer set se prepard en
un rango de concentraciones comprendido entre 0.63 — 4.73 pg/ml de NOR con el agregado de
una concentracion fija de SMX de 2.50 pg/ml. El segundo set se prepar6 utilizando un rango
de concentraciones comprendido entre 0.50 — 3.75 pg/ml de SMX con el agregado de una
concentracion fija de NOR de 1.6 pg/ml.

Se obtuvieron los espectros de absorcidén promedio de cada set, asi como su derivada
de primer orden correspondiente. Para el primer set, se grafico el valor de su derivada primera
a 257 nm vs longitud de onda (nm), mientras que para el segundo set se utiliz6 el valor de su

derivada primera a 272 nm.

3.3.3 Precision

3.3.3.1 Repetibilidad

Se evalud la repetibilidad del equipo y del método utilizado.

Para la repetibilidad del equipo, se midié 12 veces la absorbancia a un valor de
concentracién nominal de 3.15 pg/ml de NOR en el espectrofotometro UV-Vis Shimadzu UV-
1800.

Para la repetibilidad del método, se evaluaron los coeficientes de variacion de los
valores de la derivada primera para NOR y SMX medidos en 3 dias diferentes por triplicado y

a 3 niveles de concentracion diferentes.

3.3.3.2 Precisién intermedia

Para expresar las variaciones intralaboratorio, se compararon las medidas realizadas
por triplicado de mezclas de NOR y SMX (ver apartado 3.3.2) por dos analistas diferentes, en
dias diferentes y utilizando equipos y reactivos diferentes. Se analizaron los coeficientes de
variacion promedio de las medidas obtenidas por cada analista a partir de las curvas de
calibrado, asi como los parametros de regresion mediante la prueba t-student y la prueba F de
Snedecor para la evaluacion de igualdad de varianzas entre analistas, bajo el supuesto de que

no existen diferencias en las mediciones de ambos analistas.
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3.3.4 Exactitud

La exactitud se evalué aplicando el método de adicion estandar %, el cual consiste en
agregar cantidades conocidas de un patrén de referencia a las soluciones preparadas a un nivel
de 80, 100 y 120% del valor nominal del ensayo para NOR y SMX respectivamente,
ensayandose por triplicado. De esta manera, la exactitud se puede expresar como el porcentaje

de recuperacién en un método analitico de una cantidad conocida de analito.

El porcentaje de recuperacion resulta del cociente entre la concentracion experimental
obtenida a partir de la curva de calibrado de la derivada de primer orden para cada droga, y la

concentracion tedrica de la muestra mas el patrén afadido.

Se utilizaron concentraciones de 25.00 y 31.50 pg/ml de SMX 'y NOR respectivamente,
tanto para los EIT como para la preparacion de la muestra, con un volumen final de 10 ml en
todos los casos. En la Tabla 1 se resume el esquema de preparacion de las soluciones.

Tabla 1. Esquema de trabajo aplicado a la evaluacion de la exactitud del método mediante porcentaje de recuperacion.

Solucion Nivel (%) NOR SMX NOReiT SMXerr

(mi) (ml) (ml) (ml)

1 80 0.5 1 04 -

2 100 05 1 05 )

3 120 0.5 1 0.6 i

4 80 0.5 05 } 04

5 100 05 05 ] 05

6 120 05 05 - 06

Paralelamente, se evalu6 la exactitud del método para NOR aplicando el método EJCR
(seccion 1.1.2). Para esto, se prepararon por triplicado 6 niveles de concentraciones diferentes
a las de la calibracion lineal efectuada previamente, respetando el rango de linealidad obtenido.

En la Tabla 2 se detallan las concentraciones de las soluciones preparadas.
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Tabla 2. Esquema de trabajo aplicado a la evaluacion de la exactitud del método mediante la rutina EJCR.

Concentracion NOR
(Hg/ml)
1.42
1.26
1.10
0.88
0.76
0.50

Muestra

oD OB~ W N

3.4 Validacion por fluorescencia

3.4.1 Estudio exploratorio

Se efectué un analisis exploratorio para conocer las condiciones apropiadas de
medicion tales como el pH y longitudes méximas de excitacion y emision. Para esto se
prepararon soluciones de NOR de concentracion 1.58 pg/ml en HCI 0.1 M, NaOH 0.1 M y en
solucion buffer ajustado a pH 7.4. Posteriormente, se realizd un barrido espectral mediante
matrices de excitacion-emision (MEE) en un rango de excitacién comprendido entre 250 — 400

nmy en un rango de emision entre 350 — 550 nm.

Asimismo, se prepar6é una solucion de 2.50 pg/ml de SMX en HCI 0.1M y en la
solucion buffer de pH 7.4 para realizar el barrido espectral bajo las mismas condiciones

mencionadas previamente.

3.4.2 Linealidad

Se prepararon por triplicado 7 soluciones de NOR en buffer pH 7.4 para la construccion
de la correspondiente curva de calibracién, abarcando un rango de 0.25 — 2.36 pg/ml. La
intensidad de fluorescencia se midid a una Aexc de 335 nm y una Aemi de 408 nm, a una velocidad
de escaneo de 8000 nm/min. Se controlé la absorbancia de las soluciones de manera tal que no

superen las 0.1 unidades de absorbancia.

El rango dinamico se establecid siguiendo la misma metodologia ya mencionada en el
apartado 3.3.1
3.4.3 Especificidad

Con el objetivo de evaluar la selectividad del método, se prepararon mezclas de
concentracion fijade NOR (1.58 pg/ml) y de SMX (2.50 pg/ml) en buffer pH 7.4. La evaluacion
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de la selectividad se basd en una comparacion de las matrices obtenidas respecto de la de los

componentes individuales.

3.4.4 Precision

3.4.4.1 Repetibilidad

Se evalud la repetibilidad del equipo y del método utilizado.

Para la repetibilidad del equipo, se midi6 12 veces la intensidad de fluorescencia a un
valor de concentracion nominal de 3.15 pg/ml de NOR.

Para la repetibilidad del método, se evaluaron los coeficientes de variacion de los
valores de intensidad de fluorescencia para NOR medidos en 3 dias diferentes por triplicado y

a 3 niveles de concentracion diferentes.

3.4.4.2 Precisién intermedia

Se compararon las medidas realizadas por triplicado de soluciones de NOR por dos analistas
diferentes, en dias diferentes y utilizando reactivos diferentes. Se analizaron los coeficientes de
variacion promedio de las medidas obtenidas por cada analista a partir de las curvas de
calibrado, asi como los parametros de regresion mediante la prueba t-student y la prueba F de

Snedecor para la evaluacion de igualdad de varianzas entre analistas.

3.45 Exactitud

Al igual que el método de absorbancia, la exactitud del método por fluorescencia se
estim6 por medio del estudio de la region de confianza eliptica (EJCR), detallandose los niveles

de concentracion utilizados en la seccion 3.3.4.

3.5 Comparacion entre métodos

Para comparar las predicciones obtenidas por ambos métodos, se prepard un set de
concentraciones nominales de NOR por triplicado, respetando los rangos de linealidad de
ambos métodos, tal como se detalla en la Tabla 3. En primer lugar, se realizaron las mediciones
correspondientes calculando los valores de concentraciones predichas por ambos métodos, para
posteriormente calcular la regresion lineal existente entre ellos y el estudio mediante la elipse
correspondiente. El calculo de esta Gltima se realiz6 empleando minimos cuadrados bi-variados
(BLS) a una confianza del 95%, siendo este tipo de regresién apropiada para comparar

resultados entre métodos diferentes.
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Tabla 3. Preparacion de soluciones de NOR para comparacion de métodos analiticos.

Muestra Concentracion (ug/ml)
1 1.42
2 1.26
3 1.10
4 0.88
5 0.76

Por altimo, se determind la sensibilidad analitica (y) de ambos métodos con el fin de
comparar respuestas instrumentales de diferente naturaleza. Esta sensibilidad se determind
mediante el cociente entre la pendiente de cada curva de calibrado y el desvio estandar de los
residuos de la regresion lineal. Como y posee unidades de la inversa de la concentracion, se

utiliza 1/y como pardmetro analitico de comparacion.

3.6 Software

Para la obtencién de los parametros estadisticos de la regresion, se utilizd6 Microsoft
Excel 2016, mientras que para el analisis de residuos de la regresion y reproducibilidad se
utilizo el software Matlab R2010a, en su versién DEMO al igual que el programa OriginPro
8.5 utilizado para el calculo de derivadas. Por su parte, el estudio de comparacion de métodos
analiticos por el método EJCR se ejecutdé mediante el uso del lenguaje de programacion R de
software libre.

Por otro lado, las ilustraciones de curvas de calibracion, asi como las matrices de
excitacion-emision, fueron confeccionadas mediante el lenguaje de programacion de alto nivel
Python 3. El cédigo base es de acceso libre y se encuentra disponible como repositorio en
https://github.com/Pablo798/Graficos_Trabajo_Final.

29


https://github.com/Pablo798/Graficos_Trabajo_Final

Pablo Andrés Homovc
Trabajo Final de Licenciatura en Quimica
2024

4 Resultados y Discusion

4.1 Caracterizacion
4.1.1 Puntos de fusién
Los rangos de fusion del estandar de trabajo y del producto comercial, tanto para NOR

como para SMX, se visualizan en la Tabla 4.

Tabla 4. Puntos de fusion de NOR y SMX pertenecientes al lote y al EIT.

Punto de fusién teérico (°C) * Punto de fusion experimental (°C)

NOREeiT 216.8 - 218.7
220.0-222.0

NOR lote 217.1-221.8

SMXeir 167.7 - 169.9
166.0 — 169.0

SMX lote 168.6 — 169.8

*Extraido de PubChem.org

En el caso de NOR, el rango de fusion del estandar interno se encuentra por debajo del
punto de fusion tedrico, mientras que el del producto comercial presenta un rango de fusion

mas amplio que incluye al reportado en bibliografia.

Por su parte, tanto el estandar como el producto de lote de SMX presentan puntos de

fusién acotados que incluyen al valor tedrico.

Estos resultados son un indicador de que ambas sustancias se encuentran de forma pura,

sin existir diferencias sustanciales respecto a sus valores tedricos.

4.1.2 Cromatografia en capa fina

El cromatograma correspondiente se observa en la Figura 10, en donde se identifican
notoriamente las sustancias sin la presencia de algun tipo de impureza. Para SMX en su forma
comercial (A) y purificada (B), practicamente no hubo desplazamiento alguno lo cual
concuerda con la fase polar utilizada. En cambio, NOR tanto en su forma comercial (C) como

purificada (D) recorrié practicamente con el frente de solvente.
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Figura 10: Cromatografia en capa delgada de NOR y SMX.

De izquierda a derecha: A, SMX comercial; B, SMX purificado; C, NOR comercial; D, NOR purificado.

4.2  Validacion del método mediante Espectroscopia Uv-Visible

Se validé el método para los parametros de linealidad, limites de deteccion y
cuantificacion, especificidad, precision (repetibilidad y precision intermedia), y exactitud.

4.2.1 Espectros de absorcion

De acuerdo con la Figura 11, podemos visualizar los espectros de absorcion de NOR y
SMX, en ddnde ambos se superponen en un amplio rango de longitudes de onda. NOR presenta
un maximo de absorcion a una longitud de onda de 272 nm y luego una segunda banda de
absorcién caracteristica a 323 nm. Por su parte, SMX presenta un nico maximo de absorcion
a 257 nm.
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—— Sulfametoxazol
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; 75 300 375 350 375 100
Longitud de onda {nm)

Figura 11: Espectros de absorcién NOR (azul), SMX (rojo) y la regién de superposicion

(gris).

Esta superposicién imposibilita el uso de una calibracion analitica basada en los valores

de absorbancia, por lo que resulta pertinente el uso de la espectrofotometria de derivadas para

aumentar la selectividad del método.

4.2.2 Linealidad
Las curvas de calibracion para NOR y SMX obtenidas pueden visualizarse en las

Figuras 12 y 13 respectivamente.

y="0118z + 0.001
R =10.9999

Absorbancia

- 4

0.0 T T T T T
0 1 2 3 L 5 G

Concentracion (prg/ml)

Figura 12: Curva de calibracion para NOR mediante espectrofotometria de absorcion.
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Figura 13: Curva de calibracion para SMX mediante espectrofotometria de absorcion.

Generalmente, como prueba de linealidad, se recurre al parametro r? o coeficiente de
correlacién, aunque esto resulta incorrecto debido a que dicho parametro sélo mide la relacion
entre dos variables aleatorias, sin tener mucho sentido en la calibracion analitica ya que los
valores de concentracién no se encuentran distribuidos al azar 3. A pesar de esto, existen
diversos métodos y tests para evaluar la linealidad, de los cuales algunos se mencionan a

continuacion:

Un indicativo de linealidad es que el intercepto de la regresion no difiera
significativamente de cero, por lo que se evalu6 a través del estadistico t de Student. La féormula
general del mismo para la media de la pendiente (x), su desviacion estandar (s) y nimero de

replicados (n) resulta en:

N

Si tenemos en cuenta las hip6tesis planteadas, y que el término 7, €8 el error estandar

de la pendiente (SE), podemos reescribir el estadistico t como:
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De esta manera, calculamos el valor de tex, para luego compararlo con un valor extraido
de tabla.

Se plantearon las siguientes hipotesis, visualizandose los resultados en la Tabla 5.

HO = El intercepto (u) no es diferente de cero

H1 = El intercepto es significativamente distinto de cero

Tabla 5. Pardmetros de validacion de linealidad del método para la determinacion de NOR y SMX.

NOR (Amax @ 272 nm) SMX (Amax @ 257 nm)
Ccv Ccv
ttab™ texp ttab™ texp
(%) (%)
Intercepto 0.001 - 2.09 0.56 0.002 - 2.09 1.50
Pendiente 0.118 0.07 - - 0.071 0.29 - -
R? 0.9999 - 0.9998 -

Valor paran-1g.l. ¥

Como los valores de tex, SON menores a los valores tabulados, no hay evidencias en
contra de HO y afirmamos, con un nivel de significacion a = 0.05, que las intercepciones de

ambas calibraciones no son diferentes de cero y cumplen con la linealidad en el rango evaluado.

Otro enfoque para evaluar la linealidad implica examinar la relacién entre la variancia
de la regresion (sxy) y la del ruido instrumental (sy). Si la primera es significativamente mayor
a la segunda, podemos suponer que existen factores de desvio de la linealidad que son
estadisticamente superiores al ruido aleatorio en la respuesta. Para realizar esta prueba se debe
cumplir el supuesto bajo el cual se realiza el ajuste lineal, esto es, que los errores en las
concentraciones de calibrado sean menores que en la respuesta. De lo contrario, podrian
acumularse incertidumbres provenientes de la imprecision en la preparacion de las
concentraciones de calibrado, que no tienen ninguna relacién con el ruido instrumental o las
pérdidas en la linealidad. La prueba estadistica utilizada para determinar si los datos se ajustan
alalinealidad es el test o prueba F, en el cual se calcula un valor experimental segun la siguiente

ecuacion:

_ (Sy/x)
exp (Sy)
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Este valor se compara con un valor F teérico para a=0.05, m — 2 y m — p grados de
libertad (g.1.), en dénde m es el nimero de datos disponibles y p el nimero de niveles de
concentracion estudiados. A continuacion, se listan los valores experimentales y tabulados de
la prueba F (Tabla 6).

Tabla 6. Resultados prueba F para evaluacion de la linealidad.

Curva de Calibrado Ftab™ Fexp
NOR 2.40 1.85
SMX 2.40 1.92

*  Valor para (m-2)(m-p) g.l. °

Como en todos los casos Fiwah > Fexp, Se cumple la linealidad en todo el intervalo de
concentraciones evaluado para NOR (0.32 — 6.30 pg/ml) y SMX (0.25 — 5.00 pg/ml),

coincidiendo con el test previo.

4.2.3 Homogeneidad de varianzas

Como ya fue mencionado previamente, otra de las premisas de la regresion lineal por
minimos cuadrados es que la varianza de la variable respuesta (absorbancia) sea
aproximadamente constante u homoscedastica. Para esto, los graficos de la distribucion de los
residuos de la regresion nos permiten visualizar si la distribucion es al azar y si la variabilidad
interna de las réplicas a cada nivel es comparable o no a la variabilidad global. Puede
determinarse si se distribuye linealmente (residuos al azar), si existe comportamiento
parabdlico, o si existe incertidumbre en las concentraciones nominales de los patrones de
calibracion. Al examinarse visualmente dicha distribucidn para ambas curvas de calibracion, se
sospechod que el ajuste no fuera el apropiado y que los residuos no se distribuian de manera

constante.

Para evaluar esta constancia, se hizo uso del parametro estadistico F, calculando su
valor experimental definido por el cociente entre el maximo y minimo valor de las variancias

en las réplicas de los patrones para n replicados. Los resultados se exhiben en la Tabla 7.

max(sy;)*

P min(sy;)?
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Tabla 7. Resultados prueba F para evaluacion de la homogeneidad de variancias.

Curva de Calibrado Ftan™ Fexp
NOR 9.27 0.53
SMX 9.27 0.53

* Valor para n-1 g.I en el numerador y denominador. ¥

Al ser Fup > Fexp €n ambos casos, se cumple la homogeneidad de varianzas en todo el
intervalo de concentraciones evaluado, por lo que el error instrumental se distribuye de forma

normal.

4.2.4 Rango lineal y dindmico

Los rangos lineales y dindmicos obtenidos de las calibraciones correspondientes para

ambas sustancias se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Rangos lineales y dindmicos de las curvas de calibrado por Uv-Visible.

NOR (ug/ml) SMX (pg/ml)
Rango Lineal 0.20-6.30 0.19-5.00
Rango Dindmico 0.07 - 31.50 0.06 — 25.00

4.2.5 Limite de Deteccidn y Limite de Cuantificacion

Al utilizar el criterio basado en la desviacion estandar de la respuesta lineal y su
pendiente, podemos determinar los limites de deteccion (LD) y de cuantificacion (LQ) para

ambas calibraciones. Los resultados se evidencian en la Tabla 9.

Tabla 9. Limites de deteccion (LD) y de cuantificacion (LQ) para NOR y SMX.

Parametro NOR (Amax @ 272 nm) SMX (Amax @ 257 nm)
LD (ug/ml) 0.07 0.06
LQ (ug/ml) 0.20 0.19
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4.2.6 Especificidad

Al realizar la operacién de derivada primera por medio del software correspondiente,
se obtuvieron los espectros de primer orden para NOR (Figura 14) y SMX (Figura 15) a
diferentes concentraciones. En ellos se refleja la interseccion de las curvas con el eje de las
abscisas, correspondiendo esta interseccion con la longitud de onda de maxima absorcion, tal

como se comentd en la seccion 4.2.1.
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— 6.30 pg/mL
— 473 pg/mL
0.03 5 Pg'.
—— 315 pg/mL
—— 158 pg/mL

0.02 4 0.95 pg/mL

=}
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0.00 - é =N atiin,,
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dA/dA

—0.01 4

—0.02 q

—0L003
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—0.05 T T
250 275 300 325
Longitud de onda (nm)

Figura 14: Derivada primera del espectro Uv-Vis de NOR (0.32 —6.30 pg/ml).
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Figura 15: Derivada primera del espectro Uv-Vis de SMX (0.25 — 5.00 pg/ml)
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Los espectros de mezclas de ambas sustancias no permiten evidenciar de forma clara la
absorcion efectuada por los componentes individuales (Figuras 16 y 17), por lo que se recurrio
al anélisis del espectro de derivada de primer orden para una correcta determinacion.

0.8
— 473 pg/mL

— 3.15 pg/mL
—— 1.58 pg/mL

—— 0.95 pg,/mL
0.63 pg/mL

116

114

Absorbancia

0.0 : i
225 250 275 300
Longitud de onda (nm)

Figura 16: Espectro de absorcion mezcla NOR (0.63 —4.73 pg/ml) y SMX (2.50 pg/ml).
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Figura 17: Espectro de absorcion mezcla SMX (0.50 — 3.75 pg/ml) y NOR (1.58 pg/ml).
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La selectividad del método se evalu6 a partir del analisis de las curvas de calibrado por
derivada de primer orden para mezclas de NOR y SMX (concentracion fija) y SMX y NOR
(concentracion fija) respecto a la de sus componentes individuales. Las Figuras 18y 19 ilustran
estos resultados respectivamente.

0.020 4

0.016 4
y =0.0038z — 0.0001
R? =0.9990
0.012
=
0.008
0.004 4
0.000 T T T T 1
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0.016 4
y =0.0039x — 0.0004
R? =10.9989
0.012 4
=
;'E.
0.008
0.004 4
0000 T T
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Concentracion (jrg,/mil)

Figura 18: Calibracion por derivada 1° para NOR, de forma individual (arriba) y en mezcla de dos

componentes (abajo).
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Figura 19: Calibracion por derivada 1° para SMX, de forma individual (arriba) y en mezcla de dos
componentes (abajo).

Para estimar la similitud de las ecuaciones de regresion se realizo el test-t de Student
con un nivel de significacion o= 0.05y n = (nl + n2) — 2 grados de libertad, donde la hip6tesis
nula (HO) indica que las ecuaciones de la regresion no poseen diferencias significativas en
términos de su pendiente. Los resultados se exhiben en la Tabla 10.
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Tabla 10. Evaluacion de la especificidad del método para NOR y SMX.

NOR (dA/dx a 257nm) SMX (dA/dA a 272nm)
NOR NOR trab™ texp SMX SMX trab™ texp
(mezcla) (mezcla)
Intercepto -0.0001 -0.0004 - - -0.0001 0.0007 - -
Pendiente 0.0038 0.0039 230 0.75 0.0027 0.0027 2.30 0.24
R? 0.9990 0.9989 0.9999 0.9985

* Valor de t para (n1 +n2) — 2 g.1.%¥

Al comparar los valores de tex, con los valores tabulados, podemos aceptar la hipotesis
nula, por lo que las ecuaciones de regresion son similares y no existirian interferencias entre las
drogas, pudiéndose asi cuantificar el analito en las mezclas mediante el método de “zero

crossing” o espectrofotometria de derivada de primer orden.

4.2.6.1 Precision
4.2.6.2 Repetibilidad

Para la repetibilidad del equipo se obtuvo un coeficiente de variacion de 0.15%,

menor al 1% propuesto por la ICH (Tabla 11).

Tabla 11. Parametros para la estimacion de la repetibilidad del equipo.

Parametro NOR (3.15 pg/ml)
Desviacion estandar 5.8E%4
Promedio (12 replicados) 0.375
CV (%) 0.15

Para la repetibilidad del método, se visualizan en la Tabla 12 los promedios del
coeficiente de variacion tanto para NOR y SMX. Se obtuvieron coeficientes de variacion de

2.17 'y 2.90 %, inferiores al 3% propuesto por la ICH.
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Tabla 12. Coeficientes de variacion para la estimacion de la repetibilidad del método.

Concentracion (ug/ml)  CV (%) CV Promedio (%)
4.73 2.08
NOR 3.15 2.38 2.17
0.95 2.05
3.75 3.13
SMX
2.50 3.12 2.90
0.75 2.46

4.2.6.3 Precisién intermedia

Las Figuras 20 y 21 representan las curvas de calibrado de los valores de la derivada

de primer orden en funcion de la concentracién de NOR y SMX medidas a 257 nm y 272 nm

respectivamente, realizadas por un segundo analista.
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Figura 20: Curva de calibracion de NOR a concentracion fija de SMX realizada por 2° analista medida

a 257 nm.
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Figura 21: Curva de calibracion de SMX a concentracion fija de NOR realizada por 2° analista medida

az272 nm.

A su vez, los parametros de los ensayos de precision intermedia se visualizan en la

Tabla 13.
Tabla 13. Parametros obtenidos de los ensayos de precision intermedia.
NOR (dA/di. a 25Tnm) SMX (dA/di a 272nm)
Analista Analista Analista Analista
1 2 b b 1 2 bia? b
Intercepto -0.0004 0.002 245 203 0.0007 0.0004 245 215
Pendiente 0.0039 0.0040 243 12 0.0027 0.0028 245 1.07
R? 0.9989 0.9998 0.0085 0.9999
#  Valordetpara(nl +nl)-4 gl

Al comparar los valores de tex, con los valores tabulados, podemos aceptar la hipétesis

nula, por lo que las ecuaciones de regresion son similares y el método es reproducible en

condiciones de analistas, dias, reactivos y equipos diferentes.

Por otro lado, podemos analizar la reproducibilidad del método mediante una prueba F

para varianzas de dos muestras (Tabla 14), utilizando n -1 grados de libertad. En este caso, n

corresponde a la cantidad de concentraciones de calibracion utilizadas.
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Tabla 14. Prueba F para varianzas de dos muestras.

Precision Intermedia Fran* Fexp
NOR (dA/dx a 257nm) 6.40 4.63
SMX (dA/dXx a 272nm) 6.40 4.43

* Valor n-1 g.I para el numerador y denominador.

Como Fexp < Frab, podemos afirmar que ambas mediciones son consistentes entre si y
no existen grandes variaciones en las mediciones entre ambos analistas.

Por ultimo, podemos evaluar la precision intermedia mediante los coeficientes de
variacion obtenidos a partir de las medidas realizadas por triplicado, lo cual refleja la dispersion
de las medidas entre ambos analistas (Tablas 15y 16).

Tabla 15. Estimacion de la precision entre analistas para la mezcla de NOR a concentracion variable.

Analista Concentracién (M) CV (%) CV Promedio (%)
1.5x10° 1.68
ANALISTA 1 9.9x 10® 1.26 241
3.0x 10 3.01
1.5x10°% 0.80
ANALISTA 2 9.9 x 10 0.71 0.75
3.0x 10 0.76

Tabla 16. Estimacion de la precision entre analistas para la mezcla de SMX a concentracion variable.

Analista Concentracién (M) CV (%) CV Promedio (%)
1.5x10°% 0.26
ANALISTA 1 9.9x 106 1.90 212
3.0x 106 4.19
1.5x10°% 0.78
ANALISTA 2 9.9x 106 0.27 0.67
3.0x 106 0.97
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Se observa en los resultados anteriores que los coeficientes de variacion promedio son
inferiores al doble de los correspondientes a la repetibilidad del método, lo que verifica que las
mediciones cumplen con los rangos establecidos por la ICH en condiciones diferentes de
trabajo. Ademas, evidenciamos que el segundo analista posee, en ambos casos, menores
desviaciones en las medidas realizadas respecto del primer analista, 1o que indica mayor

precisién en el trabajo realizado.

4.2.7 Exactitud

Los porcentajes de recuperacion para NOR y SMX figuran en la Tabla 17.

Tabla 17. Porcentajes de recuperacion para NOR y SMX segun el método de adicidn estandar.

Nivel (%) Recuperacion (%)
NOR SMX
80 100.94 +1.31 92.97+1.38
100 100.44 +1.18 93.17 £ 0.60
120 100.03 +1.88 93.33£0.27

La recuperacion para NOR se encuentra dentro del porcentaje esperado, aunque para
SMX se encuentra por debajo del 100% de recuperacion esperado, posiblemente por la

presencia de interferentes (efecto matriz) %.

Por su parte, al evaluar las concentraciones nominales de NOR frente a las de ensayo,

se obtuvieron los siguientes valores (Tabla 18).

Tabla 18. Concentraciones nominales y de ensayo para evaluacion de exactitud.

Muestra Concentracion Concentlja_ci(')n predicha -
(ug/ml) Uv-visible (pg/ml)
1 142 141
2 1.26 1.26
3 1.10 1.10
4 0.88 0.89
5 0.76 0.77
6 0.50 0.51
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La Figura 22 representa la regién de confianza eliptica conjunta para la pendiente y
ordenada al origen. Se puede observar que el punto (1,0) se encuentra casi en el centro de la
elipse, por lo que el método planteado demuestra ser exacto frente a concentraciones incdgnita

o de validacion.
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Figura 22: Region eliptica de confianza conjunta al evaluar la exactitud mediante espectrofotometria Uv-
visible.

4.3 Validacién del método mediante Espectrofotometria de Fluorescencia
4.3.1 Estudio exploratorio

Al realizar el andlisis exploratorio mediante la mediciéon de matrices de excitacion-
emisidn, se pudo observar que, para NOR, la maxima intensidad de emision se daba a un pH
7.4, mientras que a pH basico practicamente la intensidad de fluorescencia se vio disminuida
de forma completa. Los valores de longitud de onda de excitacion y emisién en donde se daba

la mayor intensidad de fluorescencia se especifican en la Tabla 19.

Tabla 19. Resultados del andlisis exploratorio de NOR bajo diferentes condiciones de pH.

Amax excitacion (nm) Amax €mision (nm) Intensidad de Fluorescencia
HCI0.1 M 330 448 50.28
Buffer pH 7.4 335 408 150.59

NaOH 0.1 M -
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Como era de esperar, SMX no present6 fluorescencia al hacer el barrido espectral, por

lo que el método de medicidn por espectrofluorometria sélo es aplicable para NOR.

4.3.2 Linealidad

La curva de calibracion se ilustra en la Figura 23, mientras que los resultados de la

evaluacién de la linealidad mediante el test estadistico t de Student, se detallan en la Tabla 20.

100 4

y=40.885xr + 2.746
R? =0.9999

80

G0

10

Intensidad de Fluorescencia
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T T T T
0.0 0.5 L0 L5 2.0 2.
Concentracion (pg/mi)

3.0

Figura 23: Curva de calibracion para NOR mediante espectrofluorimetria.

Tabla 20. Parametros de validacion del método para la determinacion de NOR mediante espectrofotometria de

fluorescencia.

NOR (Rexc = 335nm; Aemi = 408 nm)

(4Y (%) trab™ texp

Linealidad

Intercepto 2.746 - 2.09 1.74
Pendiente 40.885 1.14 - -

R? 0.9999 -

* Valor paran-1g.l. ¥

De igual manera respecto al método anterior, los resultados de la prueba F se visualizan

en la Tabla 21.

47



Pablo Andrés Homovc
Trabajo Final de Licenciatura en Quimica
2024

Tabla 21. Resultados prueba F para evaluacion de la linealidad mediante espectrofotometria de fluorescencia.

Curva de Calibrado Ftan™ Fexp

NOR 2.40 1.66
*  Valor para (m-2)(m-p) g.l. ¥

Contrastando ambos resultados, podemos afirmar que la linealidad se cumple en el
intervalo estudiado (0.25 — 2.36 pg/ml).
4.3.3 Homogeneidad de varianzas

Segun lo planteado en la seccidn 4.1.3, para evaluar la homogeneidad de varianzas, se
puede hacer uso del parametro F. Los resultados se exhiben en la Tabla 22.

Tabla 22. Resultados prueba F para evaluacion de la homogeneidad de variancias.

Curva de Calibrado Ftan™* Fexp

NOR 9.27 2.82
* Valor para (n-1)(n-1) g.I. ¥

Al ser Fup > Fexp, S cumple la homogeneidad de varianzas en todo el intervalo de

concentraciones evaluado.

4.3.4 Rango lineal y dindmico

Los rangos lineales y dindmicos de la curva de se muestran en la Tabla 23.

Tabla 23. Rangos lineales y dindmicos de la curva de calibrado de NOR obtenida por fluorescencia.

NOR (M) NOR (ug/ml)
Rango Lineal 7.9E07 — 7.4E°06 0.07 -2.36
Rango Dinamico 5.9E07 - 1.97E% 0.02-6.30

4.3.5 Limite de Deteccidn y Limite de Cuantificacion

Utilizando el criterio basado en la desviacion estandar de la respuesta lineal y su
pendiente, determinamos los limites de deteccion (LD) y de cuantificacion (LQ) para la

calibracion realizada por fluorescencia. Los resultados se evidencian en la Tabla 24.
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Tabla 24. Limites de deteccion (LD) y de cuantificacion (LQ) para NOR.

Parametro NOR
LD (pg/ml) 0.02
LQ (ug/ml) 0.07

Al comparar estos valores con los obtenidos mediante espectrofotometria Uv-visible,

podemos afirmar que la técnica por fluorescencia permite detectar concentraciones menores de

analito.

4.3.6 Especificidad
Al realizar una comparacion entre las matrices de excitacion-emision de una muestra
de NOR de forma individual, y otra en presencia de SMX (Figuras 24 y 25), podemos notar

gue no existen diferencias en los maximos de longitud de onda de excitacion y emision.
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Figura 24: Matriz excitacion-emision para NOR de forma individual.
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Figura 25: Matriz excitacion-emision para mezcla de NOR y SMX.

Tampoco se observan cambios en las intensidades maximas de fluorescencia lo que

sugiere que no hay interferencias por parte de SMX en las propiedades fluorescentes de NOR.

4.3.7 Precisién

4.3.7.1 Repetibilidad
Para la repetibilidad del equipo se obtuvo un coeficiente de variacion de 0.65%,

menor al 1% propuesto por la ICH (Tabla 25).

Tabla 25. Parametros para la estimacion de la repetibilidad del equipo.

NOR
Parametro
(3.15 pg/ml)
Desviacion estandar 1.93
Promedio Intensidad de fluorescencia 295.10
0.65

CV (%)

Para la repetibilidad del método, se visualizan en la Tabla 26 los promedios del

coeficiente de variaciéon para NOR. Se obtuvo un coeficiente de variacion de 2.13%, menor al
3% propuesto por la ICH.
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Tabla 26. Coeficientes de variacion para la estimacion de la repetibilidad del método.

Concentracion (ug/ml) CV (%) CV Promedio (%)
1.58 211
NOR 0.95 2.16 2.13
0.63 2.12

4.3.7.2 Precision Intermedia

La Figura 26 representa la curva de calibracién de NOR efectuada por un segundo

analista para el estudio de precision intermedia.

1000 4

y=39.369 + 2.986
R? =0.9981
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T T T T
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Concentracion (p1g/ml)

3.0

Figura 26: Curva de calibracion de NOR realizada por segundo analista.

Los parametros para la comparacion entre las rectas de calibrado entre ambos analistas

se expresan en la Tabla 27.
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Tabla 27. Pardmetros obtenidos de los ensayos de precision intermedia.

NOR (remi = 408nm)

Analista 1 Analista 2 ttab™ texp

Intercepto 2.746 2.986 2.45 0.22

Pendiente 40.885 39.369 2.45 1.90
R? 0.9999 0.9981

* Valor para (n1 +n2) -4 g.l. ¥

Al comparar los valores de tex, con los valores tabulados, podemos aceptar la hipotesis
nula, ya que las ecuaciones de regresion son similares y el método es reproducible en

condiciones de analistas, dias y reactivos diferentes

Por otro lado, podemos analizar la reproducibilidad del método mediante una prueba F
para varianzas de dos muestras (Tabla 28), utilizando n -1 grados de libertad.

Tabla 28. Prueba F para varianzas de dos muestras.

Precisiéon Intermedia Ftab™ Fexp

NOR 4.28 4.22

* Valor n-1 g.I para el numerador y denominador. ¥

Si bien Fexp < Fran, €n principio podemos afirmar que ambas mediciones son consistentes
entre si y no existen variaciones en las mediciones entre ambos analistas, pero estos valores
resultan muy préximos entre si, por lo que existe la posibilidad de cometer el error de aceptar

este supuesto sin ser verdadero.

Por ultimo, podemos evaluar la precision intermedia mediante los coeficientes de
variacion obtenidos a partir de las medidas realizadas por triplicado, lo cual refleja la dispersion

de las medidas entre ambos analistas (Tabla 29).
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Tabla 29. Estimacion de la precision entre analistas para la mezcla de NOR a concentracion variable.

Analista Concentracion (ug/ml) CV (%) CV Promedio (%)
1.58 0.39
ANALISTA 1 0.95 0.52 0.86
0.63 1.68
1.58 2.30
ANALISTA 2 0.95 1.12 2.08
0.63 2.80

Podemos observar que los coeficientes de variacion promedio son inferiores al 5%, lo
que verifica que las mediciones cumplen con los rangos establecidos por la ICH en condiciones

diferentes de trabajo y de analistas.

4.3.8 Exactitud

La Figura 27 representa la region de confianza eliptica conjunta para la pendiente y
ordenada al origen. Se puede observar que el punto (1,0) se encuentra muy préximo al centro
de la elipse, por lo que el método de espectroscopia de fluorescencia demuestra ser exacto frente

a concentraciones incognita o de validacién, dentro del rango evaluado.

w
P

o
=

¥
P

o
BN

1e-07

Oe+00

Ordenada al Origen

-1e-07

-2e-07
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Figura 27: Regidn eliptica de confianza conjunta al evaluar la exactitud en la determinacion de NOR mediante
espectrofotometria de fluorescencia.
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4.4  Comparacion de métodos analiticos

En primer lugar, de acuerdo con las calibraciones obtenidas individualmente, se obtuvo
la sensibilidad entre ambos métodos (Tabla 30), indicando que la espectrofotometria de
fluorescencia es una técnica mucho mas sensible que la espectrofotometria Uv-visible, por lo
gue una cantidad menor de analito logra una mayor respuesta en las mediciones, minimizando

la incertidumbre de la calibracion.

Tabla 30. Sensibilidad analitica de ambos métodos

Residuos de la Sensibilidad analitica 1/y (ug/ml)

Método Pendiente )
regresion (Syix) (y) en (ug/ml)?
Fluorescencia 40.885 0.523 78.148 0.013
Uv-visible 0.118 0.0039 30.474 0.033

En la Tabla 31 se muestra la concentracion nominal de NOR y los promedios de

concentraciones predichas por triplicado.

Tabla 31. Prediccidn de concentraciones entre método Uv-visible y fluorescencia.

. Concentracion predicha - Uv- Concentracion predicha

Muestra  Concentracion (ug/ml) o .
visible (ug/ml) — fluorescencia (ug/ml)

1 1.42 141 1.39

2 1.26 1.26 1.27

3 1.10 1.10 1.10

4 0.88 0.89 0.90

5 0.76 0.77 0.77

Teniendo en cuenta las desviaciones estandar de cada medida por triplicado, se realiz6

el grafico de la region eliptica de confianza (Figura 28).
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Figura 28: Region eliptica de confianza conjunta obtenida a partir de las concentraciones predichas por
ambos métodos.

Como podemos visualizar en la imagen anterior, el punto (1,0) se encuentra incluido
en la regidn eliptica de confianza conjunta, lo que sugiere que ambos métodos son precisos. Sin
embargo, la desviacion del punto respecto al centro de la elipse indica cierta falta de exactitud
entre los métodos evaluados. A partir de este resultado, no encontramos evidencia alguna en
los datos experimentales de que ambos métodos, espectrofotometria Uv-visible y de

fluorescencia, conduzcan a resultados estadisticamente diferentes.
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5 Conclusiones

Se ha realizado satisfactoriamente la validacion del método de cuantificacion
simultdnea de norfloxacino y sulfametoxazol mediante espectrofotometria Uv-visible de
derivada. Asimismo, se ha validado el método de cuantificacion de norfloxacino en presencia

de sulfametoxazol por espectroscopia de fluorescencia.

Se ha establecido de forma correcta el rango de linealidad adecuado, asi como los
limites de deteccion y cuantificacion de las metodologias propuestas, demostrando precision,
exactitud y selectividad, conforme a los estandares establecidos por los organismos de control

correspondientes.

Por su parte, se ha demostrado que diferentes analistas bajo distintas condiciones de
trabajo no afectan en la reproducibilidad de los resultados en ambas técnicas, pudiéndose

determinar el contenido de ambas sustancias de manera confiable.

Las metodologias empleadas demuestran ser técnicas simples, rapidas y econémicas en

términos de reactivos e instrumental.

56



Pablo Andrés Homovc
Trabajo Final de Licenciatura en Quimica
2024

6 Bibliografia

1

10

Anmat. Farmacopea Argentina, 7th ed.; 2013.

ICH. International Commission on Harmonisation. ICH Q2 (R2) Validation of
Analytical Procedures. European agency for the evaluation of medicinal products 2023,
2 (December 2023).

Kapoor, N.; Khandavilli, S.; Panchagnula, R. Simultaneous Determination of
Lamivudine and Stavudine in Antiretroviral Fixed Dose Combinations by First
Derivative Spectrophotometry and High Performance Liquid Chromatography. Journal
of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 2006, 41 (3), 761-765.
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2006.01.007.

Montgomery, D. C. Introduction To Statistical Quality Control., 6th ed.; 2009.
https://doi.org/10.2307/2988304.

Olivieri, A. C. Curso de Quimiometria Calibraciones Univariada y Multivariada de
Primer Orden. 2017, 1-96.

ISO 11095:1996 - Linear calibration wusing reference  materials.
https://www.iso.org/standard/1060.html (accessed 2024-08-12).

Currie, L. A. Limits for Qualitative Detection and Quantitative Determination:
Application to Radiochemistry. Analytical Chemistry 1968, 40 (3), 586-593.
https://doi.org/10.1021/AC60259A007/ASSET/AC60259A007.FP.PNG_V03.

Gonzélez Gomez, D. Utilizacion de Sefiales de Primer y Segundo Orden Para EI Analisis
de Fluoroquinolonas y Carbamacepinas En Fluidos Bioldgicos. Philologia Hispalensis
2007, 21, 97-117.

PubChem. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ (accessed 2024-09-02).

Chierentin, L.; Salgado, H. R. N. Review of Properties and Analytical Methods for the
Determination of Norfloxacin. Critical Reviews in Analytical Chemistry 2016, 46 (1),
22-39. https://doi.org/10.1080/10408347.2014.941456.

57



11

12

13

14

15

16

17

18

19

Pablo Andrés Homovc
Trabajo Final de Licenciatura en Quimica
2024

Chavez-Jacobo, V. M.; Ramirez-Diaz, M. |.; Silva-Sanchez, J.; Cervantes, C.; Chavez-
Jacobo, V. M.; Ramirez-Diaz, M. |.; Silva-Sanchez, J.; Cervantes, C. Resistencia
Bacteriana a Quinolonas: Determinantes Codificados En Plasmidos. REB. Revista de
educacién bioquimica 2015, 34 (1), 4-9.

Musa, K. A. K.; Eriksson, L. A. Theoretical Assessment of Norfloxacin Redox and
Photochemistry. Journal of Physical Chemistry A 2009, 113 (40), 10803-10810.
https://doi.org/10.1021/JP904671S/ASSET/IMAGES/MEDIUM/JP-2009-
04671S_0009.GIF.

Fabregat-Palau, J.; Rigol, A.; Yu, Z.; Vidal, M. Using a Batch Test to Derive Sorption
Data of Fluoroguinolone Antibiotics in Humic Acids. MethodsX 2023, 10.
https://doi.org/10.1016/j.mex.2023.1021009.

Sulfamethoxazole: Uses, Interactions, Mechanism of Action | DrugBank Online.
https://go.drugbank.com/drugs/DB01015 (accessed 2024-08-12).

Chen, H.; Gao, B.; Li, H.; Ma, L. Q. Effects of PH and lonic Strength on
Sulfamethoxazole and Ciprofloxacin Transport in Saturated Porous Media. Journal of
Contaminant Hydrology 2011, 126 (1-2), 29-36.
https://doi.org/10.1016/j.jconhyd.2011.06.002.

Leon-Buitimea, A.; Garza-Cérdenas, C. R.; Garza-Cervantes, J. A.; Lerma-Escalera, J.
A.; Morones-Ramirez, J. R. The Demand for New Antibiotics: Antimicrobial Peptides,
Nanoparticles, and Combinatorial Therapies as Future Strategies in Antibacterial Agent
Design. Frontiers in Microbiobiology 2020, 11 (July), 1-10.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2020.01669.

Avila, C. D.; Ayala Gémez, R.; Mazzieri, M. R.; Pinto Vitorino, G. Simultaneous
Determination of Norfloxacin and Sulfadiazine by First-Derivative Spectrophotometry.
Journal of Chemistry Letters 2023, 4, 130-135.

Daniel C. Harris. Quantitative Chemical Analysis - W.H. Freeman & Company, 8th ed.;
2010.

Lopez Martinez, L.; Lopez de Alba, P. L. Una Introduccion a La Espectrometria de
Derivadas. Educacion Quimica 2018, 4 (3), 160.
https://doi.org/10.22201/FQ.18708404E.1993.3.66813.

58



20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

Pablo Andrés Homovc
Trabajo Final de Licenciatura en Quimica
2024

Khutle Nilesh M, P. H. A. and V. C. “Zero-Crossing” First-Order Derivative
Spectroscopy Method for Analysis of Sertraline Hydrochloride in Novel Self Micro
Emulsifying Drug Delivery System. Austin Journal of Analytical and Pharmaceutical
Chemistry. 2014, 1 (3), 1-7.

Skoog, D.; Holler, F. J.; Nieman, T. Principios de Analisis Instrumental; 2009.

Fasani, E.; Albini, A.; Mella, M.; Rampi, M.; Negra, F. B. Light and Drugs: The
Photochemistry of Fluoroquinolone Antibiotics. International Journal of Photoenergy
1999, 1 (1), 7-11. https://doi.org/10.1155/s1110662x99000021.

Kumar Panigrahi, S.; Kumar Mishra, A. Inner Filter Effect in Fluorescence
Spectroscopy: As a Problem and as a Solution. Journal of Photochemistry and
Photobiology C: Photochemistry Reviews 2019, 41, 100318.
https://doi.org/10.1016/J.JPHOTOCHEMREV.2019.100318.

Automatic Correction of Fluorescence Spectra for Primary and Secondary Inner-Filter
Effects (IFE) with Duetta™.

Wang, T.; Zeng, L. H.; Li, D. L. A Review on the Methods for Correcting the
Fluorescence Inner-Filter Effect of Fluorescence Spectrum. Applied Spectroscopy
Reviews 2017, 52 (10), 883-908. https://doi.org/10.1080/05704928.2017.1345758.

Sajwan, R. K.; Lakshmi, G. B. V. S.; Singh, A. K.; Solanki, P. R. Study of PH-
Dependent Fluorescent Property of Fluoroguinolone Antibiotics. Applied Research
2023, 2 (2). https://doi.org/10.1002/appl.202200026.

Muniz, G. S. V.; Teixeira, L. R.; Louro, S. R. W. Interaction of the Antibiotic
Norfloxacin with lonic Micelles: PH-Dependent Binding. European Biophysics Journal
2014, 43 (10-11), 477-483. https://doi.org/10.1007/s00249-014-0978-5.

Drakopoulos, A. I.; loannou, P. C. Spectrofluorimetric Study of the Acid-Base
Equilibria and Complexation Behavior of the Fluoroquinolone Antibiotics Ofloxacin,
Norfloxacin, Ciprofloxacin and Pefloxacin in Aqueous Solution. Analytica Chimica
Acta 1997, 354, 197-204.

Montero, M.; Hernandez Borell, J. Fluoroquinolone Distribution in a Phospholipid
Environment Studied by Spectrofluorimetry. Analytica Chimica Acta 1994, 290, 58-64.

59



30

31

32

33

34

35

36

Pablo Andrés Homovc
Trabajo Final de Licenciatura en Quimica
2024

Jamal, S.; Baderia, V. K.; Agrawal, Y. K.; Sanghi, S. K. Fluorescence Detection and
Identification of Eight Sulphonamides Using Capillary Electrophoresis on Released
Excipients in Lake Water. Arabian Journal of Chemistry 2019, 12 (7), 1338-1344.
https://doi.org/10.1016/J.ARABJC.2014.10.039.

Chen, L. Z.; Wu, H. L,; Long, W. J.; Wang, T.; Tong, G. Y.; Yu, R. Q. Rapid
Determination of Sulfamethoxazole and Trimethoprim Illegally Added to Health
Products Using Excitation-Emission Matrix Fluorescence Coupled with the Second-
Order Calibration Method. Analytical Methods 2021, 13 (42), 5075-5084.
https://doi.org/10.1039/d1ay01391b.

Senta, I.; Terzi¢, S.; Ahel, M. Simultaneous Determination of Sulfonamides,
Fluoroquinolones, Macrolides and Trimethoprim in Wastewater and River Water by
LC-Tandem-MS. Chromatographia 2008 68:9 2008, 68 (9), 747-758.
https://doi.org/10.1365/S10337-008-0780-6.

Wang, N.; Su, M.; Liang, S.; Sun, H. Sensitive Residue Analysis of Quinolones and
Sulfonamides in Aquatic Product by Capillary Zone Electrophoresis Using Large-
Volume Sample Stacking with Polarity Switching Combined with Accelerated Solvent
Extraction. Food  Analytical  Methods 2016, 9 (4), 1020-1028.
https://doi.org/10.1007/S12161-015-0269-5/METRICS.

Li, C.; Jiang, H. Y.; Zhao, S. J.; Zhang, S. X.; Ding, S. Y.; Li, J. C.; Li, X. W.; Shen, J.
Z. Simultaneous Determination of Fluoroquinolones and Sulfonamides in Chicken
Muscle by LC with Fluorescence and UV Detection. Chromatographia 2008, 68 (1-2),
117-121. https://doi.org/10.1365/S10337-008-0664-9/METRICS.

Lopes, R. P.; De Freitas Passos, érica E.; De Alkimim Filho, J. F.; Vargas, E. A,;
Augusti, D. V.; Augusti, R. Development and Validation of a Method for the
Determination of Sulfonamides in Animal Feed by Modified QUEChERS and LC-
MS/MS Analysis. Food Control 2012, 28 (1), 192-198.
https://doi.org/10.1016/J.FOODCONT.2012.04.026.

Andersen, J. E. T. The Standard Addition Method Revisited. TrAC - Trends in
Analytical Chemistry 2017, 89, 21-33. https://doi.org/10.1016/j.trac.2016.12.013.

60



Pablo Andrés Homovc
Trabajo Final de Licenciatura en Quimica
2024

37 Kokoska, S.; Nevison, C. Statistical Tables and Formulae. 1989.
https://doi.org/10.1007/978-1-4613-9629-1.

61



