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RESUMEN

En este trabajo, se propone un método simple y directo para la determinacion
simultdnea de sulfametoxazol y trimetoprim en formulaciones farmacéuticas por
espectrofotometria derivada digital de segundo orden. Se incluye ademas, un estudio de
la conducta espectral de estas drogas en diferentes solventes, con el objeto de seleccionar
las condiciones dptimas para su determinacion simultanea. Acetonitrilo fue utilizado como
solvente para extraer las drogas desde las formulaciones farmacéuticas y luego evaluar
directamente las segundas derivadas espectrales. Esta determinacién simultanea fue
realizada por la aproximacién de “zero crossing” a 272,8 nm para la determinacion de
sulfametoxazol y a 256,0 nm para la determinacion de trimetoprim. Se encontrd un rango
de determinacion para sulfametoxazol desde 6,31x10% a 1,20x10* mol/L y para trimetoprim
desde 2,47x107 a 1,20x10* mol/L siendo los limites de deteccion 1,89x10® mol/L para
sulfametoxazol y 7,40x10® mol/L para trimetoprim. El método propuesto fue aplicado
exitosamente en formulaciones farmacéuticas (tabletas). Ademas se realiz6 un estudio de
la foto-estabilidad de ambas drogas con soluciones estandares y en formulaciones
farmacéuticas reales.

PALABRAS CLAVES: Estudio espectral, Espectrofotometria derivada, Foto-estabilidad,
Sulfametoxazol y Trimetoprim.

ABSTRACT

A direct and simple second derivative digital spectrophometric method has been
developed for the simultaneous determination of the sulfamethoxazole and trimethoprim
in pharmaceutical formulation. A study of the spectral behavior of these drugs in different
solvents is included, in order to select the best conditions for their simultaneous
determination. Acetonitrile was used as solvent to extract the drugs from the pharmaceutical
formulations and then to evaluate directly by second derivative spectra. This sumultaneous
determination was carried out by the zero crossing approach, at 272,8 nm for
sulfamethoxazole determination and at 256,0 nm for trimethoprim determination. The
determination range for sulfamethoxazole was from 6,31x10® to 1,20x10* mol/L and for
trimethoprim from 2,47x107 to 1,20x10* mol/L, and the detection limits for sulfamethoxazole
and trimethoprim were 1,89x10¢ mol/L and 7,40x10® mol/L, respectively. The method was
applied successfully in pharmaceutical formulations (tablets). Besides a study of photo-
stability of both drugs with standard solutions and real pharmaceutical formulations was
performed.

KEYWORDS: Spectral study, Derivative spectrophotometry, Pharmaceutical Formulations,
Sulfamethoxazole and Trimethoprim.
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INTRODUCCION

Las sulfonamidas fueron las primeras drogas eficaces empleadas para el tratamiento sistémico
de infecciones bacterianas en el ser humano. El mecanismo de accion del sulfametoxazol (I) (4 - amino
-N - { 5 - metil - 3 - isoxazol) bencenosulfonamida), al igual que otras sulfas, es la inhibicidn competitiva
de la transformacién del acido para-aminobenzoico (PABA) en acido dihidrofélico, teniendo una mayor
afinidad por el sistema enzimatjco bacteriano que produce esta reaccion. Las sulfas por si solas son
bacteriostaticas, pero combinadas con diaminopirimidinas (trimetoprim), se convierten en un bactericida,
comparable a los antibidticos de amplio especiro.

La trimetoprim () (2,4-diamino-[3,4,5-trimetoxi-bencil] pirimidina), perteneciente a la familia de
las diaminopirimidinas, es un agente antibacteriano y antiprotozooario, que actda por inhibicion competitiva
de la dihidrofolato reductasa, fundamental en las células con gran tasa de desarrollo. Las diaminopirimidinas
usadas como antibacterianos muestran una gran selectividad y afinidad por las enzimas microbianas, no
afectando los sistemas enzimaticos de los animales superiores. El mecanismo de accion de las
diaminopirimidinas las hace ideales para su combinacion con otras drogas. La combinacion entre 1y Il
origina un antibacteriano de amplio espectro.

Formulaciones farmacéuticas que contienen estas drogas, han sido aprobadas por la Food and
Drug Administration (FDA), para su uso en: infeccion urinaria cronica, neumonia por preumocystis carii,
shigelosis y otitis media.

Diferentes técnicas analiticas han sido utilizadas para la determinacion individual de sulfametoxazol
y trimetoprim, en el caso de | ha sido aplicada la espectrometria de resonancia Raman (1) y la densitometria
(2); para el caso de Il la electroguimica (3) y HPLC en suero y orina humana (4).

Par otra parte, en «Pharmacopoeia» se ha informado un método para la determinacién simultanea
de ambas drogas por cromatografia en capa fina (5). La determinacion de ambas drogas en combinacién
con otros analgésicos, ha sido llevada a cabo por HPLC en formulaciones farmaceéuticas (6-8), en matrices
biolégicas (suero y orina) (9-12) y en alimentos (13}, y por cromatografia liquida multidimensional (14) en
alimentos. Estos métodos, que utilizan HPLC, permiten la determinacion de multicomponentes generando
resultados exactos, pero que al mismo tiempo requieren cuidados operacionales. Alternativamente, las
determinaciones simultdneas de multicomponentes se pueden realizar utilizando aproximaciones
quimiometricas. Entre estas aproximaciones, exitosamente aplicadas a sefiales analiticas espectrales
solapadas, estan la espectrofotometria derivada y métodos basados en la evaluacion de multilongitudes
de onda. El dltimo caso, ha sido propuesto por Rossi and Pardue (15) para la resolucién de mezclas de
PAHSs, las que presentan algunos problemas en la separacion por cromatograffa.

Debido a que los espectros clasicos de Sulfametoxazol y Trimetoprim estén fuertemente solapados,
se ha propuesto también una determinacién de estas drogas junto con fenazopiridina hidroclorhidrica
por espectrofotometria derivada de tercer orden, sin embargo las etapas previas son complejas(186).
Otros métodos son la aproximacion de multivariable (17) y el desarrollo experimental para la determinacion
de multicomponentes, utilizando espectrofotometria con arreglo de diodos (18). Estas aproximaciones
son utilizadas con el objeto de minimizar la incerteza de los resultados producidos por el ruido de fondo.

En este contexto, se propone en el presente trabajo un método simple y de muy facil operacion
para la determinacion simultanea de Sulfametoxazol y Trimetoprim por espectrofotometria digital, la cual
permite minimizar tanto el ruido de fondo e incrementar las sefales analiticas, sin necesidad de grandes
procesamientos de datos matematicos por parte del analista.

Ademés en este trabajo se incluye un estudio de conducta espectral de las drogas individuales
en diferentes solventes, estabilidad frente a la luz de las drogas en soluciones estandares y formulaciones
farmacéuticas reales. El método desarrollado también fue aplicado a la determinacién de ambos
compuestos en formulaciones farmacéuticas.
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PARTE EXPERIMENTAL

Aparatos e instrumentos

Las medidas de absorbancia y derivadas de los espectros clasicos, fueron realizadas en un
espectrafotometro Shimadzu UV-1603PC, empleando celdas de cuarzo de 10 mm de paso Optico. Para
cada conjunto de medidas se verifica y corrige la linea base. Diariamente se verifica la escala fotometrica
y de la longitud de onda, mediante el programa de utilidades del espectrofotometro. La incerteza en la
medicion de la longitud de onda es de = 0,05 nm. Para todas las soluciones, se obtuvo la segunda
derivada del espectro en un rango de 200 — 400 nm leido contra solvente. Los datos espectrales fueron
procesados por un software Shimadzu kit versién 3.7 (P/N 206-60570-04).

Las drogas fueron masadas con una incerteza de = 0,01 mg utilizando una Balanza Sartorius R
200 D.

Materiales y reactivos

Todos los reactivos fueron de grado analitico. Las drogas sulfametoxazol (99,99 % de pureza) y
trimetoprim (99,05 % de pureza) fueron proporcionadas por Laboratorio Chile, Santiago, Chile. Las
soluciones estandares de concentracion 1,0x102 mol/L de 1 y Il, fueron preparadas disolviendo 12,66 =
0,01 mg y 14,52 = 0,01 mg respectivamente, y aforando a 50 mL con acetonitrilo. Otros rangos de
concentracién entre 2,0x107 y 4,0x10* mol/L fueron preparados por diluciones apropiadas, usando el
mismo solvente. Las formulaciones farmacéuticas (tabletas) utilizadas fueron Cotrimoxazol y Cotrimoxazol
Forte, las cuales contienen 400mg y 800mg de sulfametoxazol y 80 mg y 160 mg de trimetoprim,
respectivamente, fueron disueltas utilizando acetonitrilo como solvente. Para llevar a cabo un estudio de
la conducta espectral de ambas drogas en distintos solventes, se prepararon soluciones estandar de
1,0x10* mol/L, disolviéndolas en DMF, DMS, acetonitrilo, metanol, etanol, metanol en NaOH, metanol en
HCI, etc. De estas soluciones estandares, otros rangos de concentracidn fueron obtenidos por diluciones
adecuadas, utilizando los solventes respectivos. i

Procedimiento para la curva de calibracién de sulfametoxazol y trimetoprim en mezclas

Alicuotas de las soluciones estandar de | y Il fueron diluidas simultAdneamente en acetonitrilo, en
un rango de concentracion de 0,2 - 1,6 x 10 mol/L. La curva de calibracién para | se realizé en presencia
de 6,0x10° mol/L de I, y la de Il en presencia de 6,0x10° mol/L de |. Para cada una de las soluciones se
obtuvo la segunda derivada del espectro, graficando los valores de unidades de derivadas a 272,8 nm
para | y 256,0 nm para Il, versus la concentracion respectiva.

Procedimiento para determinar la exactitud y precisién para la determinacién simultaneadely Il
en soluciones estandar mixtas en distintas relaciones.

Se prepararon soluciones estandar de 1 y Il disolviendo 14,00 + 0,01 mg de cada droga en 25 mL
de acetonitrilo. Luego se agregaron entre 100 uL a 800 uL de solucién estandar de cada droga en
diferentes matraces de aforo de 10 mL. Cada mezcla fue diluida hasta la marca con acetonitrilo. Las
mezclas fueron realizadas con distintos volimenes de | y Il con el objeto de obtener diferentes relaciones
de masa. Para cada relacién de masa se realizaron seis réplicas. Luego se evaluaron las segundas
derivadas para cada solucién y se determinaron las concentraciones de cada analito en mg/100 mL con
el objeto de determinar los porcentajes de recuperacion y las desviaciones estandar relativas.

Procedimiento para la determinacién simultanea de sulfametoxazol y trimetoprim en tabletas.

Se pulverizaron individualmente diez tabletas de formulaciones farmacéuticas. En el caso de
Cotrimoxazol, se pesé 10,0 + 0,01 mg de la muestra pulverizada, se diluy6 y aforé a 25 mL con acetonitrilo.
De acuerdo al contenido nominal, las concentraciones de 1 y Il fueron de 1,15x10? y 2,01x10* mol/L
respectivamente. El mismo procedimiento se repiti6 para una nueva formulacién farmacéutica,
Cotrimoxazol forte, y de acuerdo a sus contenidos nominales sus concentraciones fueron 1,18 x10% mol/
Ldely2,17x10* mol/L de Il. Ambas soluciones se diluyeron 10 veces utilizando el mismo solvente, de tal
modo que las concentraciones de Iy I, estuviesen dentro del rango de determinacion del método. Luego,
se evaluaron las segundas derivadas del espectro para cada formulacion farmacéutica y se determinaron
las concentraciones de cada analito, empleando las ecuaciones de las curvas de calibracién.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las estructuras de sulfametoxazol y trimetoprim, mostradas en la Figura 1, son muy diferentes,
lo cual debiera traducirse en una diferencia de sus conductas espectrales. Ademas, considerando la
diversa naturaleza de los grupos funcionales y heterociclos que contienen estas moléculas, es posible
esperar un efecto solvente en su comportamiento espectral. Con el objeto de seleccionar las condiciones
en que la conducta espectral sea mas adecuada para la determinacion simultanea de 1 y Il , se trabajo
con diferentes solventes y en cada caso se vario la concentracion de | y II, respectivamente. De los
espectros clasicos obtenidos se puede observar que en dimetilsulféxido y en dimetilformamida, ambos
compuestos presentan una lnica banda de absorcion en la zona de 250 a 310 nm, las cuales aparecen
totalmente solapadas. Para ambos solventes, entre 200 y 260 nm, se presenta un alto ruido de fondo,
debido a que ambos solventes presentan en esta zona una alta absorcién, lo que trae como consecuencia
que las primeras bandas de ambos analitos no sean observables,

NH,

NHz II

s ) P
PN

Fig. 1 Estructura de sulfametoxazol y de trimetoprim en acetonitrilo. 1, Sulfametoxazol (4 - amino - N -
( 5 - metil - 3 - isoxazol) bencenosulfonamida) y Il, Trimetoprim (2,4-diamino-[3,4,5-trimetoxi-bencil]
pirimidina).

En medics tales como etanol, acetonitrilo, metanol, HCI 1,0x102 mol/L en metanol y NaOH 1,0x10-
2 mol/L en metanol, ambas drogas presentan dos bandas de absorcion, la primera situada entre 200 y
250 nmy la segunda entre 250 y 310 nm. En todos estos solventes se pudo observar que para trimetoprim,
la forma de la primera banda depende de la concentracién, por lo cual, esta zona no serfa (til para fines
analiticos. En cambio, las formas de las bandas presentes entre 250 y 310 nm, en todos los solventes
son independientes de la concentracion.

En HCI 1,0x102 mal/L en metanol, las bandas de ambas drogas estéan tan solapadas, que atn
usando espectrofotometria derivada se dificulta su resolucién; por lo cual, fue descartado dicho solvente.
En metanol, las bandas en esta regién son adecuadas para fines analiticos, pero debido al caracter
volatil de este solvente, también fue descartado. Etanol, acetonitrilo y NaOH 1,0x102 mol/L en metanol,
resultaron ser solventes adecuados para la determinacion simultanea de ambos analitos. En todos estos
solventes la conducta espectral es semejante, sin embargo se selecciond acetonitrilo debido a que las
bandas de l y Il son ligeramente mas sensibles y la banda de sulfametoxazol presenta un desplazamiento
hipsocrémico, favoreciendo la determinacion simultanea por espectrofotometria derivada digital.

Conducta Espectral

Como se puede observar en la Figura 2, las bandas de ambos compuestos se encuentran
totalmente solapadas, impidiendo la determinacién por espectrofotometria clasica de estos analitos, a
menos que se utilice un sistema de ecuaciones. En este contexto, este trabajo propone utilizar la
espectrofotometria derivada digital con el objeto de realizar la determinacion simultanea de estas drogas.
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Fig. 2 Espectros clasicos de sulfametoxazol y trimetoprim en acetonitrilo. I, concentracion de sulfametoxazol
entre 2x10° a 8x10°mol/L y I, concentracion de trimetoprim entre 2 x 10° a 8x10°mol/L.

La obtencién de las derivadas del espectro clasico puede llevarse a cabo mediante dos modos:
primero, la derivada corresponde a AA/A), donde el proceso de diferenciacién es obtenido
computacionalmente usando una tabla de dos columnas. En este tipo de derivada, el valor de Ak puede
ser variado, de modo de lograr mayor resolucién o aumento de las sefiales, dependiendo de las condiciones
de la derivacion. En tanto que en la segqunda modalidad, propuesta por Savitzky-Golay (19), la derivada
corresponde a A/Ak, donde A es absorbancia, medida en el punto fijo y Ak correspande al rango de
longitud de onda en que los espectros son registrados. En este modo de derivacion espectrofotométrica,
la derivacién y el suavizado de los espectros son realizados también computacionalmente por el metodo
de los minimos cuadrados. Esta modalidad esta destinada a lograr disminuir el ruido, por lo cual es
posible obtener altas relaciones sefal/ruido. En este trabajo se opt6 por esta Ultima modalidad, ya que
fue posible lograr una excelente resolucién de los espectros como también lograr una altisima relacion
senalfruido.

Seleccion del orden de la derivada

Con el objeto de seleccionar el orden de la derivada, se registraron desde la primera hasta la
cuarta derivadas del espectro, para cada analito individual como se observa en la Figura 3. En general,
en todas las derivadas de los espectros se encuentran longitudes de onda caracteristicas para la
determinacion de cada compuesto. Sin embargo, a medida que aumenta el orden de la derivada, la sefal
analitica disminuye. En este contexto, se podria asumir en primera instancia que la primera derivada

Fig. 3 Primeras, segundas, terceras y cuartas derivadas del espectro clasico de sulfametoxazol y
trimetoprim en acetonitrilo. 1, concentracion de sulfametoxazol entre 2x10% a 8x10° mol/L y I,
concentracién de trimetoprim entre 2x10° a 8x10° mol/L. (a) Primeras derivadas; (b) Segundas
derivadas; (c) Terceras derivadas y (d) Cuartas derivadas.
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podria ser dptima, pero después de un andlisis espectral detallado ésta fue descartada, tomando en
consideracién las siguientes razones: sulfametoxazol podria ser determinado facilmente a 286,2 nm
correspondiente a un «zero-crossing» de trimetoprim, en tanto que sulfametoxazol presenta dos «zero-
crossing» a 238,2 y 268,8 nm, por lo cual a dichas longitudes de onda podria determinarse trimetoprim.
Sin embargo, a 238,2 nm la forma de la primera derivada varia con la concentracion, por lo cual este
punto fue descartado y a 268,8 nm la absorcién de sulfametoxazol se encuentra muy cercana a la de
trimetoprim. Este hecho podria ser una limitante del método, ya que cuando la concentracion de
sulfametoxazol sea alta en relacién con la de trimetoprim, las primeras derivadas se podrian solapar
disminuyendo el campo de aplicacién del método.

Un similar analisis se realizé con las segundas derivadas. La banda espectral de trimetoprim
presenta cuatro «zero-crossing» a 233,6; 246,0; 272,8 y 300,2 nm que pueden ser Utiles para determinar
sulfametoxazol. Este Ultimo, en cambio, presenta dos «zero-crossing» a 256,0 y 280,6 nm. Para la
determinacion simultanea de estas drogas todos ellos podrian ser (tiles. Por esta razén, se presentaré
un analisis mas detallado en la seleccion de las longitudes de onda analiticas. En suma, la segunda
derivada fue seleccionada, alin cuando se sacrifica la sensibilidad en favor de la precision del método y
exactitud en los resultados.

Seleccion del factor de suavizado

Para cada compuesto individual se registraron las segundas derivadas, utilizando factores de
suavizado de 2, 4, 8 y 16, respectivamente. Estos valores estan definidos por defecto por el software del
espectrofotometro, los cuales estan en relacién con el rango de longitud de onda en los espectros
registrados en la Figura 4.

e

Fig. 4 Efecto del factor de suavizado sobre las segundas derivadas de los espectros cldsicos de
sulfametoxazol y trimetoprim en acetonitrilo. I, 4x10° mol/L y ll, 4x10°® mol/L. Factor de suavizado: (a)
2,0; (b) 4,0; () 8,0; y (d) 16,0.

El valor de A). de diferenciacion es constante y corresponde a 200 nm cuando el factor de suavizado
aumenta, consecuentemente la sefial analitica disminuye, ya que las alturas de las derivadas decrecen,
ademas, se observa una evidente disminucién del ruido. Con el objeto de tener una alta relacion sefnal/
ruido, se selecciond un factor de suavizado de 186,

Seleccion del factor de escala

Este parametro solo tiene por objeto amplificar la sefial analitica y favorecer su lectura. Sin embargo,
éste no puede ser seleccionado en forma indiscriminada, debido a que la amplificaciéon puede ir
acompanada de un efecto de distorsidn sobre las bandas espectrales. Considerando estos hechos, un
factor de escala de 1,0x10* fue seleccionado, ya que la amplificacién es adecuada para cbtener una
lectura con 3 decimales, sin que se produzcan efectos de distorsién del espectro.
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Seleccion de las longitudes de onda analitica.

La segunda derivada del espectro de trimetoprim, como ya se menciono anteriormente, presenta
cuatro «zero-crossing», todos ellos podrian ser longitudes de onda analiticas para la determinacién de
sulfametoxazol. En tanto que sulfametoxazol presenta dos «zero-crossing», los cuales podrian ser Utiles
para la determinacion de trimetoprim. Con el objeto de llevar a cabo una mejor seleccién de la longitud de
onda, se realiz6 un estudio en mezclas que contienen la concentracién de un analito variable y ladel otro
constante. El efecto de la concentracion sobre la sefial analitica del analito variable y del analito constante,
fue evaluado alos distintos valores de «zero-crossing». Para realizar este estudio se mezclé sulfametoxazol
en un rango de concentracién de 2,0x10° mol/L a 1,6x10* mol/L, manteniendo constante en todos los
casos la concentracion de trimetoprim en 6,0x10° mol/L. Un estudio similar se hizo con trimetoprim
variable y manteniendo constante sulfametoxazol en el mismo rango de concentracién. Los resultados
se muestran en la Figura 5.

Segun los resultados obtenidos para sulfametoxazol (Figura 5a) se puede observar que a 272,8
nm se encuentra la maxima sensibilidad para la determinacién de este compuesto y la linealidad se
mantiene hasta 1,2x10- mol/L, por otro lado se puede observar que la variacion de la concentracion de
trimetoprim no altera la sefal de la sulfametoxazol en todo el rango estudiado (Figura 5b). A233,6 nm la
sensibilidad es alta para la determinacién de sulfametoxazol, pero a partir de una concentracién de
trimetoprim mayor que 6,0x10% mol/L, ésta empieza a interferir sobre la sefal de sulfametoxazol, debido
probablemente al solapamiento de las derivadas espectrales, por lo cual esta longitud de onda fue
descartada.
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Fig. 5 Efecto de la concentracion de sulfametoxazol y trimetoprim en acetonitrilo, sobre la sefial analitica.
(a), concentracion de sulfametoxazol variable en presencia de trimetoprim constante. (b), concentracién
de trimetoprim variable en presencia de sulfametoxazol constante. A, 272,8 nm: B, 233,6 nm; C, 248,0
nm; D, 256,0 nm; E, 300,2 nmy F, 280,6 nm.

A 248,0 nm presenta también una sensibilidad alta mostrando un mayor rango de linealidad, pero
la confiabilidad de la sefal se altera por la presencia de trimetoprim a una concentracién mayor que
1,2x10* mol/L.

A 300,2 nm las sefales analiticas son poco sensibles, por lo cual esta longitud de onda también
fue descartada. Por lo tanto, 272,8 y 246,0 nm podrian ser utilizadas para la determinacién de
sulfametoxazol en presencia de trimetoprim, sin embargo se seleccioné 272,8 nm en favor de incrementar
la sensibilidad.

Para la determinacién de trimetoprim, como ya se sefiald, existe la posibilidad de usar dos longitudes
de onda analiticas, pero es evidente que la de 280,6 nm se descarta, por los bajos valores de las sefales
analiticas en tanto que a 256,0 nm es posible la determinacién de trimetoprim sin interferencia de | hasta
una concentracién no mayor a 1,2x10* mol/L de 1.

En resumen, de acuerdo a este andlisis la determinacién simulténea de | y Il puede llevarse a
cabo a 272,8 y 256,0 nm, respectivamente.
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Parametros analiticos

Las curvas de calibracién (n=7) fueron obtenidas graficando el valor absoluto de la segunda
derivada para l 2 272,8 nm y para Il a 256,0 nm utilizando un valor de Ak = 200 nm, factor de suavizado
de 16 y factor de escala de 1,0x10%, versus la concentracién de cada analito.

Las ecuaciones de regresion lineal y los coeficientes de correlacion, calculados a partir de las
mezclas de | y I, fueron los siguientes:

I h, =7,82x10°5 = 3,29x10° - C(M) + 1,18 0,25 r=0,999
Il h, = 7,88x10°= 6,98x10° - C(M) + 1,99 0,70  r = 0,999

Donde h, corresponde a los valares absolutos de unidades de derivadas y C(M) corresponde a
la concentracion del analito expresado en mol/L. Los parametros analiticos se muestran en la Tabla .

Tabla I. Parametros analiticos.

Sulfametoxazol Trimetoprim
Limite de deteccion 1,89%x102 7,40x10-8
(molfL) |
Limite de cuantificacion 6,31x10°7 2.47x107
(molfL)
Rango de determinacion 6,31x107- 1,20x10* 2,47x107- 1,20x10*
(mol/L) e O R
Repetibilidad 1,3 0,9
_ (DER/%)
Reproducibilidad 2.1 1,6
(DER/%)

Limite de deteccidn: criterio 3o
Limite de cuantificacion: criterio 100

Con el objeto de definir las diferentes relaciones en las cuales un analito puede ser exactamente
medido en presencia del otro, se determinaron los porcentajes de recuperacion de soluciones estandar
mixtas de | y ll, en diferentes relaciones de concentracion. Los resultados se muestran en la Tabla 2. Los
contenidos de cada compuesto pueden ser determinados a partir de una relacién de concentracién de
6:1 a 1:5 para unarelacion de | : Il. Cabe sefalar, que en las formulaciones farmaceéuticas, habitualmente
1y I, estan en una relacion de 5:1, en que se pueden determinar con exactitud y precision.

Aplicacion del método

Un estudio del efecto de excipientes fue realizado a partir de muestras sintéticas conteniendo
aproximadamente de estearato de magnesio + gelatina (3-5%) y de lactosa + almiddn (95-97%). Las
recuperaciones encontradas (n=6), fueron para | de 100,6% y para Il de 97,4%, con una desviacion
estandar relativa de 1,7 y 2,0 %, respectivamente. Los resultados obtenidos estarian indicando que los
excipientes comunes, no interfirieren en la determinacién simultanea propuesta.

Por otro lado, con el objeto de optimizar todas las variables gue puedan influir en la precisién del
método y en la exactitud de los resultados, se llevé a cabo un estudio del efecto de la luz sobre las
bandas espectrales. Se trabaj6 en primer término con una mezcla 5:1 de sulfametoxazol y trimetoprim,
respectivamente, relacion equivalente a la que estas drogas presentan en las formulaciones farmacéuticas.
La solucidn fue expuesta a la luz natural de laboratorio y cada hora se registré la segunda derivada del
espectro clasico en las condiciones seleccionadas. Los resultados obtenidos muestran que, dentro de
las 24 horas, para ambas drogas, la sefal se mantuvo constante con una variacion de + 4%, expresada
en unidades de derivada, lo que indicaria que las drogas son practicamente estables frente a la luz
indirecta. Este mismo estudio fue realizado a luz solar directa, encontrandose un resultado similar para
sulfametoxazol, en tanto que, la sefal analitica de trimetoprim presento esta misma fluctuacién hasta las
5 horas de exposicion. Atiempos mayores la recuperacion disminuyo en un 10%, por esta razon, todas
las determinaciones fueron realizadas en ausencia de luz.
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De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede establecer que en ausencia de luz, ambas
drogas no se degradan dentro de las 24 horas.

Con el objeto de estudiar la influencia de posibles productos de degradacion de los excipientes
propios de las formulaciones farmacéuticas a las cuales se aplicara la determinacidn simultanea propuesta,
se realizo el mismo estudio a partir de tabletas comerciales.

El efecto de tiempo de exposicion a luz ambiente, luz directa y ausencia de luz se presentan en
las Figuras 6, 7 y 8. Como se puede observar en las Figuras 6 y 7, la luz tiene un efecto considerable en
la sefal analitica de I, lo cual estarfa indicando que algin producto de degradacion de los componentes
de la formulacion farmacéutica, estarian interfiriendo en la determinacion de trimetoprim. Cabe destacar
gue las bandas espectrales no cambian en su forma y solo se produce una leve baja de la sefal analitica,
lo que se traduce en una baja de los porcentajes de recuperacion, lo cual podria ser atribuido a la
degradacion de trimetroprim con la interaccién de algunos de los componentes de la formulacion
farmacéutica comercial. Se puede postular que la estructura guimica del producto de degradacion deberia
ser similar a la de trimetroprim, ya que de lo contrario se praduciria cambios espectrales mas significativos,
como por ejemplo, corrimiento o cambios evidentes en forma, posicion y altura de las bandas espectrales.
En tanto, la sefial de sulfametoxazol préacticamente no se ve afectada. Segun se puede observar en la
Figura 8, en ausencia de luz es posible determinar ambas drogas por un periodo no mayor de 4 horas,
con un alto grado de certeza.
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e T Fig. 6 Efecto del tiempo de exposicion
[ r/ . .
R aget ) a luz ambiente sobre la recuperacion
2 (%) de | y Il en acetonitrilo, en
PR formulacion farmacéutica comercial. |,
a sulfametoxazol, 1,15x10* mol/L; y I,
ooand trimetoprim, 2,02x10°° mol/L.
6
n -
@) 7
0 T T T T T T I
0 5 10 15 20 2% 1o0- —
=] l\-..---_._._.-- N— -
" e
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Fig. 7 Efecto del tiempo de exposicion a luz ro ™
directa sobre la recuperacién de 1y Il en :
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comercial. |, sulfametoxazol, 1,15x10* mol/ n
L: y Il, trimetoprim, 2,02x10° mol/L. (%) 20
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) comercial. |, sulfametoxazol, 1,15x10* mol/
%) o : : : - ; — L. vl tri : 5
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En resumen, los estudios realizados sefialan que la determinacion simultanea propuesta, debe
realizarse en ausencia de luz dentro de las primeras 4 horas de preparada la solucién, este tiempo es
suficiente para realizar las mediciones necesarias.

El método desarrollado fue aplicado en formulaciones farmacéuticas con diferentes contenidos
nominales. Los resultados se presentan en la Tabla Ill, de donde se puede observar que se obtiene
buena concordancia con las cantidades nominales. La repetibilidad y la reproducibilidad expresadas
como desviacion estandar relativa (Tabla |) son adecuadas para fines analiticos. Este (ltimo parametro,
fue obtenido determinando las desviaciones estandar relativa en diferentes experimentos y con diferentes
analistas.

Tabla Il. Porcentajes de recuperacion a partir de soluciones estandar mixtas en distintas relaciones, mg/
100 mL.

Sulfametoxazol Trimetoprim

Relacién | Agregado |Encontrade |Recuperac* | Agregado | Encontrado | Recuperac®
111 mg mg % mg mg %
1:1 28,1 28,7 1021 28,1 273 97,0
21 56,2 56,7 100,9 28,1 28,6 101,6
31 843 840 | 996 28,1 28,7 102,1
4.1 1124 110,6 98 4 281 28,8 1023
5:1 140,5 137,2 976 28,1 29,0 103,0

61 | 1685 | 167,6 99,4 28,1 203 | 1041 ]
7:1 1967 | 1893 | 962 | 281 | 188 | 669
8:1 2248 | 2217 98,6 28,1 465 16,5
| 1.2 28,1 284 101,1 56,3 55,0 97,7
1:3 28 1 287 102,1 84 4 83,4 98,9
1.4 281 287 102,3 1125 110,7 98 4
15 28 1 27,5 97.9 140,7 138,8 98,6
16 281 | 258 92.0 168,8 166,2 98,4
1.7 281 | 219 78,1 |- 1970 195,9 99 4
1:8 281 | 141 50,2 | 2251 221,8 985

* Promedio de seis determinaciones ** en todos los casos la DER fue menor que 1,5%

Tabla lll. Determinacion de Sulfametoxazol y Trimetoprim en formulaciones farmaceéuticas.

Contenido nominal /mg Contenido encontrado/ mg*
Formulacién ' (DER/%) |
| Farmacéutica Sulfametoxazol | Trimetoprim | Sulfametoxazol | Trimetoprim
Cotrimoxazol 400 80 398,02 793
(1,3) (0,9)
Cotrimoxazol forte 800 160 7979 164,2 [
‘ (3.5) (3.9)

* Promedio de seis determinaciones
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