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RESUMEN. Se desarrollé una técnica para la determinacién cuantitativa por espec-
trofotometria UV-Vis A 407 nm de la materia prima disofenol, producto de reconoci-
da actividad antihelmintica. Mediante una validacién prospectiva del método se de-
mostré que fue lineal (r = 0,98), preciso (repetibilidad CV = 0,74% y reproducibilidad
CV =0,79%), exacto (midi6 las cantidades anadidas) y selectivo (se cuantificé el com-
puesto de interés en presencia de p-nitrofenol, impureza de la sintesis). El método es-
pectrofotométrico estudiado fue confiable para la determinacién del disofenol degra-
dado hasta menos de un 20% y fue capaz de producir resultados satisfactorios dentro
de las condiciones de trabajo establecidas.

SUMMARY. “Determination of Disophenol by UV-Vis Spectrophotometry”. A technique
for quantitative determination by UV-Vis spectrophotometry of disophenol at 407 nm, an
antihelmintic bulk drug, was developed. A prospective validation of the method showed
that the method was linear (r = 0,9791), precise (repeatability CV = 0.74% and Iepro-
ducibility CV = 0.79%), accurate (it measured the added quantities) and selective (it quan-
tified disophenol in presence of p-nitrophenol, impurity of the synthesis). The spectropho-
tometric method is reliable to determine degraded disophenol upon a 20% and it is able to
give satisfactory results into the established work conditions.

INTRODUCCION

El disofenol (2,6-diiodo-4-nitrofenol) ha sido empleado histéricamente en el
tratamiento de las parasitosis producidas por Fasciola bepatica 13 en ganado bovi-
no, ovino y caprino por Haemonchus contortus 147 y Oesophagostonum columbia-
num 17 en ovejas y carneros, por Ancylostomas caninum 18 en gatos y perros y
en la ascariasis 910 en aves. Reportes actualizados confirman que el disofenol po-
see una efectividad superior al 99% contra el Haemonchus CONIOTtUS en carneros
11113y del 100% contra el Ancilostoma caninum 4. En el tratamiento contra este ul-
timo helminto fue observado un significante incremento en la hemoglobina y ni-
veles de eritrocitos al ser aplicados a 7 mg/kg s.c. en perros 15. Ademis, este com-

PALABRAS CLAVE: Disofenol, 2 4-diiodo-4-nitrofenol, Validacién, Espectrofotometria
UV-Vis, Cuantificacion,

KEY WORDS: Disophenol, 2,4-diiodo-4-nitrophenol, validation, UV-Vis spectrophoto-
metry, quantitation.

ISSN 0326-2383 43



Gonzilez, R., Y. Heredia, F. Concepcién & A. Rodriguez

puesto aparece indezado dentro del grupo de los compuestos nitrofendlicos de
uso universal y en existencia en el mercado para el tratamiento de la Fasciola be-
paticay otros helmintos 16,

Los métodos analiticos para la cuantificacion del disofenol reportados en la
literatura 1719 no son adecuados para el control de calidad de la materia prima, de-
bido a que todos necesitan reactivos complejos y varias etapas que a su vez no
permiten analizar una cantidad relativamente grande de muestras en un tiempo re-
lativamente corto. Por esta razén, en el presente trabajo se estudia un nuevo meé-
todo para su posible utilizacion en el control de calidad y en los estudios de esta-
bilidad.

Para probar la confiabilidad y capacidad del método propuesto se decidio
llevar a cabo una validacién prospectiva mediante el estudio de los pardmetros de
linealidad, precisién, exactitud y especificidad, lo cual responde a las exigencias
legales establecidas de acuerdo a la clasificacion del método analitico que se vali-
da 20,

MATERIALES Y METODOS

En la validacién se utilizaron dos lotes de disofenol: en el estudio de lineali-
dad, exactitud y especificidad uno caracterizado como sustancia quimica de refe-
rencia de trabajo (SQRT), con un 99,60 + 0,99% de pureza m/m obtenida por po-
tenciometria, y en el estudio de precisién otro obtenido en un escalado a 2 L de la
materia prima (99,50 + 0,5% de pureza m/m, obtenida por potenciometria). Las
mediciones de absorbancia se realizaron en un espectrofotémetro UV-Vis BioCh-
rom 4060 y los datos experimentales fueron analizados mediante el programa
computarizado del equipo BioChrom 4060 21.

El correcto funcionamiento del equipo se comprobé mediante un filtro de
6xido de holmio (para el control de la longitud de onda) 22 y con una disolucién
de dicromato de potasio UV (para el control de la absorbancia) 2.

Aunque el disofenol es pricticamente insoluble en agua 2 se logré obtener
su espectro ultravioleta-visible (UV-Vis) de una disolucién acuosa (Figura D. A
partir de estos resultados se disefié un método espectrofotométrico para su deter-
minacién cuantitativa a 407 nm.

Reactivos utilizados

Solucién estandar de dicromato de potasio UV preparada segin la Farmaco-
pea Britdnica 2¢ con dicromato de potasio para anilisis (Merck) y 4cido sulfarico
para andlisis (Merck), dcido clorhidrico fixanal 0,1 mol/L (Merck), hidréxido de so-
dio fixanal 0,1 mol/L (Merck), hiposulfito de sodio reactivo de laboratorio (BDH)
y peréxido de hidrégeno al 30 % (Riedel-deHaén).

Evaluacion de los pardmetros de validacion
Linealidad

De una disolucién de disofenol SQRT de 20 microgramos/mL (5,11 10
mol/L) se prepararon cinco disoluciones en un rango de 80-120 % sobre la base
de una concentracién tedrica de 10 pg/mL. Con estas disoluciones se construy? la
curva de calibracion durante tres dias por tres analistas diferentes y se determina-
ron los pardmetros fundamentales de la ecuacién de la recta obtenida.
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Figura 1. Espectro UV-Vis de la disolucién Figura 2. Espectros UV-Vis de las disoluciones

acuosa de disofenol (8,5 105 mol/L), 1 - 233,8
(0,344); 2 - 281,5 (0,209); 3 - 407,1 (0,413).

de disofenol 99,2% m/m (A), de p-nitrofencl 0,8%
m/m (B) y de la mezcla de ambos (C).
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Figura 3. Espectros UV-Vis de las disoluciones
de disofenol 98,4% m/m (A), de p-nitrofenol 1,6%
m/m (B) y de la mezcla de ambos (C).

Wavelength

Figura 4. Espectro UV-Vis de las disoluciones
de disofenol 90,4% m/m (A), de p-nitrofenol 9,6%
m/m (B) y de la mezcla de ambos (C).

Precision

Se utilizaron disoluciones de disofenol de un contenido teérico de 9,00
pg/mL y 11,00 pg/mL preparadas a partir de una disolucién de 20 pg/mL nueve
veces en un dia para el estudio de repetibilidad y durante tres dias por tres analis-
tas diferentes para el estudio de reproducibilidad.

Exactitud

Se utilizaron los datos experimentales obtenidos en el estudio de repetibili-
dad y la media de los resultados se comparé con un valor considerado real (100%)
mediante una prueba t (t de Student).

Especifictdad

Se obtuvieron los espectros UV-Vis de las disoluciones de disofenol SQRT y
de varias mezclas (Figuras 3-7) que contenian disofenol SQRT y p-nitrofenol (sus-
tancia relacionada de la sintesis que absorbe en la zona del espectro electromag-
nético de trabajo). Ademis, se analizaron muestras de disofenol sometidas a un
proceso de degradacién acelerada mediante una hidrélisis basica, dcida, en medio
oxidante y en medio reductor fuertes durante més de 1 mes. Para la obtencién de
estas disoluciones se pes6 1,0 g de disofenol lote de produccién y se disolvié en
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Figura 5. Espectros UV-Vis de las disoluciones
de disofenol 84,4% m/m (A), de p-nitrofenol
15,2 % m/m (B) y de la mezcla de ambos (C).
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Figura 7. Espectros UV-Vis de las disoluciones
de disofenol SQRT (12 pg/mL) (A) y del disofe-
nol degradado en medio acido (B), en medio
alcalino (C) en medio oxidante (D) y en medio
reductor (E) durante un mes.

RESULTADOS
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Figura 6. Espectros UV-Vis de las disoluciones
de disofenol 80% m/m (A), de p-nitrofenol 20%
m/m (B) y de la mezcla de ambos (C).

medio icido con 4cido clorhidrico 0,1
mol/L (§1), en medio bisico con hidroxi-
do de sodio 0,1 mol/L (S2), en medio
oxidante con peréxido de hidrogeno 9
mol/L (83) y en medio reductor con hi-
posulfito de sodio 3 x 103 mol/L (§4).
Para su anilisis por el metodo espectro-
fotométrico que se valida de S1 se toma-
ron 150 pL, de S2 100 pL, de S3 1500 pL
y de S4 2000 pL y cada uno se diluyd
hasta un volumen de 100 mL.

El procedimiento estadistico de los
resultados experimentales se realizdé con
ayuda del programa estadistico Statgra-
phics 2.

En la Tabla 1 se muestran los parimetros estadisticos correspondientes a la
curva de calibracién de disofenol a 407 nm.

Rango lineal (pg/mL)

Curva de calibracién

Pendiente, b

Desviacion tipica de la pendiente, Sb

Coeficiente de variacion de la pendiente
Intervalo de confianza de la pendiente b + t Sb

Intercepto, a
Desviacion tipica del intercepto, Sa

Intervalo de confianza del intercepto, a + Sa

Coeficiente de correlacion, r

[l'

8,00-12,00
y = 0,0027 + 0,0388 x
0,0388
0,0007
1,7957%
(0,0373) + ( (0,0403)
0,0027
0,0070
(-0,0124) * ( (0,0178)
09791
55,6469

Tabla 1. Resultados del ajuste de la curva de calibracién concentracion-absor-
bancia mediante el método de los minimos cuadrados.
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donde: t = 2,160 (& = 0,05, n = 15, f = n-2 = 13) - valor de t tabulado para el cilcu-
lo de intervalos de confianza del intercepto y de la pendiente, t = 1,98 (o = 0,05, f
= 120) - valor de t tabulado para comparar con el de la correlacién lineal signifi-
cativa, t, = valor experimental de la correlacién lineal significativa con n-2 grados
de libertad para evaluar linealidad.

En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos en el estudio de precision,

Repetibilidad Reproducibilidad
conc. 1 congc. 2 conc. 1 conc. 2
c1 = 9,00 ¢y = 11,00 €1=9,00 c3=11,00
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
Media 8,997 + 0,068 10,959 + 0,041 9,057 + 0,035 10,961 + 0,027
S 0,089 0,053 0,090 0,070
Bexp 0,7380 0,623
Srep 0,074 0,079
CV(%) 0,74 0,79

Tabla 2. Resultados de los estudios de precision en la determinacién de la concentracién de disofe-
nol en disoluciones acuosas.

donde: g, = 0,8159 (@ = 0,05, f =n-1=8 m = 2), g, = 0,6972 (ot = 0,05, f = n-1
=26, m = 2), ty, = 2,306 (a0 = 0,05, f = n-1 = 8), t,, = 2,056 (&= 0,05 y f=26),S
= desviacion tipica del ensayo de repetibilidad o reproducibilidad.

rep

En la Tabla 3 se muestran los resultados del estudio de exactitud.

Cantidad aifladida Cantidad recuperada
€1 = 9,00 pg/mL C, = 11,00 pg/mL
Cantidad recuperada 8,997 + 0,068 10,959 + 0,041
8exp 0,738
Media Recobrado, % i 99,77 + 0,38
CV, % 0,77
Lexp 1,262

Tabla 3. Resultados del estudio de exactitud de la determinacion de la concentraciéon de disofenol
en las disoluciones acuosas.

donde: g.;,= 0,8159 (&t = 0,05, f = n-1 = 8 m = 2), S - desviacién tipica, CV - coefi-
ciente de variacion, typ = 2,11, (a0 = 0,05, f = n-1 = 17)

Los resultados obtenidos en el estudio de especificidad se muestran en la Ta-
bla 4 y en las Figuras 2, 3, 4,5, 6y 7.
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DSF A7 PNP A7 Mezclas A7
SQRT
99,2 % 0,382 08 % 0,002 1 0,387
98,4 % 0,385 1,6 % 0,002 2 0,400
90,4 % 0,355 96 % 0,009 3 0,359
84,8 % 0,338 15,2 % 0,010 4 0,333
80,0 % 0,319 20,0 % 0,016 5 0,318

Tabla 4. Valores de absorbancia a 407 nm (A47) de las disoluciones de disofenol
SQRT (DSF SQTR), de p-nitrofenol (PNP) y de las mezclas de ambos a diferentes por-
cientos.

DISCUSION

Los resultados del estudio de linealidad (Tabla 1) demostraron la existencia
de una correlacién lineal positiva, el coeficiente de correlacion fue cercano a la
unidad mostrando una buena linealidad % y evidenciando el cumplimiento de la
ley de Lambert-Beer.

El intervalo de confianza del intercepto incluye el cero para un 5% de signifi-
cacion (lo que permite descartar la presencia de errores sistematicos y confirmar
los requerimientos teéricos de la ley 20).

El coeficiente de variacién de la pendiente es menor que el limite establecido
del 2% 27 (logrindose una buena sensibilidad) y el valor del coeficiente de correla-
cién lineal (t,) calculado es mucho mayor que el valor de t tabulado, por lo que se
puede afirmar que existe correlacion entre las concentraciones de disofenol prepa-
radas y los valores de absorbancia medidos 28.

En el estudio de precision la prueba de Cochram (prueba g demostré que
en la repetibilidad y en la reproducibilidad el factor concentracién no influye en
la variabilidad de los resultados, ya que en ambos casos la g experimental fue me-
nor que la g tabulada (Tabla 2). Asimismo, como era de esperar, los coeficientes
de variacién fueron mayores cuando se analizaron las concentraciones mas peque-
fias y el coeficiente de variacién de la reproducibilidad (menor que el 2% reco-
mendado %) fue ligeramente mayor que el de la repetibilidad (menor que el 1%
reportado 25).

En el estudio de exactitud -se obtuvieron resultados (Tabla 3) que permiten
asegurar que la espectrofotometria UV-Vis es un método exacto para la determina-
cién del contenido de disofenol en la materia prima para un nivel de significacion
del 5%, ya que el valor de t experimental fue menor que el valor de t tabulado,
por lo que se comprob6 que no existieron diferencias significativas entre la canti-
dad recuperada y la cantidad afadida.

Teniendo en cuenta que los productos farmacéuticos pueden contener hasta
un 2% de impurezas ¥, que para estudios de estabilidad se debe evaluar hasta un
20% de degradacién del principio activo 3! y considerando que el p-nitrofenol es
un posible producto de degradacion, los resultados obtenidos (Tabla 4) permiten
afirmar que la técnica estudiada es apta para la determinacion del disofenol en
presencia de hasta un 20% de producto de degradacién. En la mezcla 2 (Figura 3)
se observa variacion en el valor de absorbancia en la primera cifra, lo que puede
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atribuirse a un error de precision del analista. Las variaciones de los resultados en
la tercera cifra se encuentran en el error de medicioén del equipo.

Los valores de absorbancia del p-nitrofenol a esta longitud de onda son muy
pequerios, no interfiriendo en la determinacién. A la longitud de onda de trabajo
(407 nm) la presencia de p-nitrofenol no interfiere en la determinacién del disofe-
nol.

La cantidad de disofenol presente en las disoluciones degradadas fueron ma-
yores en los medios 4cido y bisico (60,78% y 81,43% respectivamente), mientras
que en los medios oxidante y reductor (6,5% y 4,5% respectivamente) la degrada-
cién fue mayor y en ninguno de los casos los productos de degradacion influye-
ron en la determinacién del compuesto en estudio.

CONCLUSIONES

1. El método validado es lineal, preciso y exacto.

2. La espectrofotometria UV-Vis es un método selectivo para la determinacion
cuantitativa del disofenol materia prima en presencia de hasta un 20% de p-
nitrofenol y en presencia de mis de un 90% de productos de degradacion,
demostrado en el estudio de selectividad.

3.  El método validado permite obtener resultados confiables para su utilizacién
como técnica alternativa en el control de calidad del disofenol materia prima
y en los estudios de estabilidad.
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