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l. INTRODUCCION 

El presente trab<-jO describe la validaci6n de un 

método espectrofotométrico en la regi6n ultravioleta y 

visible ccn el que se cuantifica bromuro de propanteli

na en tabletas después de la prueba de disoluci6n, con 

el prop6sito de utilizarlo como alternativa, a la dete~ 

minación por cromatografía de líquidos de alta resolu

ción, indicada en la farmaco~ea norteamericana (14). 

Además, en el ccntenidc de las páginas siguientes, se 

hace referencia a la importancia de la validaci6n de m! 

todos analíticos y se plantean los factores que involu

cra. También se presenta un marco te6rico de la espec

trofotometría en la regi6n ultravioleta y visible; se 

especifican las característica.s físicas y químicas del 

bromuro de propantelina y, se comentan otras vias de 

cuantificaci6n del producto. 

Reconociendo las necesidades que pueden presentarse en 

un laboratorio, e·! objetivo principal fue d.eterminar si 

son ~onfiables los resultados obtenidos en la cuantifi

caci6n. 

El método validado se basa en la extracción por par 

i6nico del bromuro de propantelina y naranja de metilo 

con cloruro de metileno. El método y el material se 

presentan en el capitulo 6. 
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Los resulte.dos se evaluar6n est'e.dÍst_icamente pare. 

concluir que el método es especifica; p·reciso, exacto 

y lineal. Asimismo, se ee-r.ableciÓ ,que el -~étodo espec

trofotométric'> que detecta el brom~ro' de .prqiPntelina 

en la prueba de disolución es confiable. 
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2. FUNDAMENTACION DEL TEMA 

2.1. Validación 

2.1.1 Definición. La validación de métodos analíti

c.i:;, es el proceso que determina la aceptabilidad de una 

metodología para dar datos analíticos utiles, los cuales 

son confiables, reproducibles y no dan falsos positivos. 

La manera clásica para la validación de un método 

analítico es analizar muestras de referencia, que son si 

milares a muestras problema, comparando los r 3Ultados 

para dar valores ·certificados. 

La validación utiliza métodos de placebo cargado, los 

cuales pueden ser usados como referencia para determinar 

la exactitud de ensayos producidos. 

El placebo cargado es una mezcla de excipientes má.: nl 

principio activo ( 7 ) • 

. 2.1.2 Importancia. La validación es un inter~s de 

la industria farmacéutica por el aumento de nuevo" pro

ductos relacionados con la salud y los cuales re~uieren 

de métodos de análisis apropiados. 

Por medio de una validación se pueden detectar errores. 

Un método analítico esta sujeto a dos tipos de error, el 

sistemático y el aleatorio. El primero es el que da lu

gar a medidas incorr~ctas que pueden ser asignadas a 

una causa específica ( 3 ) • 
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Las causas del error son las siguientes: 

- Instrwnental 

- Metodología 

- Operación 

- Analista 

La evaluación se hace por medio del recobro experimental 

obtenido de un placebo cargado el cual evalua el error 

sistemático constante, que es independiente de la canti

dad de fármaco presente en la muestra. 

Otro procedimiento es la linealidad, la cual evalua el 

error proporcional, que es dependiente de la cantidad de 

fármaco presente en el placebo. 

El eri·or aleatoriJ da luge.r a medidas imprecisas, éste 

permanece aún cue.ndo se ha eliminado el error sistemáti

co ( ) ) • 

2.) l Factores involucrados. La validación de méto

d'>s es un .juicio de valores donde los parametros de éste 

·1on evaluados ,,~~R determinar la confiabilidad de los d§ 

•os anal.ítico1, 

2.1.3.l Especificidad. En el análisis de productos farm§ 

céut.:i.cos es necesario verificar la capacidad del método 

para determinar el principio activo, sin que exista in

terferencia por parte de otro fármaco, de excipientes, 

de impurezas o de productos de degradación (6 ). 
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2.1.3.2 Exactitud. Es 1.a medida de cuánto las determi:n.!!! 

ciones se desvfa--i del valor verdndero. Esto im¡ilica él 

conocimiento exacto di; l valor verdadero que ha sido 

comparado con un patrón aceptable y que se utiliza como 

exacto o verdadero (9). 

La exactitud se refiere a oue en un mínimo de diez de

terminaciones para placebo cargado, a la misma cantidad 

de fármaco, el valor que se obtenga sea equivalente es

tadísticamente al valor real (100 ~). 

Los resultE<dO>< se evaluan en porciento de·· recuperación, 

de la siguiunte manera: 

cHlltidad recuperada X 100 = porciento de recuperación 
cantidad adicionada 

Se caloulan los siguientes terminas: 

Sume ,;.., cundrado s de " r<' cuperado (I.Y2) 

- Swnu de porcicnto recuperado {LY) 

- M•:dia ari tmé ti ca (Y) 

- DGsviaci6n es"andar del porciento recuperado (S) 

Se determiM! en 12 table. de distribución de "t" de 

.otud,mt el valor té1r; co con :.-1 grados de libertad 

y nivel de significancia de 0.975 

Se ce.lcula el intervalo de confianza para el porcien

to de recobro (IC) 

re = Y ~ t(n-1, 0.975) s 
n 1/2 

5 



- Se calcula el v.alor de "t" de student. 

t = (Y...: 100 

s. 
- Se cómpara el "t'º de táblas 

Si t '2: t(n~l, 0.975) el ~átodo no es exacto 

Si t-<:: t(n-1, 0.975) el mátodo es exacto 

2.1.3.3 Precisión. Es une : .. '!did!'. de la repr0ducibilidad 

de las determinaciones. Significa que con el mátodo 

que se esta validando, se obtenga estadisticemente un 

mismo resultado las veces que se h~.ga la determinación 

de una cantidad constante, que puede ser bajo las mis

mas condicione.s (repetibi l ide.d) o bien bajo diferentes 

condiciones (reproducibilidad). 

Sin embargo, una buena precisión no significa buena 

exactitud, ya que es posible cometer una y otra vez el 

mismo error ( 9). 

El estudio de precisión se hace mediante un diseño 

completamer.te al azar. Los cuales son aquellos en los 

que las condiciones de análisis se asignan en forma 

aleatoria a las muestras de análisis (placebo cargado, 

producto termine.do, proceso). 

Las condiciones de análisis son determinadas por el 

diseño de tret~~ientos en el c~al se fija el nillnero de 

fEctores y los niveles de ce.da f¡.ctor que se desean 

estudiar. 
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Para la evaluaci6n de precisi6n son necesarios los 

conceptos siguientes: 

Variable de respuesta. Es la •e.riable que se ve a medir 

er. el experimento (recobro experimer.tal, veloraci6n). 

Factor. Es la variable que va a ser controlada para de

terminar si afecta a la variable de respuesta (analista, 

día, equipo). 

Niveles del f8ctor. Son las clasificaciones de éste de~ 

tro del experimento (2 o más dias, 2 o más analistas, 

2 o más equipos). 

Trat"111iento. Es un conjunto particular de ~ivel(es) de 

factor(es) a evaluar experimentalmente (analista, dia, 

equipo). 

El modelo estadístico para el estudio de precisi6n es 

el siguiente: 

yijk= M + Ai + Dj(i) + ~(ij) 

Yijk= recobro experimental asociado al k-ésimo placebo 

adicionado en el j-ésimo día para el i-ésimo ana

lista. 

Ai efecto del i-ésimo analista sobre el recobro 

experimentel i= l. .. a 

Dj(i)= efecto del j-ésimo día en el i-ésimo analista 

sobre el recobro experimental j = l ••• d 

Ek(ij)=error experimental k= l ••• r 
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El :ou1á.lisis de vc,risnza es una técnica empleadc. 

co;,iunmente nar~ de terminar la magnitud de l!?. varif'.ci6r. 

de los factores sobre la variable de resnuesta y. es Rpl.!_ 

cnble en much1?.s situaciones éxperimentales diferentes, 

con vm·ios gr::.dos de complejidad (lO). 

El. objetivo principal del análisis de .la. val'.ie.nza •es de

terminar la influencia de cada fc.ctor, :i.!lá.ividualmente y 

en combinación sobre cierta variable de respuesta. 

TABLA No. l Análisii; de 1.a ve.riru;!a para el model.o de 

precisión 

fuente de 

V!?riaci6n 

Ai 

D.j (i) 

~(ij) 

A= Analista 

D= Dia 

grados de suma de media 

libertad cuadrados cuadratica 

a-l ¿;y~ y2 
SC/glA 

~-....!..!.!. 

dr adr 

(d-l)a H'.Y~. I:Y~ 
:.:.2.1.:. - ~ 

SC¡/gl0 

r dr 

_(::--l)ad 2 
tl.U:Yijk 

2 

~~ SCEf glE 

r 

SC= Suma de cuadrados 

MC= Media cuadratica 

F cale. 

MC/MCI 

MC/MCE 
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2.1.3.4 Linealidad. Esta d~fini1a como la varLaci6n de 

lo. ce.ntidi:cd de f~.rmaco rec,Jbrado por el método, como 

una función de la ca:1tidad de fármaco presente en el 

nlacebo cargado ( 7 ) • 

C-~ando se valida un método de análisis es necesario ve

rificar que se obtengan ~esultados que se relacionen li 

nealmente a diferentes co~centraciones. 

cantidad 

racupernoa 

cantidad adicionada 

FigurE>. No.l: Recobros experimentales :¡ue mues

tran 1 ~º' P.rrore~ proporcionales. Linea A si tu.§!; 

ciór. ideal., B presenta error sistemático, C 

.nuestrP.. error consistent.e, D .nues era un método 

no lineal • 

La figura No.l muestra la relación de recobros experime~ 

tales donde la line~ A representa una situaci6n ideal,es 

decir, sin error proporcional, teniendo un:?. pendiente 

de uno y una ordenada al origen do cero, la linea B 
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~· muestra una situación semejante, pero con un BUmento en 

la cu¡;1.ntificaci.ón (redblJ~osJ, ter\iend~ uh err-?r siste'-
' .-· ".e' \... - . . ' ___ :,, • . 

mático constante equivalente a la cantidt·:d '.i.dici ~r..;;.da, 

la linea c. muestra un erro; C:<Jnsi~te~te dondi; la pen.., 

dient.- es diferente de uno, ~Í ¡g,;;¡'1 qu~ l;' ordGMda al 

origen de cero, la linea D es Ún. ejemplo típico de un 

método no lineal, la linea E tiene uri er;oi const°e>.nte y 

muestra que puede ser lineal pero iriadecu('do para ensa

yos de baja concentración. 

Linealidad del método de medición. Es la relaci6n que se 

establece mediar,te una linei;. re eta, entre una propiedad· 

medible (cantidad· de fármaco recuperadc) y el valor 

·real de la propiedad (cantidad adic::".onada), 

Se realiza cuando menos a tres diferentes concentracio

nes incluyendo el 100 %, haciendo los análisis por trip!i 

CE.do de cada concentración. 

Linealidad del sistema de medición. Es le. relación que 

se establece mediante una linea recta entre una propie

dad "físice., química o biológica con la centidad de fár-

maco. 

Los criterios pera considerar un método o sistema lineal 

son los siguientes: 

b= o 
m2 0.99 

r~ 0.98 
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Para verificar la linealidad se hace con ayuda del 

análisis de la.varianza (ANADEVA) o prueba de F (3). 

TABLA No~2 Análisis de la vari.anza -pera la linealidad 

!fuente de 
· .. 

grados de suma de media· 
.. 

'-'e.riación libertad cuadrados cuadra ti ca 

RegresUa l bl:.Y+mI:XY-(~'f) 2 
SCR/l 

n 

!Error de 
n-2 n 2 

-( bI:Y+ml'.XY) SCER/n-2 
ir-egresión 

Falta de 

ajus+.e IEreg E SCEreg SCEpuro SCF/g!A puro 

Error 

¡puro {r-l}c "EY2-I:.Yi~ SCEP 
r 

(r-l)c 

E= Error 

SCR= Suma de cuadrEdos de regresión 

SCER= Sarna de cuad··~dos de error de regresión 

SCR= Suma de cuadr~dos de regresión 

McR= Media de cuadrsdos de regresión 

' 

MCER= Medie: de cuadrados del error de regresión 

F cale • 

MCR/MCEI 

M~MCEP 
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2.1.3.5 Estabilidad de la muestra. Son l,,..s condic:.ones 

en las cuales la muestra preparada mantiene constante 

su propiedad medible en un lapso determinado de tiempo 

(horas, días). Si las muestras presentan algun cambio 

químico o físico se establece 1.a condici6n de almacena

miento para las muestras preparadas. 

Para evaluar la este.bil.idEd de 1.as muestras se someten 

a diferentes condiciones de al.macenamiento, como pueden 

ser a refrigeraci6n, obscuridad o temperatura ambiente, 

la.s muestras se análizan antes de ser almacenadas y des

pués de un tiempo determinado dependiendo de nuestro mé

todo de análisis. 

12 



l.3 

2.2 Espectrofotométria ultravioleta-visible. La absorci6n 

y emisi6n de energía radiante que realizan l.as moléculas 

y los átomos constituyen el fundament') de muchos procedi

mientos en química analítica. 

La posici6n de una absorción o emisi6n se expresa median

te tres unidades diferentes: longitud de onda, frecuencia 

y energía. La unidad de la longitud de onda,.i\., es el cm, 

subdividido en milimicras (mft= :i.o-7cm), nan6metros 

(nm· l0-7cm), angstroms (~ = l0-8cm) y micr6metros 

{.ilm l0-4). La unidad de frecuencia es el ciclo por se

gundo (Hz) y las unidades de energía son el electrovoltio 

(eV, Kev, meV), la caloría (cal, Kcal), el número de on

das (cm-1) y el ergio. 

2.2.1 Absorción y emisión de radiaci6n electromagné

~· Cuando un átomo o molécula absorbe energía, pasa" a 

un estado de mayor energía o estado excitado. A cada est~ 

do excitado puede asignársele un nivel de energía defini

do y todos los posibles estados son característicos de c~ 

da átnmo o molécula. En la figura No.2 se muestra un dia

grama simplificado de niveles energéticos para un átomo o 

molécula. 

~: ,--.. -~--..-----E,. 
Absorción Emisi6n 

~~-.-~~~.1...~~~~..::11-~:__~~~~ Eº 

Figura No.2 Diagrama de nivel.es de energía: Eº nivel 

energético bajo; E• nivel energético alto • 



Las dos líneas hórizontales repre!'lenti.n dos niveles ene!: 

géticos. Si al sistema se le proporciona energía en for

ma de luz o calor, un elect:r:ón pas.ará del esta.do de Eº 

al de E". Esta. absorción hace o.ue la molécula o átomo se 

encuentre en estado excitado. Una vez en el.estado exci

tado, las especies eliminan el exceso dE. energía 'median

te varios prncesos; en primer lugar, la partícula ener-

. gética puede chocp.r con moléculas de disolvente o con 

otras moléculas y tre.nsfe?·ir le energía a su entorno; en 

segundo, las especies se desE>.ctivan emitiendo un fotón 

(emisión) eauivalente a la diferenci~ ewergl!tica entre 

los dos niveles E~ y Eº. En ambos ce.sos, la molécula a 

'átomo regresa a su estado ~lectrónico fundamental (7,5). 

2.2.2 Ley de Beer. La espcctrofntometría analítica 

cuantitativa se basa en dos ley~s fundamentales. Estas 

se refieren al cambio de energía radüinte de un haz de 

luz monocromática al variar el camino óptico de la mues

tra, b, y la concentración de la ~uestra, c. 

La primera ley, atribuida a Bouger, dice ~ue a una lon

gitud de onda en la que pueda 0currir ~ bsorción, al P.u

ment1o1r el espesor de la mue,»tr~ .. e.bsorbente disminuirá la 

cantidad de lu:: transmitida 8 tr?vés de elle. 

La energía incidente de radiación monocromé.tica se deno

mina Po y la transmitida P. La absorción esta definida 

como: 
A = -log P/Po 

La segunda ley establece que a una longitud de onda en 

la que pueda ocurrir absorci6n, al aumentar la concentr~ 

ci6n de la solución absorbente disminuirá la energía lu-
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minosa, transmitida en una forma logar:Hmica similar a 

la ley anteriormente mencionada. 

ln (P/Pq). = '-k'.c 

k' está relacionada con la .. inténsidad de absorción. 

Combinando las dos leyes; :se obtiene la ecuación de la 

ley de Beer: 

A= kbc 

donde k es' la absortividad de la muestra, b es el camino 

óptico y c es la concentración. 

Las desviaciones de la ley de Beer son de dos tipos, po

sitivas y negativas. Los factores que pueden causarla 

sen; condic:ones ambientales, errores instrumentales y 

desviaciones químicas (7). 

2.2.3 Transiciones. La transición ocurre cuando un 

electrón es promovido de un orbital lleno a un; vac!o. 

Las transiciones electrónicas en moléculas orgánicas ca

si siempre implican de tipo 'l. , d""" y 'íT"'. 
Los electrones q- se localizan en los enlaces <:!- ; un 

• ,;em¡:l<i es el enlace de valencia simple entre dos átomos 

1r, carbono dE un hidroc&rburo satur~do. 

Los electrones 'l son electrones no enle.zantes que se e12 

cuentran ~n átomos como N, O, halógenos o s. Estos pue

den sufrir dos tipos de transiciones: .. 
7 --'ÍI y "2. -- <:-" 

Los enlaces no seturados ebarcan cuatro electrones, dos 

íl y dos <j. • 
Los grup~s orgánicos que sufren transiciones r¡--)iy 
'ii-.--~ se clasifican cromóforos (grupos productores de 

15 



color), 

Muchas sustanCiá:s irio~gá~icas son.c.tr~~~p'.'r&~te '3f · 1a: ·ra

diación visible :y W sin embargo/ .con Íigandos adecua

dos puede transformarséles en complej65 .qiie -abs6J::b,,n_ en 

esas regiones. 

16 
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La me.yoria de los ligandos son rnolécul:1;1s, orgánicas·; ·po~ 9 

- lo que se observan transiciones tales como: 'l -·-· -_- 'ir¡ 
• • 4 . -- ' 

'l -- <t"", 'il" --'11 y ~--<r, todas en las-re1>iones 

UV y vi si ble, 

2.2.4 Instrumental. Todo espectrofot6metro de W y 

visible esta formado de los siguientes componentes: 

Fuente de Monocromador Area de Detector -. 
radiación 

---+ ____. -+ 
·muestra 

Ampl,ificador ----• RegistrRdor 

1- Fuente de radiación. Dos fuentes de radiación son ne

cesarias para cubrir el rango W-visible, una lámpara de 

tungsteno es una buena fuen<;e de radiación para la re

gión visible, en la regi6n UV, la fuente de energía más 

usual es una lámpare. de descarga de deuterio o hidrógeno. 
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2- Monocromador. Este dispositivo· se, ut.il:i.za para conver 
-·-·· -

tir la radiación policromé.tica en.úria forma moriocrom! 

tica adecuada. 

El mecanismo de dispersión cont"roia ,el' cál:'act_er mono

cromático de la reniáción que incicl."e sobre' la muestra 

Los mecanismos de dispersión más comunes son.los pris

mas .Y las redes, se pueden emplear al efectuar un es

pectro de barrido. 

3- Area de muestra. Las celdas que contienen la muestra 

he.n de ser transparentes a la radiación, por lo que se 

emplean celde.s de vidrio en la región visible v celdas 

de s{lice en el ultrevioleta. 

4- Detector. En los espectrofot6metros de UV-VIS se em

plean dispositivos ele ctr6nicos que se conocen como 

fototubos y fototubomultiplice.dores, para detectar 

la intensidad de re.diaci6r. transmitida por la muestra. 

5- Medidcr o registrador. La señal del detector se alime.!); 

tB con un circuito potenciométrico, que se gradua para 

·btener u:1 :'\<:1to o lectura de trensmitancia o absorban

cia • Los espectrofot6metros registradcres trazan un 

registro de la e11:;orb2.n.::ie sobre papel; con estos ins

trumentos se registra autométicamente el espectro de 

<:.csorbancia comr.leto, y el propio instrume:-ito explora 

el intervolo de longitud ,1e onda y dibt:.ja la curva 

absorbancia-longitud de onda , 



2.3 Br(\ruuro de .¡,: ;:,pc,nt'ilEna, :2-propan-?m~na, N-metü.:. 

N-( 1-rnetil e t. i.l )-N-( 2:..( ( 9H:..x~'ritenc-~-c'3.~tonil)oxi) e t!l) 

bronuro.Li' "'structura qu!rnica ea ls. .!liguim::tn: 

P.M. 448.42 g 
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2. ).1 Propiedades ffsice.s· y 311!micas. El bromuro do 

propcmtelina os un polvo blf>no:-o, cristalino, de sabor 

runargo, con punto de fusión de 159-161°0. 

liiu;ir soluhl~ "!11 3gus, ?lcuhol y clorof .. rmo, practicamente 

insolt.<ble en átsr y buncenc. 

Es ü1establ~ al modio "mbie1:te, 3'-'frs hidr6lisis degra

d<?ndose s é.cido xant.moic<• 1 la estructuro quír.iica es la 

s1guir,nte (15). 

COOH 



2.3.2 Acción farmacol.6gica. El. bromuro de propante

lina es un agente ··-nticol.inérgico derivado del amonio 

cuaternari:>, es efectivo tanto para dis·ünuir las secre

ciones, como para inhibir los espasmos y l.a movilidad i~ 

testinal y gástrica, de 1.as vias bil.iares y urinarias. 

Por su intensa acción antiespasmódica, el. bromuro de pr~ 

pantel.ina, al.ivia rápidamente el. dol.or cause.do por gas

tritis y ~l.cera péptica al reducir 1.a secreción gástrica, 

si se administra en forma cont~nua y por tiempo suficie~ 

te, se facil.ita la curación de la mucosa gastro-duodenal.. 

La toxicidad es baja, ya que en las ratas 1.a dosis 

1.etal media (DL50} por via oral. es de 620 mg pcr kg l.o 

cual. equival.dría aproximadamente a unos 30 a 40 g para 

el. hombre (1). 

El. bromuro de propantel.ina se presenta en tabletas de 

15 mg la dosis en la mayoria de l.os casos basta adminis

trar una tf'_bleta ce.da 6 horA.s. 

2.3.3 Métodos de análisis. El. bromuro de propanteli 

na est~- formado por un compuesto cuaternario de amonio y 

un carboxilico xanteno. 

ana de l.as formas de detectar las sales cuaternarias de 

amonio es por medio fotométrico util.izando hexanitrodi

fenÍlamina, con l.a cual forman un compl.ejo el cual puede 

ser extraído ccn cl.oruro de metil.eno (1.1.). 

1.9 



Indicadores i::'omo el verde de bro:abcresol forman 

altern~tiirá.é para .la .determinación absortimétrice. de sa

les de .amonio en solución acuosa extre.ides por un sol.ve!! 

te. (B). 

Otra forma de analizarlo es por cromatografía de líqui

dos de. alta resolución (1.4). 

El método validado para la determinación de bromuro 

de propantelina es por espectrofotometría UV-VIS en el 

cual utilizando naranja de metilo en solución Bmortigua

dora de fosfatos pH 8.0, se forme. un compuesto colorido 

entre el bromuro de propantelina y el naranja de metilo, 

el cual se extrae utilizando cloruro de metileno (4), 

este método de extracción es por par iónico. 

20 



3, PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El bromuro de p~opsntel.ina es un fármaco que se 

cusntifica en muesr.ras de disol.uci6n por cromatografía 

de 1.iquidos de alta resolución de acuerdo a la farmaco

pea USP XXI (14) , el. cual e:;o un método ,ue neeesita de 

equipo especial p.ora poder reP.1.izarl.o, por esta re.z6n 

se establ.ecio la necesidRd de validar un método al.tern~ 

tivo que permita cuantificar por espectrofoto~etria 

UV-VIS el. bromuro de propantel.ina. 

21. 



4. OBJETIVO:;: 

Los objetivos ds este trabajo fuEr6n detern1ine.r: 

1- Especificidud del método analítico 

2- Linealidad del sistema 

3- Exactitud 

4- Linealidud del método analítico 

5- Precisión del método analítico 

6- Est.,-,bilidad de· la muestra 

22 
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5, HIPOTESIS 

Un método analítico es valido si cumple con las C!!!; 

racterísticas de precisión, eY.actitud, linealidad y es

pecificid:;.d, por lo que el 11étodo para la cuantificación 

de bromuro de prop2.ntelin~ se dice que es valido si cum

ole con las características ~encio~adas. 
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6. MA~ERIAL Y METODO 

Materia1: 

- Mst::-aces volum~tricos 1.1'? 100 m1 

- Matraz volumétrico de 200 m1 

- Embudos de ta1lo corto para.fi1traci6n 

- Pipetas volumé"ric~s de 10 ml 

- Me.traces •rolumétricos de 5G ml 

- Bureta de 50 ml 

- Pip;tas Pasteur 

- Tubos de ensaye de 50 ml 

Gradi11a 

- Pape1 Whatman !lo. 41 J 
Equipo: 

- Ba1anza ana~ioica digital Sartorius tipo 2403 

- Bclanza gr•,nataria Mettler PC 180 

- Espectrofotométro SPd-400 UV/VIS PYE UNICAM 

- Reí'rigerador IEM We:01tinghouse 705 

- Potenci6~etro Conductronic pH 20 

sustancias: 

- Br-'Jmuro de pr0pente1in:.t grado farmacéutico (Vita Drog.) 

- Fosf<-t·? de potasio monobé.sico (Produc<:os Químicos 

Monterrey) 

- C1oruro de metileno (J.T. Baker) 

- lfaranja de metilo (J .T. Beker) 

- Hidr6xido de sodio (J,T. Baker) 

- Agua deionizada 



"_'_o· 

Soluciones preparadas· según USP XXI (14) utilfzadas en 

la validación del .m~todo anaHtico: .... ''. é) 
Solución de fosfato de pótasio inohé>bdsici;'b.~: 
Se disolvió 27. 22 g de f~sfato ac ;citási() ;~6hili:l~si:co en 

a51la y se diluyó a 1000 ml. 

Solución de hidr6xido de sodio 0.2 M 

Se pesó O .8 g de hidróxido de sodio, se disolvió 'en 

agua y se diluyó pz.ra 100 ml. 

Solución amortiguadora de fosfatos pH e.o : 
Se tr'l.11sfirieron 50 ml de la solución de fosfato de po

tasio monobásico 0.2 M en un mátr9z volumétrico de 

200 ml, y se adicionaron 46.l !:U. de la solución de 

hidróxido de sodio 0.2 M 

Una vez prerarada la solución amortiguadora de fo~ 

fatos pH e.o, sA aj~st6 el pH en el potenciométro con 

hidróxido de sodio o É.cido clorhídrico O. l N, teniendo 

•.n re.ngc ..¡e variación de ::!:: O. 02 

Solución de naranja de metilo al 3,7 mg/:nl en solución 

amortigu2dora de fosfatos pH B.o 
Se pe3Ó 3,7 mg de naranja de metilo y se trar.sfirieron 

a un matraz volumétrico ~e 100 rol, se disolvió y aforó 

CO¡l solución E!JlK>rtiguadora dA fosfatos pH e.O • 
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En el siguiente diagrama de flujo se rr:uestra la mefodo

logia analítica a validar 

Se. prepara una solución de bromuro 

ds propar.telina a 16.6 mg/ml con 

placebo, (A) 

Filtrar la solución 
1 

Transferir 10 ml del filtrado (A) 

a un matraz de 100 ml y afor~r (B). 

1 
Transferir 10 ml de (B) a un matraz 

de 50 ml volumétrico y adicionar• 

10 ml de solución de naranja de m~ 

tilo en solución amortigui;.dora de 

fosfatos pH 8.0 

Reposar ló min. 

Adicionar 20 ml de cloruro de meti

leno y reposar 10 min. 

1 
Separar la fase acuosa, filtre.r la 

fase orgánica y leerla al espectro 

a 420 nm. 

26. 



6.1 Especificidad 

El bromuro de prcpentelina es un fá.rme.co que se 

hidroliza facilmente, der1do como producto de degradaci6n 

ácido xantanoico, por lo que la especificidad se realiz6 

para verificar que no hE>.b!a interferencia debido a éste, 

así como al placebo, 

Método: 

1- Se pesaron 16,6 mg de bromuro de propE>ntelina y se 

transfirier6n a matraces volumétricos de 100 ml, se 

adicionó a ce.da uno 2 ml de hidr6xido de sodio O.l N, 

se calentar6n hasta sequedad, se les agregó agua 

aproximadamente 40 ml, se agitar6n hasta disolver, se 

les agregó agua hasta la marca del aforo y se mezcla

rón. 

2- Se pesaron 260.l mg de placebo por triplicado, se 

transfirieron a matraces volumétricos de 100 ml, se 

adicionó a cada un'' 40 ml de agua aproximadc.mente, se 

agitó hasta disolver, se aforarón y mezclarón cada 

uno de los matraces. 

3- Se pesaron 16.6 mg de bromuro de propantelina y se 

transfirieron a matraces volumétricos de 100 ml, se 

les agregó agua, aproximadamente 40 ml, se agitarón, 

~e disolvier6n, se aforar6n y se mezcler6n ca~a uno 

de los matraces, 

4- Se filtró el contenido de los matraces a través de 

papel whatman No.41, eliminando los primeros milili

tros de cada uno, 

5- Se transfirieron 10 ml de cada matraz a matraces vol:!! 

27 
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métricos de 100 ml, adicionarido ae,ua h.~.sta la me.re.;. 

del aforo seguido de agitación. 

6- Se transfirieron 10 ml de ce.d8 matn-z a mBtraces vo

lumétricos de 50 ml y se les adicion6 10 ml de naran

ja de metilo al 3. 7 mg/ml en soluciór, amortiguadora 

de fosfatos pH 8.0, se dejaron reposBr 10 min, se 

les adicionó 20 rr.l de cloruro de metileno con ayuda 

de una bureta y se agitarón manualmente por un min. 

7- Se transfirieron a tubos de ensaye y se dejarón repo

sar 10 min. 

8- Se separó la fese acuosa con ayuda de una pipeta gra

duada y una Pasteur, se filtrarón las fe.ses orgánicas 

con papel whatman No.41 desechendo los primeros mili

litros del filtrado. 

9- Se leyerón las muestras a una longitud de onda de 

420 nm en el espectrofotométro, usimdo el clorure de 

metileno como blanco. 

10-Para asegurar la degradación del bromurn de pr0pante

lina, se hizo una cromatografía en capa fina, usando 

silica gel GF254 utilizando placas dE vidrio de medi

da 2.5 X 7 cri • 

Se pesaron 16.6 mg de brcmuro de propantelina y se le 

adicionó 2 ml de hidróxido de sodio O.l N y se lleva

ron a 10 ml con metanol, una vez evaporada la muestra 

a sequedad, se aplicarón 50j'(l en le placa y se eluyo 

en metanol-!c. fórmico-agua (75:10:15), una vez elui

de. se reveló con lámpara de luz u.u. 

28 



6.2 Linealidad del sistema de medición 

1- Se pesó 33.2 mg de bromuro de propantelina, se trans

firió a un matraz volumétrico de 200 rnl, se agregó 

agua para disolver y se llev6 a la marca del afore 

seguido de agitación. 

2- Se filtró el contenido del matraz a través de papel 

·filtro wathman No.41, eliminando los primeros milili

tros. 

3- Se tomaron por triplicado las siguientes partes alí

cuotas; 6, 8, 10 y 12 ml, se transfirieron a matraces 

volumétricos de 100 ml, se adicionó agu2. hasta la me.r 

es del aforo y se agitó. 

4- Se transfirieron 10 ml de cada matraz a matraces vol~ 

métricos de 50 ml, se les adicionó a cada uno 10 ml 

de naranja de metilo en solución amortiguadora de fo~ 

fatos pH 8.0, se dejarón reposar 10 min, se les adi

cionó 20 ml de cloruro de metileno con ayuda de una 

bureta y se agi tarón me.nualmente durante un minuto, 

se transfirieron a tubos de ensaye, se dejaron sepa

rar las fases reposando durante 10 minutos. 

5- s.e sep8r6 la fase acuosa con ayuda de una pipeta gra

duada y una Pasteur, se filtró la fase orgánica a tr~ 

.Vé3 de. papel Whatme.n No.41, desechando los primeros 

mililitros d8l fjltrado, se determinó la abscrbancia 

de la fase orgánica a 420 nm en el es¡:ectrofotom!!'.itr·o, 

utilizando cloruro de metile:10 como blanco. 
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6.3 fil~ 

1- :Oe pes6 16.6 1ng de bromuro de propantelina y se trS::§ 

firi6 a un matraz volum~'3::ico de 100 rul, se adicionó 

2éO.l mg de "OlacHl::o, se agregó 3gua par.9 difinl·.rer y 

se llev6 "-' la mi •. rca del aforo seguido de agi taci6n. 

2- Se filt«6 el conter.ido del matraz eliminando los pri

met~s mililitros. 

3- De ls solución ant:;ior se tre.nsfirieron 10 ml a tL'l 

mat!'az •rolumétrico de 100 m1, se e.dicion6 agua hasta 

la :n~rca del aforo y se agitó. 

4- Se transfirieron 10 ml de le solu~i6n enterior a un 

me.traz volumétrico de 50 ml, :;e !!dicion6 10 ml de na

ranJa de metilo (a.1 3.7 mg/ml en solución e:nortigue.

dora de fcsfatoo pH 8.0), y se dej6 reposar 10 "'in, 

se adicion6 20 ml de cloruro· de metiler.o y se agitó 

r.,Mualmente d«J.rimte vn minut), se tr<.nsfiri6 a un 

tubo de enspye y ss dej6 re~osar 10 min. 

5- Se separ6 13 ffase acuosa con ayuda de un~ pi.pr t,;. gra

duada y una Pe.steur, se filtró la fase orgánica, des!:;_ 

cha.'ldo los pri~ercs milil~tros y se determinó 18 ab

sorbancia del filtrado a 420 nm en el esrectrofotomé

tro, ut:i.lizando cloruro de ;netileno como blenco. 

6- Se realiz6 uns s?luci6n estfuidar sig>.üendJ los -¡:asos 

1, 2, ), 4 y 5. 

7- So: efectu·5 l, 2, 3, 4 y 5 por dectuplicado. 
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6,4 Linealidad del método analitico. 

1- Se pesarón 10 mg de bromuro de propantelina por tri

plicado, se transfirieron a matraceo volurn&tricos de 

100 ml, se adicionó a cada uno 260.l mg de placebo. 

2- Se pesarón 13.3 mg de bromuro de propantelina por 

triplic~.do, se transfirieron a matraces -volumétricos 

de 100 ml, se adicionó a cada uno 260.l mg de place

bo. 

3- Se pesarón 16.6 mg de bromuro de propantelina por 

triplicado, se transfirieron a mctraces volumétricos' 

de 100 ml, se adicionó a cada uno 260.l mg de place

bo. 

4- Se pesarón 19.9 mg de bromuro de propantelina por 

triplicado, se transfirieron a matraces volumétricos 

de 100 ml, se adicionó a cada uno 260.l mg de placebo, 

5- Se agregó sgua para disolver a 1, 2, 3 y 4, se lleva

ron hasta la linea de aforo y se agitaron. 

6- Se filtró cada una de las soluciones anteriores a tr~ 

-vés de pg,pel Wh;,tman·No. 41. 

7- Se transfirió 10 ~l de cada solución a matraces volu

m&tric.)s de 100 ml, se adicior.6 agua hasta la linea 

de afor<'i y se agitó. 

8- Se transfirió 10 ml de ce.da solución a matraces volu

métricos de 50 ml, se a~icionó 10 ml de naranja de 

metilo (al 3,7 mg/rr.l en ~o!ución amortiguadora de fo_::¡ 

fatos pH 8.0}, se dajó reposar 10 min, se 9.dicionó 

20 ml de cloruro de metileno, y se agit:5 manualmente 
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dunmte un mL1uto, se transfiri,:rón ias solucionee· a, 

tubos de ensaye y se dejaron roposar'lO minutos. 

9- Su sepfa:!:Ó la fE.se acuosa, se. filtraro!:l. las fase e· orgg. 

nicns y se di;terminó la absorbencia a 420 nm, u"'.;}li'

zando c~.oruro de inetileno como blanco. 

10-Se preparó una solución estan:lHr siguiendo los· pasos 

3, 5, 6, 7·, 8 y g, 

6.5 Precisión 

1- St< pesó 16.6 mg de bromuro de propanteÜr..8.y se'.trari::f 

firi.ó a ur. roatn.z voluro~trico de 100 ml, se adicionó 

260.l mg de placebo, se disolvió en a.gua, se llevó 'a 

la me.rea de aforo y se agttó. 

2- Se fHtr6 lE s.e>lución anterior a trav<lo de papel wha! 

m1m No. 41 desech?.nd-:i los pri1Leros mililitros. 

3- Se transfiri6 10 ml de la soluc~5n a un n~traz de 

lOC ml, se adicionó agua 1·-e.sta aforo y se agitó. 

4- Se trallsfiri6 10 m:C de la soluci6n ~mterior a ur• ma

traz volum~trico de 50 ml, se adicicn6 :o ml de nara~ 

ja de metilo (al 3.7 mg/ml en scluci6r. am0rtiguadora 

de fosfatos pH 8.0) dejsnc'!o r••pose.r 10 min, se ndi

cion6 20 rol de clorure :ie mo'tileno con e.;,-utla de una 

bureta, se agitó msnuaJ.mer.te durante un minuto y se 

transfirió a tubos de ensaye dejando reposar 10 min. 

5- Se sep-:.r6 le. f<se ac•~osa, se filtró la fase orgánica 

y se determin1 :!.a absc•xbanci.a E 420 nm, utilizando 
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cloruro de 

6- Se -¡:reparó 

1, 2, 3, 4 

7- Se efect.aó 

diferentes 

metileno como blanco; 

una soluc:LÓ:i. es';ár!(l~~ >siguiendo·. los pasos 
y ~.. - '·''·:i_-·:::,·' -

1, 2, 3, 4, 5 y,6;p6r·t~ipl.:Lcadopor dos 

analistas y dos diferentes días. 

6.6 Estabilidad de la muestra 

1- La met·Aol"gía es la .nisma que en pracisi~n, sig.iien

do los pasos 1, 2, 3, .i y 5 hao.ta l"' separación de la 

fase acuosa, se filtró la f~se orgánica dey.ositendola 

en tubos de ensaye. 

2- Se realiz6 lo anterior 12 veces. 

3- é'e ta.parón los tabes con papel aluminio pe.ra evitar 

evaporación, nE colocar6n 6 tubos en luz blanca, 6 en 

obscurido.d y 6 •m refrigeración. 

33 

4- Se det<. rmir.aron las abs·:rbe.nc1a.s inici3.imente ~- a las 

6, 9 y 2•1 hon .. s de 2 nuestras diferentes de cada con

dición, s 420 nm utilizando como bla."1.co clo~.iro d~ ID! 

tileno y compar.1.."ld·J contra uns solución estandar recien 

prep::rradE>. ':'ara CE<de lect".lra a diferente tiem;:o. 
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7. RESULTADOS 

Resultados de especificidad 

a 
b 
~ 

o 
r 
b 
a 
n 
c 
i 
a 

B 

longitud de onda 

Figura No,3 Gráfica que muestra la especificidad del méto~ 

do,(A)bromuro de propantelina,(B)bromuro de propantelina 

degradada,(C)placebo de bromuro de propantelina. 

o 
(A)Rf=0.22 (B)Rf=0.91 

Figura No.4 muestra (A}bromu

ro ae propantelina,(B)bromuro 

de propantelina degradada • 

¡ 
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TABLA 4. RESULTADO:': DE LINEALIDAD DEL SISTE!i.A DE MEDICION 

. PARA DETECCIQ!; DE BRObn;RO DE PROPANTELINA POR BSFECTROFO

TOMETRIA EN LA PRUEBA DE DISOLUCIOK. 

Lecturas obtenidas a 420 nrn. 

¡/; adicionado mg adicione.dos Absorbencias obtenida 
Al A2 A3 

60 0.996 0.233 ' 0.?67 ' o.243 

80 l.328 0.364 ' 0.312 ' 0.355 

.. 

100 . ",1'.66 0.467 ' 0.441 ' o.470 
-------· ----··---~_._ __ :;_;_.,,.;.,_:,:,;· 

120 0.582 ' 0.553 ' 0.591 



C~lculo de l~ p~ndiente 

E.X = 17 .928 

¿y = 4.878 

ZY2= 2.161116 

::EX
2= 28.437792 

l:XY = 7. 834!168 

m = n (?XY)-{¿:x)(:E:Y) 

n (¿x2)-{EX) 2 

m = 12(7.835)-(17.928)(4.878) 

12(28.438)-(17.928) 2 

m = 0,33096 

Cálculo d& la ordenada al origen 

b =¿y - m{~X) 

·n 

b =· 4.878 - 0.33096(17.928) 

12 

b = -0.08795 

C~lculo del coeficiente de correlación 

r2 = (n(:E:XY)-(::!':.X}(S:Y) )
2 

, 

(n('::E:X2 )-(E X} 2 ) {n( E:Y¿ }-( L:Y2 ) 

r2 = (12{7.P,)4863)-17.928(4.878)) 2 

( l?{ 28. 437792 )-(17. 928) 2 ) (12( 2 .167776 )-( 23. 795)) 

r
2 = 0.9793'l 
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Elaboración de la tabla del anal:ísis de 19. va.rianZ9. 

Cálculo dr, la sUDla de cuadrados da regresi6n (ser) 

ser= m(~XY) + b(;EY) - (:::E:Y) 2 

n 

ser = o.33096(7.835)+(-o.oe795)(4.878)-(4.878)
2 

12 

ser = 0.1811445 

Cálculo de la suma de cuadrudos del eI"ror de r1;gresi6í:l 

seer = 4 Y
2 

- m(~XY)-b(~Y) 
seer = 2.'!67776 - o. 33096(7;.835) - (-0.08795)(4•878) 
seer = 3. 776 x 10-3 .. 

Cálculo de le suma de c11adrados del error puro (SCep) 

SCep = ~y2 - (::EYi, 2) 

r 

SCep = 2.168 - (6.493) 

3 
SCep = 3.666 X 10-) 

Cálculo de la suma de cuadre.dos de 1.a falta de ajuste 

SCfa = SCer - SCep 

será= 3,775 x io-3- 3.66 x lo-3 

SCfa = l.l X 10-3 
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TABLA 5. ANPLISIS DE LA VARIANZA 

Evaluaci6n de la linealidad del sistema de medici6n 

cll\Iote de grado<'\ de 

ariaci6n libertad 

l 

10 

2 

uro 8 

Fglr, gler : o.99 

F11 lO : 10.04 

sunm de 

cuadrados 

O.l8ll4A5 

oedia de 

cuadrrdlos 

0.1811445 

Fglfa, glep: 0 • 95 

F21 a : 4.46 

F ca.le. 

479,73 
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:Absorbencias ~--··· 
__ ,,. ... -·· 

'obtenidas 
n.ss 

o.s 

0.15 

O.\ 

0.35 

0.3 

r
2= 0.97939 

r:l 0.33096 

b =-0.08795 

n ~ -i---,----,----r--,.--·1---.-----.--,-----.---,----¡ 
O.A 1.1 '·3 15 , 1 1.0 

mg de bro~uro de propantclina adicionados 

Gráfica No.l: Linealidad del sistema de medición pe.ra la 

detección de bromuro de prop"ntr,:!.i:;e. por 

espectrofotom&tría UV-VIS • 
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TABLA 6. RESULTADOS DE T.A EXACTI'l'l'li AL 100 %, DEL METODO 

PARA LA DETBPJ(¡INACION DE BROMURO DE PROFANTELINA POR 

ESPECTROFOTOMETRIA. 

:' adicionado ')f. recupero.do 

100 102.84 

100 101.10 

100 97.81 

100 100.22 

100 97.37 

100 103.28 

100 100.30 

100 98.47 

100 100.43 

100 100.85 



Cálculos de la evaluación de la exactitud: 

'*y = 1002.67 

~Y2= 100569.13 

y = 100.267 

s = l.95 

t( n-l,0.975) 

t( 9,0.975) = 2.2622 

Intervalo de confianza 

IC = Y ±. t ( n-l,0.975) S 
¿12 

IC = 100.267 :!: 2.2622(1.95) 
101/2 

IC = 98.872 ---- 101.662 

Cálculo del estadígrafo de contraste "t" 

t = { Y - 100)( n1/ 2) 

s 
t = ( 100.267 - lOO)(lo112) 

l.95 

t = 0,433 

Regla de decisión 

tc~lc.0.433 ,¿(_ t( 9 , 0 •975 )2.2622 

41: 



42 

TABLA 7 .RESULTADOS DE LINEALIDAD DEL METODO DE MEDICION 

PARA LA CUANTIFICACION DE BROJl!URO DE PROPANTELINA POR E.§ 

PECTROFOTOMETRIA EN LA PRUEBA DE DISOLUCION. 

mg adicionados mg recuperados 

1.0 



Cálculos para la evaluación de linealidad del m~todoi 

~X= 179.400 

LY = 178.680 

X: X
2
= 2845. 380 

~Y2= 2846. 341 

~XY= 2845.407 

:!:Yi ~=8538. 586 

Cálculo de la pendiente (m) 

m = 12(2845.407)-(179.400)(178.680) 

12( 284;. 380 )-(17,9. 400) 

m = l.06606 

Cálculo de la ordenada al origen (b) 

b = 178.680-l.C6606(179.400) 

12 

b = -1.0475'.)7· 

Cé.lc~lo del coeficiente de correlación (r2) 

r2 _ (12(2845.407)-(179.400)(178.680))
2 

- (l2(2845.380)-(l79.40C) 2 )(l2(2846,341)-(l78.680) 2) 

r
2 

= 0.99919 

43 

Desviación estánde.r de la regresión · 

s . J2846.34l)-l.06606(2845.407)-(-l.047597)(178.68) 1112 

yx [ 10 . ·j 

S = 2.28147 X l0-4 
YX 
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Intervalo de confianza para la pendiente: 

Erro1· estEfndar para la pendiente 

Sm = 2.28147 X 10-4 [ l 

. (2845.380)-(179.4) 2 

.::.2 
Sm ~ l.7850 X lo-5 

t(n-2, 0.975) = 2.228 

ICm = 1.06606 ! 2.228(1.7850 X l0-5) 

!Cm = l.06602 ----- l.06609 

Intervalo de confianza para la ordenada al origen: 

Error estándar para la ordenada e.l origen 

Sb = 2.28147 X l0-
4[ l 14.89 ]

112 

;:;- + l2(2845.)80)-(l79.4) 2J 

Sb ~ 6.8796 X l0-5 

t(n-2, o.975J = 2.228 

ICb = -1.047597 ! 2.228(6.8796 X 10-5) 

ICb = -1.04775 ------ -l.04744 



Elaboraci6n de la tabla del analísis de la varie.n~a: 

Sume. de cuadrados del error (Ser) 

ser= l.06606(2845.407)-l.047597(178.680)-(l78.68) 2 

12 

ser =·185.64475 

Suma de cuadrados del error de regresi6n 

seer = 2846. 341 - l.06606(2845 .407) + l.047597(17.8 .68) 

seer = 0.1510455 

Suma de cuadrados del error puro 

Seep = 2846.341 - (8538.586) 

3 

Seep = O .14566 

Suma de cuadrados de la falta de ajuste 

sefa = 0.1510455 - 0.14566 

Sefa = 5 -3855 X 10-3 

45 
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TABLA 8 • ANALISIS DE LA VARIANZA 

Evaluaci6n de l.a J.inealidac1 e.el método de medición 

!Fuente de grados de <.wna de media de F cele. 
1ariación libertad cuadre<bs cuadrados 

Regresión l. 1.85.64475 1.85. 64475 12290.692 

Error de 1.0 0.1.51.0455 o .01.51045 -
regresió::i. 

' 

Fal.ta de 2 S.J855Xl0""3 2.6927Xl0-J 0.14789 

ajuste -

Errqr 8 0.1.4566 0.018207 -
puro 

F glr, gler: 0 •99 

1.0.04 
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Gráfica No. 2: linealidad del metodo analltico para la determinación 

de Bromuro de Propantelind por espectrofotometria al visible. 
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TABLA 9. REPRODUCIBILIDAD DEL METODO PARA LA 

DETERMINACION DE BROMURO ~E PROFA.~TELINA 

Re sul ~i;.dos en % de recuperación 

Analista l Analista 2 

100.1 97.43 

D!a l 101.)l 96.35 

102.18 98.28 

·-
99-36 97.0 

D!a 2 95.75 97.64 

101.91 99.14 

Evaluación de la precisión: 

Yll. 303. 59 Yi.; 600.6 

yl2. 2971.01 Y2 •• 585.84 

y21. 292.06 y 1186.44 

y22. 293.78 Z:Yi~. 703928.87 

l::r.Y2. . 351987. 56 
l.J. :r:n:yijk 117354.88 
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Elaboración de la tabla del analíeis de la varianza 

Cálculo de la suma de cuadrados del ar.alista (SCa) 

sea = 703928.87 

6 

sea= 18.155 

(1189.44) 2 

12 

Cálculo de la suma de ~uadrados del día (SCd) 

SCd = (~~Y2 .. )/3 - (}:Y~ )/6 
l.J. l. •• 

SCd = 351987.56 703928.87 

3 6 

SCd = 7, 7.091 

Cálculo de la suma de cuadrados del error 

2 2 
sce = ~~nijk)-~Dij. )/3 

sce 117354.88 - 351987.56 

3 

SCe 25,6933 

49 



TABLA lO. ANALISIS DE LA VARIANZA 

Evé!luaciór, de la reproducibilidad del mé"!:odo 

IF'urnte de grados de 

!Variación libertad 

!Analista l. 

ID!a/ Anal.i st a 2 

!Error 8 

Analista 

F0.95(1., 2)=18.51. 

F0 , 99 (l., 2)=98.50 

suma de 

cuadrados 

l.8.155 

7.7091. 

25.6933 -

Repetibilidad del. método: 

Rep.= ! (l.96)(MCe)l./2 

Rep ! (l.96)(3.211.7)1./2 

Rep = ! 3,51 

Reproducibil.idad interan~l.ista: 

Rep-a = ! (l.96)((MCa-MCd)/6)l./2 

Re~-a = ! (l.96)(18.155-3.8545) 1/ 2 

6 

Rep-a = ! 3.03 

media de F 

cuadrados 

l.8.l.55 4.71. 

3,8545 l.'2 

3.211.7 -

Dia 

F0.95(2, 8)=4•45 . 

F0.99(2, B)=8.65 
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ReproducibiÚdad inte:rd!e.: 

Rep-d = :!: ( 1. 96) (Mcd.:.Mce) 112 

2 

Rep-d = ! (l.96)(93.8456-3.2117)
1

/ 2 

2 

Rep-d = ! l. 11 

RESULTADOS DE LA EST~BILIDAD DE LA MUESTRA 

TABLA 11. ESTABILIDAD DE LA b!UESTRA REALIZADA EN REFRIG§ 

RACION, LUZ BLANCA Y OBSCURIDAD DURANTE 6, 9 Y 24 HORAS. 

Resultados dados en porciento de recuper2.ci6n 

tiempo Re frigeraci6n obscuridad luz blanca 

6 101. 29 lOl.28 99.19 

horas 101. 93 lOl.07 39.35 
-· 

:J 94.42 99.78 32.02 

horas S9.69 102.78 99.14 

24 94.84 98.213 86.90 

horas 94.42 90.12 :i2.91 
---
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TABLA 12. RESULTADOS DE LA SUMA DE LAS DUPLICACIONES DE 

CADA TRATA:HENTO E!i LA ESTABILIDAD DE LA MUESTRA. 

Horas Refrigeración Obscuridad Luz blanca 

6 203.22 202.35 198.54 

9 184.11 202. 56 191.2 

24 189.26 188.4 173.81 

Cálculos para la eval~aci6n en la estabilidad de la mue~ 

tra. 

'l:Yi~ = 336792.05 

~Y2 = 168488.46 

Sume. de cuadre..dos del •:rror 

SOe = l:Y2-L.Yi~ 
r 

SCe = 168458.46 - 336792.05 

2 

sce = 92.435 

Media ct<adre.tica del err:>r 

MCe = ~ ~ 92.435 

(r-l)t 9 

MCe 10.27 

10.27 
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Cálculo del valor de "t" de Dunnet para cada combinación 

t = 
(Yi.¿'.rl-100 

{(MCe) 2/r) 1/2 

ti= 
(20~. 22¿'.2)-100 

= 0.50 
(10.27) 1/ 2 

t2= 
(184.ll¿'.2)-100 

= -2.48 
(10.27)1/2 

t3= 
(189. 29¿'.2)-100 

= -l.68 
(10.27) 1/ 2 

t4= 
¡ 202. 35¿'.2)-100 

= 0.37 
(10.27) 1/ 2 

t5= 
(202.56¿'.2l-lOO 

= 0.40 
(10.27)1/ 2 

t6= 
¡1ef.,4¿'.2)-lOO 

= -1.81 
(10.27)1/2 

. 
(128.54¿'.2)-100 

t7= 
(10.27) 1/ 2 = ...;0.23 

¡ 191. 2/2 )-100 
te= c10.21>1/2 

= -1.27 



tg= (179.81/2)-100 = -3.15 

(10.27) 1/ 2 
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TABLA 13. "t" DE DUNNET OBTENIDAS A DIFERENTES CO!iDICIONES 

Y DIFERENTES TIEMPOS, EN LA EVALUACION DE LA ESTABILIDAD 

DE LA MUESTRA. 

E oras Refrigeración Obscuridad Luz blanca 

6 o.so 0.37 -0.23 

9 -2.48 0.40 -1.;.7 

24 -1.68 -l.8l -3.15 

"t" de Durmet de tablas con oe = 0.05 :!: 2.96 



8. DISCUSION DE RESULTADOS 

La especificidad del método fue probada degradando 

el bromuro de propantelina a ácido xantan6icc, el cual 

fue sometido al método de medición a validar, al igual 

que el placebo, donde la muestra de bromuro de propan

telina (A), es la \inica que presenta absorci6n a la 

longitud de onda de 420 nm, lo cual ·se puede observar en 

la figura No. 3 

La tabla No.4 muestra las absorbencias obtenidas a 

420 nm, a cuatro diferentes concentraciones, donde su 

comportamiento lineal esta representado en la gráfica 

No.l, de acuerdo a la tabla No.5 de análisis de la va

rianza, en esta se muestra una F calculada para regre

sión altamente significativa y debido a que es mayor que 

F de tablas, el sistema es lineal. La F para la falta de 

ajuste es menor oue la de tablas indicando que el modelo 

lineal describe la relación entre la cantidad adicionada 

y la propiedad medida. 

El valor del coeficiente de correlaci6n indica igualmen

te la relación lineal entre la concentración y la absor

bancia, donde r 2= 0.97939 

La exactitud se evaluó elaborar1do 10 muestras al 

100 ~ y midiendo su porciento de recuperación como se 

muestra en la tabla No.6, donde al hacer la evaluación 

estadística y comparando con el eatadígrafo de contraste 

t de student, el método es exacto por ser menor tcalc. 

que ttab. 
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LE. tabla No.7 muestra los resultados ñe linealidad 

del. método ócnde se tabular6n los ;11g adici~·naclos y loc.t 

mg recupera<los, donue se representar. en la gráfica No.?. 

pe.ra determimi.r lo. l.inealidad d9l m6touo se realiz6 un 

,.,.,álisis de regresión J.ineal por mfnir.1os cuadrados, 

obteni•mdo tm coeficiente de correlación ele 0.99919 de

mostrando que existe una rela!:!i6n lineal. Para reforzar 

este resultado se hizo un analísis de la varianza, co~o 

se muestra en la tabla No.a, donde se obse:rva que la 

Fcalc. d~ la regresión es mayor que la Ftab. es~o indi

ca que el método es lineal y describe la relación entre 

la cantidad adiciónada y la C8Ltidad recuperada, ya que 

la fal•a de ajuste no es signi.ficativa. 

La reproducibilidad del método se detenainó reali

zmido un análisis de varianza con d.os criterios de cla

sificación entre analista J. día. 
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Ln tabla No.9 musstr" los recobros obtenidos por d"s di

ferentes 1'W?.liatas y dos diferentes días. 

La table. No .10 muestra que no se ve e.fec:tada la reprodu

cibilidad por el día, por el analista se '.lbserva una va

riación de : 3.c3 

La estabilidad de la muestr8 se evaluf. a diferer.tes 

condici'.lnes y a diferentes tiempos como se ve en la tabla 



·' 
No. 11, la evaluación se hizo comparando contra un con

trol que es la "t" de Dunnet donde muestra que las 

muestras a luz blsr.ce. son estables durante 9 horas, las 

muestras en refri gGraci6n y obscuridad son estables 

durante las 24 horas. 

Las muEstras preparadas, por el porcient~ de recupera

ción obtenido, se muestran e>'tables du:"ante un máximo 

de 6 horas, en todas las condiciones. 
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9. CONCLUSIONES 

De los resultados obtenidos se concluye que el mé

todo expuesto es lineal en un rango de concentración de 

0.01 mg/ml a 0.0199 mg/ml; repetible entre concentraci~ 

nes; exacto; específico; la muestra tier.e máxima esta

bilidad de 6 horas. 

El método espectrofotométrico UV-VIS para la detección 

de bromuro de propantelina en la prueba de disolución 

es un método confiable. 
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A-1 

APENDICE 

DESVIACION ESTANDAR 

s 

REGLA DE DECISION PARA LA LINEALIDAD 

Si Fcalc ¿ Ftablas glnum/gldenom 95 % 
Los datos se relacio~'l~n 

Si Fcalc < Ftablas glnum/gldenom 
95 " 

Lo~ datos no se relacionan 

Si FFA < F tablas glnum/gldenom 95 % 
No hay fa.lta de ajuste o sea es una linea recta 

Si FFA > 1' tablas glnum/gldenom 95 % 
Es decir los datos se ajustan a un modelo lineal 



MATRIZ DE TRAT~IENTOS PARA PRECISION, CUANDO SE 

UTILIZAN 2 DIAS 1 2 ANALISTAS Y 3 DETERMINACIONES. 

ANALISTA 

1. 2 

yl.1.1. y21.1. 

1. yl.1.2 y21.2 

DIA yl.1.3 y21.3 

yl.21 y221. 

2 yl22 y222 

yl.23 y223 

Y ••• = yl.1.1.+ yll2+ yl.1.3+•••+ y223 

.. 2 2 2 2 2 
<Y = yl.1.1.+ yll.2+ yl.1.3+•••+ y223 

Y = Y ••• /n 

n = Número de determinaciones en total. 

yl.1.= yl.1.1+ yll.2+ yl.1.3 

y12= yl.21.+ y122+ yl.23 

y21= y21.1.+ y212+ y21.3 

Y22= y221+ y222+. y223 

yl. = yl.l+ yl.2 

y2 = y21+ y22 

A-2 



MATRIZ DE TRATAMIENTOS PARA TABULAR SUMA DE COMBINACIONES 

CONDICION-TIEMPO 

T 

t 
E 

M 

p 

o 

ylll 

y Y. 
112 l.. 

yl21 

y Y. 
122 l.. 

yl31 
y Y. 
l<? l.. 

CONDICION 

y211 y311 

Y. 
y212 J.. 

y 
y312 i. 

y221 y321 

y Y. 
y322 

Y. 
222 l.. l.. 

y231 y331 
Y. 

y1,1,2 
Y. 

y2<2 l.. l.. 

REGLA DE DECISION PARA "t" DE DUNNET 

Si tgle,m, 0.95 La muestra es estable 

Si tgle,m, 0.95 La muestra es inestable 

A-3 
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