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1. INTRODUCCION

El presente trabsjo describe la validacién de un
método espectrofotométrico en la regidén ultravioleta y
Vvisible con el que se cuantifica bromuro de propanteli-
na en tzbletas despuéds de la prueba de disolucién, con
el propbsito de utilizarlo como alternativa, a la deter
minacién por cromatografi{a de lfquidos de alta resolu-

cién, indicada en la farmacopea norteamericana (14).

Ademis, en el contenidc de las péginas siguientes, se
hace referencia a la importancia de la validacifén de mé
todos angliticos y se plantean los factores que involu..
cra. También se presenta un marco tebérico de la espec-—
trofotometrfa en la regién uliravioleta y visible; se
especifican las caracteristicas fisices y quimicas del
bromurc de propantelina y, se comentan otras vias de

cuantificacién del producto.

Reconociendo las necesidades que pueden presentarse en
un laboratorio, c¢i obhjetivo principal fue determinar si
son confiables los resultados obtenidcs en la cuantifi-

cacién.

El método validado se basa en la extraccién por par
iénico del bromuro de propantelina y naranja de metilo
con cloruro de metileno. El métode y el material se

presentan en el capitulo 6.



Los resultedos se evaluarén’ icamente para

coneluir que el método es‘espeéifig

v lineal. Asimismo, se establéecid.
trofotométrico que detecta el bro d

en 1a prueba de disclucién es confiable ',._19

reciso, exgeto -



2. FUNDAMENTACION DEL TEMA

2.1 Validacidén

2.1.1 Definjieidn. La validacibn de métodos analiti-
cuos, es el proceso que determina la aceptabilidzd de una
metodologfa para dar datos analiticos utiles, los cuales

son confiables, reproducibles y no dan falsos positivos.

La manera clésica para la validacién de un método
analftico es analizar muestras de referencia, que son si
milares a muestras problema, comparando los r sultados
para dar valores certificados. ‘

‘La validacién 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 mé.: el
prineipio active (7).

. 2.1.2 Importancia. La validacidn es un interés de
la industria farmacéutica por el aumento de nuevos pro-
ductos relacionados con la salud y los cuales requieren
de métodos de andlisis apropiados.

Por medio de una validacién se pueden detectar errores.
Un método analitico esta sujeto a dos tipos de error, el
sistemédtico y el aleatorio. El primero es el que da lu-
gar & medidas incorrectas que pueden ser asignadas a

una causa especffica (3 ).




Las causss del error son las siguientes:
- Instrumental

- Metodologia

- Operacién

- Analista

La evaluacién se hace por medio del recobro experimental
obtenido de un placebo cargado el cual evalua el error
sistemdtico constante, que es independiente de la canti-
dad de férmaco presente en la muestra.

Otro procedimiento es la linealidad, la cual evalua el
srror proporcional, que es dependiente de la cantidad de
férmaco presente en el placebo.

E)l error aleatori. da lugar a medidas imprecisas, éste
permanece ain cuando se ha eliminado el error sisteméti-

co (13).

2.2 .3 Pactoreg involucrados. La validacién de méto-

dns 25 un juicio de valores donde los parametros de éste
son evaluados r~+a determinar la confiabilidad de los ds

05 analitico:

2.1.3.1 Especificidad. En el anélisis de productos farma
céuticos es neceserio verificar la capacidad del método
para determinar el principio activo, sin que exista in-
terferencia por parte de otro férmaco, de excipientes,

de impurezas o de productos de degradacién (6 ).



>k2.1;3.2,Exéctitud. Es.la medida~dexcuéhtoiié§ dété:m£ﬁgf

"‘ciones se’ desvian del valor verdsdero.. Esto imnli
conocimiento exacto del valor verdadero qﬂe'haksidoy'
comparado con un patrén aceptable y que se utiliéa qomo
exacto o verdadero (3). ’ .
La exactitud se refiere a aue en un minimo de diez de-
terminaciones para placebo cargade, a la misma cantidad
de férmaco, el valor que se obtenga sea equivalente es-
tadisticamente al valor real (100 #).

Los resultados se evalusn en porciento de” recuperacién,

de la siguiunte manera:

cuantidad recuperada

X 100 = porciento de recupefacién
cantidad adicionada ; -

Se caloulan los siguientes terminos:

~ Sumz de cuadrados de % rccuperado (£Y2)

- 3ums de porciento recuperado (TY)

- WMedia aritmética (Y)

- Desyiacién eslandar del poreciento recuperado (S)

- Se¢ determina en la tabla de distribucidn de "t de
student el valor téorico con .-l grados de libertad
¥ nivel de significancia de 0.3975

- Se celcula el intervalo de confianza para el porcien;
to de recobro (IC)

¢ = ¥ L ¢(n-1, 0.975) S
n i/2



Si t = t(n-l, 0.975)
Si°  te= t(n-1, 0.975) .el método es exacto

o1 método no es exacto

2.1.3.3 Precisién, BEs uns wodids de la reproducibilidad
de las determinaciones. Significa que con el métode

que se esta validando, se obtenga estad{sticemente un
mismo resultado las veces gue se haga la determinacién
de una cantided cbnstante, que puede ser bajo las mis-
.mas condiciones (repetibilidad) o bien bajo diferentes
condiciones (reproducibilidad).

Sin embargo, una buena precisibén no significa buena
exactitud, ya que es posible cometer una y otra vez el

mismo error (9).

El estudio de precisidén se hace mediante un disefio
completamente al azar. Los cuales son aquellos en los
que las condiciones de andlisis se asignan en forma
aleatoria & lzs muestras de sndlisis (placebo cargado,

producto terminsdo, proceso).

Las condiciones de andlisis son determinadas por el
disefio de tratamientos en el cual se fija el nimero de
fectores y los niveles de cede factor que se desean

estudiar.,



Para la evaluacién de precisidn son necesarios los

conceptos siguientes:

Variable de respuesta. Es la variable que se ve a medir

en el experimento (recobro experimental, veloracién).

: Factor. Es la variable gque va a ser controlada para de-
terminar si afecta a la variable de respuesta (analista,

dfa, equipo).

Niveles del fazctor. Son las clasificaciones de éste den

tro del experimento (2 o mis dias, 2 o mAs analistas,

2 o mis equipos).

Tratamiento. Es un conjunto particular de nivel(es) de
factor(es) a evaluar experimentalmente (manalista, dia,

equipo).

Bl modelo estadistico para el estudio de precisién es
el siguiente:

Tige™ B+ A+ Dyeay + Bygayy

Yijk= recobro experimental asociado al k-&simo placebo
adicionado en el j—ésimo dfa para el i-ésimo ana=-
lista.

Ai = efecto del i-ésimo analista sobre él recobro

experimental i= l...a
Dj(i)= efecto del j-ésimo df{a en el i-ésimo anzalista
' scbre el recobro experimental j = 1...d

B /.= i -
1 (13) error experimental k= l...r



El ﬂﬂdllsls de’ vnrlanza es una técnlca empleada

comunmente nars determlnar la magnltud de 1~ varlmclén

de los factorpq <obre 1a varlable de resnuesta Y es aplL

¢b1e en muchas sltuaclones experlmentales dlferentes,

‘con varios gr=dos de comple jidad (lO)

 ‘E1 objetivo principal del anélisis de 1a‘

ftermlnar la lnfluen01a de cada- fzctor,

en comb1nac16n sobre clerta varlable de reSpuesta.-

TABLA No. 1 Andlisis de la varianzﬂ'péré,él“mddelo de

precisién
fuente de} grados de suma de media ¥
. calc.
variacidn 1iberta§ cugdrados cuadratica
A, a-1 Y2 - ¥® |[sc/gl, (Mo /mMC
i iee _ Ceee| TUa/B A
dr adr
D : £eY’, £Y° |sc/e.  |mMc_smc
(1) (a=1)a ij. =l & i
. r dr
; ey : ; »
: ?k(l;]?, Jz-1)aa Reryl EEYD | Sc/el;
r
A= Analista SC= Suma de cuadrados
D= Dia MC= Media cuadratica



2.1.3.4 Linealidad. Bsta d:finida como la veriacién de
1n centidad de fﬁrmaco recnbrado por el mé€odo, como
una funcidn de la cantidad de férmaco prsssnte en el
nlacebo cargado (7).

Cuando se valida un métods de andlisis €= necesaric ve-
rificer que se oblengan ~esultados que se relacionen 1li

nealmente a diferentes cor.centraciones.

/7 .
cantidad 5 7 AS B
racuperada : it
v y
—
/) 7
e
- /s
e
cantidad adicionada

Figura No.l: Recobros experimentales sue mues-
- tran 12z arrores proporcionales. Dinea 4 situa

cidr ideal, B presenta error sisteuwdtico, C

nuestra error consistente, D smuestra un método

ro lineal .

La figura No.l muestrs la relacidén de recobros experimen
tales donde la linem A representa uns situacién ijdeal,es.
decir, sin error proporcional, teniendo una pendiente

de uno y una ordenada al origen de cero, ls linea B
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dient~ es d1ferente de uno,'

origen de cero, la 11nea D es’ un 937

método no linezl, la linea E tlene un

: onstﬁnte‘y:; ‘

muestra que puede ser lineal pero 1nadecu060 para ensa— "

yos de baaa concentra016n.

Linealidad del método de medicién. Es la relaéi¢p7§pefse -

establece mediante una linesz recta, entre una prdpie&ad 

medible (cantidad de férmaco recuperadc) y el valor
real de la propiedad (cantidzd adicionada).

Se realiza cuando menos a tres diferentes concentracio-

nes incluyendo el 106 %, haciendo los andlisis por tripii

cedo de cada concentracifén.

Linealidad del sistema de medicién. Es la relacidn que
se establece mediante una linea recta. entre una propie-
dad fisica, quimica o bioldgica con la centidad‘de fér-
maco. » :

Los criterios para considerar un méfodo;o_sistema lineal
son los siguientes: N e B )
b= O ‘

m> 0.99

r%g .98



Para ver1f1car la llnealldad se hace con ayud" del.
V'BHQIISLS de 1a vaJlanza (ANADEVA) o prueba de’ F7(3) T

a 11nea11dad

TABLA No 2 Anélls1s de la varxanza par

X kuente‘dé grédos de suma de zgv3ﬂmédié F e
veriacién | libertad cuadrados - éuﬁdraticé '
Rezresifn 1 bZX+mZXY-(§X)2' SCR/1 MCR/MCER

‘n = ;
Error de |, rv? (DEY+mEXY) | SCER/n-2
regresién o
[Falta de .
Juste Ereé Epuro scEréé SQEpQro scFA/g{A MﬁémcEP
rror
2 .2
lpuro (r-1)c EY - ZYi, SCop
T
(r-l)c
Es Error :

S8CR= Sumz de cuadrzdoz de regresibn
SCER= Suma de cu=zd:=dos de error de regresidn
SCR= Suma de cuadrzdos de regresién '
MCRZ Media de cuadrados de regresién

MCER= MediZ de cuadrados del error de regresién

11
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2.1,3.% Estgbilidad de la muestra. Son lzs condiciones

‘ en ‘las cuales la muestra preparada mantiene constante

su propiedad medible en un lapso determinado de tiempo
(horas, dias). Si las muestras presentan algun cambio
quimico o fisico se establece la condicién de almacena-
miento para las muestras preparadas.

Para evaluar la estabilided de las muestras se someten
a diferentes condiciones de almacenamiento, como pueden
ser a refrigeracién, obscuridad o temperatura ambiente,
los muestras se andlizan antes de ser almacenadas y des-
pués de un tiempo determinado dependiendo de nuestro mé-

todo de andlisis.
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2.2 Espectrofotométria ultravioleta-visible. La absorcién

Yy emisién de energia radiante que realizan las moléculas

¥ los Atomos constituyen el fundamentos de muchos procedi-
mientos en quimica analfitica.

La posicién de una absorcibén o emisién se expresa median-
te tres unidades diferentes: longitud de onda, frecuencia
¥y energfa. DLa unidad de la longitud de onda,}\, es el cm,
subdividido en milimicras (mA= 10_7cm), nanémetros

8

(nm’ 10—7cm), angstroms {(§ = 10 "cm) y micrémetros

i

Hm = 10—4). La unidad de frecuencia es el ciclo por se-
» gundo {(Hz) y las unidades de energla son el electrovoltio
(eV, Kev, meV), la calorfa (cal, Kcal), el ndmerc de on-
-1 .
das (cm ) y el ergio.
2,2.1 Absoreidn y emisién de radiacibn electromagné—

tica. Cuando un &tomc o molécula absorbe energia, pasé a
un estado de mayor energia o estado excitado. A cada esta
do excitado puede asignérsele un nivel de energfa defini-
do y todos los posibles estados son caracteristicos de ca
da 4tomo o molécula. En la figura No.2 se muestra un dia-

grama simplificado de niveles energéticos para un 4tomo o

molécula.
E E*
n
e
2 Absore¢idn Emisidn
f
a . £°

Figura No.2 Diamgrama de niveles de energia: E® nivel

energético bajo; E* nivel energftico alto .



Las’ dos lIneaﬂ 1zontale'
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epre%entan dos nlveles ener’

géticos. Si gl 51stema se’ le: proporclona energia en far-

ma de luz o calor, un e;ectrén pasaré del eetado de- E®

al de E”. Esta absorcién hace sue le molécula o ﬁtomo se

encuentre en estado excitado. lna vez en el estado excl—

tado, las especies eliminan el exceso de.eqergia medlan— .

te varios procesos; en primer lugérf ig ﬁarficula ener}'
.gética puede chocer con moldculas de disolvente o con
otras moléculas y trensferir la energfa ‘a 'su entorno; en
segundo, las especies se desactivan emitiendo un fotén
(emisién) ecuivalente a la diferenci= energética entre
los dos niveles E' y E°. En ambos cesos, la molécula o‘
‘Atomc regresa a su estado electrénico fundamental (7,%).
2.2.2 Ley de Beer. La especctrofotometria analitica
cuantitativa se basa en dos leyss fundamentales. Estas
se refieren al cembio de energfa radiwnte de un haz de
luz monocromdtica al varisr el cemino éptico de le mues-
tra, b, ¥ la concentracién de la muestra, c.
La primera ley, atribuida = Bouger, dice oue a unz lon-
gitud de onda en lz que pueda acurrir sbhsorcidn, al au-
mentsr el espesor de lz muesztr: sbsorbente disminuird la
cantidad de luz transmitids a trevés de ells.
La energfa incidente de radiacidn monocromética se deno-
mina Po y la transmitida P. La absorcidén esta definida

como:
A = -log P/Po
La segunda ley ectablece gue a una longitud de onda en

la que pueda ocurrir =bsorcién, al aumentar la concentra

cidn e la soluciédn absorbente disminuirid 1z energiz lu-



minosa, transmitida en una foma logaritm:.ca s:.mllar a

la ley enteriormente menclona

k' estd relacloneda con 1a 1ntens1dad de absorc:.dn. .

se obtlene 1a ecuaclén de 1a

Combinando las’ d.os 1eye
1ey de Beer: ’ R
A kbe
donde XK es 1la absort:w:.dad de la muestra, b es el camino
6pt:|.co ¥y cies la concentracién.
Las desviaciones de la ley de Beer son de dos tipos, po-
““sitivas 'y negativas. Los factores que pueden causarla
sen; condiciones ambientzles, errores instrumentales-y
desviaciones quimicas (7).

2.2.3 Transiciones. La transicién ocurre cuando un
electrén es promovido de un orbital lleno a uno vacfo.
.Las transiciones electrénicas en moléculas Orgénicas ca-
si siempre implican de tipo n ¢ v C\TJ-

Los electrones @ se localizan en los enlzces < ; un
wjemplo es el enlace de valencia simple entre dos 4tomos
4e carbono de un hidrocarburo saturezdo.
Los electrones f) son electrones no enlazantes que se en
cuentran en Atomos como N, O, halégenos o S. Estos pue-
den sufrir dos tipos de transiciones:

. *

V] —T Yy —0q

Los enlaces no ssturados sbarcan cuatro electrones, dos
97 y dos ¢
Los grupos orgénicos que sufren transiciones r‘
ll

~
Ny
qrse clasifican croméforos (grupos productores de

15
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colyor)‘

Muchas sustanc‘.\.as n by

-lo que se observan transmlones tales como"‘k-rl.’V
n q—, Ay ¢ d
UV.y visible.

T, todés en ‘las: reglones

2.2.4 Instrumental. Todo espectrofotémetro -de UV y:

visible esta formado de los siguientes componentes:

Fuente - de Monocromador ares de Detector
—> —_— —> —»
radiacién © ‘muestra

'

7 ',yrAmpl,virifiéra’d,or ‘————# Registrador

1- Fuente .de radiacién. Dos fuentes de radiacién son ne-
'ées'aria;s pé.ra. cubrir el rango UV-visible, una limpara de
tungsteno es una buena fuente de radiacién para'la re-
gibn vigible, en la regién UV, la fuente de energifa més

usual es una lémpzrs de descarga de deuterio o hidrégeno.



2- Monoeromador. “Este d15p051t1vo'

tica adecuada.

ut1112a para conver

tir la radlaclén pollcrometlca ) a forma monocromé

El ‘mecanismo de dlspe*Slén controla el caracter mono-

cronétlco de la rzdiacién. oue "incid

sobr la ﬂuestra

Los mecanismos de dlsper516n més comunes son los prls—;

‘nas ¥y las redes, se pueden emplear. al efectuar un es—il'

pectro de barrido.

'Area'de muestra. Las celdas que contienenyla‘muestra

“"han-de’ser transparentes a la radiacidn, por lo que se

‘emplean celdss de vidrio en la regidn visible v celdas

“lde sflice en el ultrsvinleta.

,:Detector. En lns espectrofotbmetros de UV-VIS se em-

plean dispositivos electrdnicos que se conocen como

fototubos y fototutomultiplicezdorss, para deteciar

lz intensidzd de radiacidrn transmitida por la muestra.
Medider o registrador. La sefial del detector se alimen
ta con un circuito potenciométrico, que se gradus pars
‘btener ua dato 5 lectura ds trznsmitanciz o absorban-
eia . Iws espectrofoidmetros registraderes trazan un
registro de la =zbhiorbzncis sobre papel; con estos ins-
firumentos se registra autométicamente el espectro de
ﬁbsorbancia completo, y el propio instrumento explora
el intervelo de longitud de onds y dibuja la curva

absorbancia-longitud de onda .,
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2.3 Bromuro de él%pgnte1ina,"’ ;
N-(1-metil ebil)=N-(2-((9H-xsnten

bronure.Lu estructura quf

: 'CkaOQ‘ )oxijetii)'l‘v

iea és la siguiertos

CH(CH, ), ,
OOCH,,CH, . CH, Br

3
CH(CH3)2

P.M, 448.42 g
2.3.1 Propiedades ff{sices' y quimicas. El bromuro de

propuantelina es un polvo blanco, cristalino, de sator
amargo, con punto de fusidén de 159—16100.

Muy soluble en sgus, slcohol y clorafurmo, practicamente
insnluble en £tsr y bencenc,

Es inestable al medio mbiente, sufre hidrélisis degra-
dandose z dcido xantznoico,lsz estructura quimica es la

siguicute (15).

COCH
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2.3.2 Accidn farmacoldgica. El bromuro de propante-

lina es un agente -nticolinérgico derivado del amonio
cuaternario, es efectivo tanto para diswinuir las secre-~
ciones, como para inhibir los espasmos y la movilidad in
testinal y gdstrica, de las vias biliares y urinarias.
Por su intensa accién antiespasmédica, el bromuro de pro
pantelina, alivia rédpidamente el dolor caussdo por gas-—
tritis y dlcera péptica al reducir la secrecién géstrica,
81 ge administra en forma cont‘nua y por tiempo suficien
te, se facilita la curacién de la mucosa gastro-duodenal.
La toxicidad es baja, ya que en las ratas la dosis
letal media (DL50) por via oral es de 620 mg por kg lo
cusl equivaldria aproximadamente a unos 30 a 40 g para
el hombre {(1).
El bromuro de propantelina se presenta en tabletas de
15 mg la dosis en la majoria de los casos basta adminis-

trar una tableta csda 6 horas.

2.3.3 Métodos_de andlisis. El bromuro de propanteli
na este formado por un compuesto cuaternario de amonio y
un carboxilico xanteno. k
Una de las formas de detectar las sales cuaternarias de
amonio es por medio fotométrico ubilizando hexanitrodi-
fenilamina, con la cual fbrman un complejo el cual puede

ser extraido cen cloruro de metileno (11).



Indlcadores como el verde ae browocresol forman

20

falternatlvas para 1a determlnacldn absortlmétrlce de S8

les de amonzo en solucxén acuosa extrefdas por un’ solven

".te (8)

'Otra forma de analizarlo es por cromatografia de liqul—

. dos de alta resolucidén (14).

~ El método validado para la determinacién de bromuro
de propantelina es por espectrofotometris UV-VIS en el
bual utilizando naranja de metilo en sgolucidén amortigua-
‘dora de fosfatos pH 8.0, se forma un compuesto colorido
entre el bromuro de propantelina y el naranja de metilo,
el cual se extrae'utilizando clorurc de metileno (4),

‘este método de extraccién es por par ibnico.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El bromuro de propsntelina es un farmaco que se
cuantifica en muestres de disolucién por cromatografia
de liquidos de alta resolucién de acuerde a la farmaco-
pea USP XXI (14) , el cual es un método -me necesita de
equipo especial pira noder reslizarlo, por esta razén
s2e establecio la necesidad de validar un método alterna
tivo que permita cuantificar por espectrofotometria

UV-VIS el bromuro de propantelina.
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4. OBJETIVOS

Los objetivos de este tretajo fuerén-determinar::

-

Especificidad del método anelltico
Linealided del sistema : .
Exactitud

Linealidad del método enalitico
Precisién del método znalitico

Est:bilidad de la muestra
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‘5‘ HIPOTESIS

"Un método analitico es valido si cumplé con las ca |
racterfsticas de precisidn, exactitud, linealidad y es~
pecificidzd, por lo que el nétodo para la cuantificacién
de bromurc de propantelina se dice que es valido si cum-

nle con las caracteristicas mencioradas.
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6. MATERIAL Y METODO

< Material:

M=ztraces volumétricos de 100 ml

Matraz velumétrico de ZOCVhl‘

Embudos de tallo corto para.filtracién
Pipetas volumésricas de 10 ml

Metraces volumétricos de 5C md.

Bureta de 50 ml

Pipetas Pasteur

Tubos de ensaye de 50 ml

Gradilla

Papél Whatman No. 41 ///

Equipo:

-

Balanza analftica digital Saftorius tipo 2403
Bzlanza granataris Mettler PC 180G
Espectrofotométro SP3-400 UV/VIS PYE UNICAM
gefrigerador IEM Westinghouse 705

Potenciémetro Conductronic pH 20

Sustancias:

Bromuro de propentelina gradé farmacéutico (Vita Drog.)
Fosfsto de potasio monobdzsico (Productos Quimicbs '
Monterrey)

Cloruro de metileno (J.T. Baker)

Haranja de metilo (J.7T., Beker)

Hidréxido de sodio {(J.T. Baker)

Agua deionizada
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Scluciones . §réparadéé‘ségﬁn'
la val1da016n del método_ana i
'aoluclén de fosfato de potas
Se d1501V16 27. 22 g de fas;ato
afua y se d1luy6 a 1000 ml.

Soluc16n de hxdr6x1do de SOle 0.2 M e
Se pesé 0.8 g de hidréxido de sodio, se d1=01v1 :
agua y se diluyé pzra 100 ml. )

Soiucidn amortiguadera de fosfatos pH 8.0 :
Se transfirieron 50 ml de la solucién de fosfato de po-
tasio monobfsico 0.2 M en un mitraz voluméirico de
200 ml, y se adicionarsn 46.1 ml de la solucién de
hidréxido de sodio C.2 M .

Una vez preparada la solucién amortigusdora de fos
fatos pH 8.0, se ajusté el pH en el potenciométro con
hidréxido de sodio o #cido clorhidrico 0.1 N, teniendo

un rahngc de variacidn de Y o.02 .

Solucién de naranja de metilo al 3.7 mg/ml en solucidn
amortiguzdora de fosfatos pH 8.0 :

Se pesb 3.7 mg de narenja de metilo y se transfirieron
a un matraz volumétrico de 10C ml, se disolvié y aforé

copn solucidén amortiguadora de fosfatos pH 8.0 .
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En el siguiente diagrama de flujo se muestra-la’ nvlefo‘d.o-'-

logfa analitica a vslidar

Se prepara una solucién de bromuro
de propantelina a 16.6 mg/ml con
placebo, (A)

Filtrar la solucién

Transferir 10 ml del filtrado (A)
a un matraz de 100 ml y aforsr (B).

Transferir 10 ml de (B) a un matresz
de 50 ml volumétrico y adicionar:
10 ml de solucién de naranja de me
tilo en solucién amortigusdora de
fosfatos pH 8.0 .

|

Reposar 10 min.

|

Adicionar 20 ml de cloruro de meti-

leno y reposar 10 min.

Separar la fase acuosa, filtrzr ls
fase orgéinica y leerla al espectro
a 420 nm.



6.1 Especificidad
El bromuro de propentelina es un férmeco que se

hidroliza facilmente, dando como producto de degradacidn‘

Adcido xantanoico, por lo que la especificidad se realizd

pare verificar que no habfa interferencia debide a éste,

as{ como al placebo.

Método:

1- Se pesaron 16.6 mg de bromuro de propentelina y se
transfirierén a matreces velumétricos de 100 ml, se
adicion$§ a ceda uno 2 ml de hidréxido de sodio 0.1 N,
se calentarén hasta sequedad, se les agregd agua
aproximadamente 40 ml, se agitarén hasta disolver, se
les agreg$ agua hasta la marca del aforo y se mezcla~
rén.

2~ Se pesaron 260.1 mg de placebo por triplicado, se
trangfirieron a matraces volumétricos de 100 ml, se
adiciond a ceda uns 40 ml de a2gua aproximadzmente, se
agité hasta disolver, se aforarén y mezclardén cada
uno de los matraces.

3~ Se pesaren 16.6 mg de bromuro de propantelina y se
transfirieron a matraces volumétricos de 100 ml, se
les agregd agua, aproximadamente 40 ml, se agitardn,
se disolvierén, se aforarén y se mezclerén ca%a uno
de los matraces.

4~ Se filtré el contenido de los matraces a través de
papel whatman No.4l, eliminando los primercs milili=-
tros de cada uno.

5- Be transfirieron 10 ml de cada matraz a matraces volu
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métrlcos de 1OG ml, adlclonando agua hcsta ia mercs
del aforo seguldo de agltaclén.

Se transfxrleron 10 ml de ceds matre2 a matrasces vo-

o lumétricéé de 50 ml y se les adicions 10 ml de naran-

ﬁé de metilo-al 3.7 mg/ml en solucibr. amortiguadora
de fosfatos pH 8.0, se de jaron reposer 10 min, se
lee adicioné 20 ml de clorurc de metileno con ayuda
de una bureta y se agitarén menualmente por un min.
Se transfirieron a tubos de ensaye y se dejarén repo-
sar 10 min.

Se separd la fese acuosa con ayuda de uns pipeta gra-
duada y una ?ésteur, ge filtrardn les feses orgdnicas
con papel whatman No.4l desechzndo los primeros mili-
litros del filtrado.

Se leyerdén las muestras a una longitud de onda de

420 nm en el espectrofotométro, usendo el clorurc de

metileno como blanco.

10-Para asegurar la degradacidn del bromuro de propante~

lina, se hizo una cromatografia er capa fina, usando

silica gel GF utilizando placas de vidrio de medi-

254
da 2.5 X 7 cn.
Se pesaron 16.6 mg de brecmuro de propantelina y se le
adicioné 2 ml de hidréxido de sodic 0.1 N y se lleva-
ron a 10 ml con metanol, una vez evaporada la muestra
a sequedad, se aplicarén 50/K1 en la placa y se eluyo
en metanol-dc. férmico-zgus (75:10:15), una vez elui-
de se reveld con lémpara de luz U.U.
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6.2 Linealidad del sistema de medicidn

1- Se pesé 33.2 mg de bromuro de propantelina, se trans-
firié a un matraz volumétrico de 200 ml, se agregh
agua para disolver y se 1llevd a la marca del afore
seguido de agitacién. '

2- Se filtré el contenido del matraz a través de papel
*filtro wathman No.4l, eliminando los primeros milili-
tros.

3- Se tomaron por triplicado las siguientes partes alf-
cuotas; 6, 8, 10 y 12 ml, se transfirieron a matraces
voiumétricos de 100 ml, se adicioné ague hasta la mer
ca del aforo y se agité.

4~ Se transfirieron 10 ml de cade matraz a matraces volu
métricos de 50 ml, se les adiciond a cada uno 10 ml
de naranja de metilo en solucién amortiguadora de fog
fatos pH 8.0, se dejarén repcsar 10 min, se les adi-
ciond 20 ml de cloruro de metileno con ayuda de una
bureta ¥y se agitarén menualmente durante un minuto,
se transfirieron a tubos de ensaye, se dejaron sepa-
rar las fases reposando durante L0 minutos.

5- Se separdé la fase acuosa con ayuda de una pipeta gra-
duada y una Pasteur, se filtré la fase orgénica a tra
vés de papel Whatmen No.41l, desechandc los primeros
mililitros del filtrado, se determind la abscrovancia
de la fase orgénica a 420 nm en el espectrofotométro,

utilizando cloruro de metilexno como blanco.



€.3 Exsctitud

1-

6-

7-

Se pesé 16.6 mg de bromurc de propantelinz y =e .tra:_§

‘firid a un matraz volumé:rico de 100 ml, se adicioné

260.1 mg de vplaceto, se agregd agua psre disolver y
se 1levd = la merca del aforo seguido de agitacidn.
Se filtré el conterido del matrsz eliminando 1os pri-
meros mililitros.

De la solucién anterior se tremsfirieron 10 ml a un
matraz volumétrico de 100 ml, se gdicionéd agua hasta
la merca del aforc y se agith.

Se transfirieron 10 ml de le solucién anterior a un
metraz voluméirico de 50 nl, se adiciond 10 ml de na-
ranja de metilo (sl 3.7 mg/ml en solucidn smortigue-
dora de fosfasos pH 8.0), y se dejd reposar 10 min,
se adicioné 20 ml de cloruro de metileno y se agitéd
nanualpente darsnte un minut?, se transfirié a un
tubo de enseye y sz dejd revosar 10 min.

Se separs la fase acuosa con ayuda de une pipria gra-
duada y una Pzsteur, se filtré la fase orgénica, dese
chando 1o prircercs mililitros y se determind 1lz ab-
sorbancis del filirado a 420 nm en el espectrofoiomé-
tro, utilizando cloruro de inetileno como blanco.

Se realizd unz sslucidn ¢stAndar siguiends los pasos
Y2 3, 47 5.

S¢ efectud 1, 2, 3, 4 y 5 por dectuplicado.

Y



31

6.4 Linealidad del método analitico.

1- Se pesarén 10 mg de bromurc de propentelina por tri-
plicado, se transfirieron a matraces volumétricos de
100 ml, se adiciond e cada uno 2é0.1 mg de placebo.

2~ Se pesardn 13.3 mg de bromuro de propantelina por
triplicedo, se transfirieron a matraces volumétricos
de 100 ml, se zdiciond a cada uno 260.1 mg de place-
bo.

3- Se pesarén 16.6 mg de bromuro de propantelina por
triplicado, se trensfirieron g mstraces volumétrices’
de 100 ml, se adiciond a cada uno 260.1 mg de place-
bo.

4- Se pesarén 19.9 mg de bromuro de propantelina por
triplicado, se transfirieron a malraces volumétricos
de 100 ml, se adicioné a cada uno 260.1 mg de placeho.

5~ Se agregd zguz para disolver a 1, 2, 3 y 4, se lleva-
ron hasta la linea de aforo y se agitaron. ’

6~ Se filtr6 ceda una de las soluciones anteriores a tra
vés de papel Whetiman-No. 41.

T- Se transtfirié 10 ml de cada solucién a matraces volu-
métricoas de 100 ml, se adiciorné agua hasta la linea
de aforé y se zgité.

8- Se transfirié 10 ml de czda solucibén a matraces volu-
métricos de 5G ml, se adiciondé 10 ml de naranja de
metilo (al 3.7 mg/ml en solucibn amortiguadors de fog
fatos pH 8.0), se dejé reposar 10 min, se adicioné

20 ml de cloruro de metileno, y se zgit$ manuslmente
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duraznte nn minuto, se: trwnaflrl'ron 155 aoluc1ones a:

_tubos de ensaye | y se de;aron reposar‘lo n‘nut)

9- Su =epa16 la fes

ncuosa, se flltrar01 laa fasee orgé,

nlcas ¥ se determlnd ia absorhanola a 420 ey u;;

zando c‘oruro de metxlenoﬂcomo blanco.“
10-Se preparé una soluc’
3,5, 6, 7,8y9

iestaninr 31gu1endo 1os pasos

6.5 Precisibn - g . ‘

1~ Se pesb 16.6 mg de bromuro. de propantellna y,s
firid a ur matrazz volumétrico de 100 wul,; se adlclond )
260.1 mg de placebo, se disolvid en =gua, .se llevd a-
la merca de aforo y se agits.,

2- Se filtrS le solucifn anterior a través de papei what
mer. No. 41 desechands los primeros mililitros.

3~ Se transfirid 10 ml de la solueidn a un n=traz de
10C ml, se adicioné agua lLasta aforo y se zgitd.

4~ Se transfirid 10 ml de lz solucién anterior s un ma-
éraz volumétrico de 50 ml, se adicicné 10 ml de naran
ja de metilo (al 3.7 mg/ml en sclueidn amertiguadora
de fosfatos pH B.0) dejsndo reposar 10 min, se adi-
ciond 20 ml de clorurc d2 m:stileno con eyuds de una
tureta, se agitd msnualmente durante un minuto y se
transfirié a tubos de ensaye dejando reposar 10 min.

5- Se separd le fese acuosa, se filtrdé la fase orgénica

¥y se Getermind la absorbancis & 420 nm, utilizando
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clorufd dé«méfi}gﬁ6 Eom
6~ Se preparé uhéfgéiugiéh
1,2, 3, 4y 5. e
- Se" afectud _ $ripl adogpqrdeS?
- diferentésvéﬁéliéfgé‘y\dQsldl4 fgﬁfééldias}f‘l o

6.6 Estebilided de la muestra

1- Le metodnlugfsz es la amisma que en prscisiln, sigaien-~
4o los pasos 1, 2, 3, 4 y 5 héﬂta 12 s2paracibén de la
fase acuosa, se filtré la fzse crgdnice depcsitendola
en tubos de ensaye.

2- Se realizé lo anterior 12 veces.

3~ Fe taparén los tubos con papel aluminio pers evitar
evaporacidén, se colocsrdén 6 tubos en luz blanca, & en
obscuridad y & eén refrigeracién.

4- Se deturminaron las abstrbenciss inicialmente y a las
6, 9 ¥ 24 horazs de 2 uunestras diferentes de cada con-
dicién, s 420 nm ubilizendo como blanco cloruro de me
tileno y comparand2 contra un: solucién estandar recien

preparade tara cade lechura a diferente tiemzo.
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T. RESULTADOS

Resultedos de especificidad

[ e T AR - I e g R~ I = )

longitud de onda

Figura No.3 Gréfica que muestra la especificidad del méto-
. do,{(A)bromuro de propantelina,(B)bromuro de propantelina

degradada,{C)placebo de bromuro de propantelina.

)

Figura No.4 muestra (A)bromu-
ro de propantelina, (B)bromuro
de propantelina degradada .

(AJRE=0.22 (B)RE=0.91 R I3
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TABLA 4. RESULTADOS DE LINEALIDAD DEL SISTENA DE WELICICN
"PARA DETECCION DE BRCNURO DE PROPANTELINA POR ESFECTROFO-
TOMETRIA EN LA PRUEBA DE DISOLUCION,

Lecturas obtenidas a 420 nm,

% adicionado mg adicionzdos Absorbanciss obtenidesd

Al A2 A2
60 0.996 0.233 , C.267 , 0.243
80 1.328 0.364 , 0.312, 0,355

U 0.487 , 0.443 , C.AT0

0.582 , 0.553 , 0.591




Cflculo de le pendiente

=X = 17.928

=Y = 4.878

Y%= 2.167776
2. 28.437792

=X
XY 7.83486%

i

o

i

i (EX-(EX)(EY)

m
n (}:xz)—(s;)c)2

o . 12(7.835)-(17.928)(4.875)
12(28.438)—(17.928)°

m = 0.33096

C4leulo de lg ordenadsa al origen

p 2L m(E X)

n

4.878 = 0.33096(17.928)
12

o
i

-~0.08795

Cileulo 8=l cceficiente de correlacién

2 _ (n(=xy)-(=3)(2Y) )2

T T e 0d (=) (21

2 _ (12(7,934863)-17.926(4.879))°
(12(28.437792)-(17.928) %) (12(2.167776)-( 23.795) )

r? = 0.97930

36



Elaboracién de la tabla dsl anelfsis de-1a v.arianza'
CAleulo dc la suma de cuamdrados dz regresién (SCr) -

Ta(TXY) 4 B(EY) - (=03

SCr =

‘ n

SCr = 0.33096(7.835)+(-o.08795)(4.878)—(4.878)2
12

SCr = 0.1811445

“C&leulo de la suma de cusdrndos del error de,’regrérsi_én"t”', :

SCer =2Y - n(EXY)-e(ZY)
SCer = 2.,167776 - 0.33096(7.835) - (-O. 08795)(4 78)
SCer = 3.776 X 1073 :

Célculo de 1a suma de cuadrados del error puro (Scep)
SCep -EY - (=vi.” )
T

2.168 - (6.493)

3
3

SCep

n

SCep = 3.666 X 10~

C4lculo de la suma de cuadrados de la falta de ajuste
SCfa = SCer - SCep .

SCfa = 3.776 X 1073- 3.66 X 1073

SCfa = 1.1 X 1072 '

37



TABLA 5. ANALISIS DE LA VARIANZA

Evaluacifn de la linealidad del sistema de medicién

Paonte de grados de sumg de nedia de Fcalc
L!ariacién litertad cuadrados cuadrndos

Regresién 1 0.1811445. 0.1811445 479.73
rrcr de JE S

egresidn 10 3.7'_767(10,

lﬁ‘alta de S

k2 jugte 2 11X 10

puro B 3.666)(10‘-34'583_}(10‘4 s aB
1j‘glr, gler ° 0.99 'Fglfa, glep: 0.95

Fl, 10 ° 10.04 2, 8 : 4.46




LY
‘Absorbancias
i 0.55 -
‘obtenidas

045 o

0.5

SR LT r%2 0097939

o3 Lot m= 0433096
Lol T 1 =e0,08735

o e

H . =

; LR S

f .

§ SR K -y e 2 T 1 T Y Y 7 T
; ‘08 1.4 %] 15 1.7 18
: mg de bromuro de propantelina adicionados

deteccidn de bromuro de propsmteline por

espectrofotometria UV-VIS .
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-Gréfica No.l: Linealided del sistems de medicién pera la
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TABLA 6. RESULTADOS DE LA EXACTITUD AL 100 #, DEL XETODO
PARA LA DETERNINACION DE BROMURO DE PROFANTSLINA POR
ESPECTEOFOTOMETRIA.

4 adicionado -~ ¢ recupersdo
100 : : 102.84
100 ) ' 101.10
100 97.81
100 100.22
100 . 97.37
100 . 103.28
100 k 100. 30
100 98.47
100 , : 100.43
100 R - 100.85 -




¢4lculos de la evaluacién de la exactitud:

%Y = 1002.67

Y%= 100569.13

Y = 100.267
= 1,95

t( n-150-975)
t( 9,0.975) = 2.2622

Intervalo de confianza

=%+t (n1,0.975)_5_

n1/2
IC = 100.267 I 2.2622(1.95)

10%/2
IC = 98.872 ———— 101.662

Cdlculo del estadigrafo de contraste "{"
(¥ - 100)( n¥?)

t =
s
t = (100.267 - loo)(lol/ﬁ)
1.95
t = 0.433

Regle de decisién :

t 0.433 [/ %

cgle.

(9,0.975) %2622

41
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TABLA 7 .RESULTADOS DE LINEALIDAD DEL METODO DE MEDICION
PARA LA CUANTIFICACION DE BROMURO DE PROPANTELINA POR ES
PECTROFOTOMETRIA EN LA PRUEBA DE DISOLUCION.

mg adicionados mg recuperados % de vrecuperacién" e




3

C&lculos pare la evaluacidn’de lineplidad del método: .

=X = 179.400
=Y = 178.680
zx2= 2845, 380
=% 2816.341
I XY= 2845.407
=11%:8538.586

"

Cdlculo de le pendiente {(m)
12(2845,407)-(179.400)(178.680)
12(2845. 380)-(179.400)

1.06606

‘m =

m

Gilculo de la ordenada sl origen (b)
178,680-1.C6606(179,400)

12
-1.047597-

b =

b

]

C4dlculo del coeficiente de correlacidn (r2)
2 (12(2845 . 407)={179. 400) (178.680})°
(12(2845. 380)~(179. 40C) %) (12(2846. 341)~(178.680) %)

2

r" = 0.39919

N

Desyiacibén esténdar de la regresidn ’
1
o _l2846.341)-1.06606(2845.407)-(-1.047597)(178.68) [/
yx
10

s = 2.28147 x 1074
yx
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Intervalo de confisnza para la pendiente:

Error estdndar para la pendients

Sm = 2.28147 X 10~4 1 a ;(2~~"
(2845.380)-(279.4)°
. .'!_2’ - ‘_' .
Sm = 1.7850 X 2077 G
t(n-2, 0.975) = 2.228

+

ICm = 1.06606 * 2,228(1.7850 X 107%)

ICm

1.06602 ——————"1,06609 -
Intervalo de confianza para la ordensda al origen:

Error estdinder para la ordensda =1 origen

A 1/2

Sb = 2.28147 X 10”

2, 14.89

12 12(2845 . 380)~(179.4)°

5

W,

5b = 6.8796 X 10~

t(n-2, 0.975) = 2,228

I0b = -1.047597 ¥ 2.228(6.8796 X 10™°)

Icv

i

-1.04775 ——-——-— ~=1.04744 -



Elaboracién de la tabla del analfsis de la varianza:

Sume. de cuadrados del error (SCr)

SCr = 1.06606(2845.407)~1.047597(178.680)-(178.68) >
12
SCr = 185.64475

Suma de cuadrsdos del error de regresi6n_'

SCer = 2846.341 - 1.06606(2845.407) +1.047597(178468) -

SCGer = 0.1510455

Suma de cuadrados del error puro

SCep = 2B46.341 - (8538.586)
3

SCep = 0.14566
Suma de cuadrados de la falta de ajuste

SCfa = 0.1510455 - 0.14566

Scfe = 5.3855 X 10‘3

a5



TARLA 8 . ANALISIS DE LA VARIANZA

Evaluacibn de lg linealidad del método de medicidn

ente de grsdos de suma de media de Fcelc.

Jariacibn libertead cuadmdos cuadrados

Regresién 1 185.64475 185.64475 12290.692
Error de 10 0.1510455  0.0151045 —
regresién S

Falte de 2 . 5.3855X10"° 2.6927X107> 0.14789
ajuste ) " - -

rror 8 0.14566 0.018207 —_
uro

Fglr, gler’ 9'99 Fglfa, glep’ 0.25

F : 10.04 ¥, i 4,46

1, 10 2, 8



i
i mg recuperados
{de Bromuro de

fPropantelina.

47

20 -

18 -}
14

124

18

14 4

e 0.99919

‘ L m =1.06606 .
AT St boa =1.0470

T T T T T T T T T
12 14 18 12

mg adicionados de Bromuro de Propantelina.

de Bromuro de Propantelina por espectrofotometria al visible.

2

Gréfica No. 2: linealidad del método analitico para la determinacidén



TABLA 9. REPRODUCIBILIDAD DEL METODO PARA LA
DETERMINACION DE BROMURO DE PROFANTELINA .

Resulsedos en % de recuperacién

Anglista 1 Analistg 2
100.1 97.43
Dfa 1 101.31 96.135
102.18 98.28 .
R 99.36 97.0
Dfa 2 95.75 97.64
101.91 99.14
Evalumcidn de la precisién:
Yy, 303.59 Y, 600.6
Y12: 297,01 Y,  585.84
Y,  292.06 Y 1186.44
Y,, 293.78 rvi%. 703928.67
» . - .
==Y 1j. 351987.56 zzzyijk 117354.88
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Elaboracidn de la tabla del analf{sis de la verianza

Cflculo de la suma de cuadrados del aralista (SCa)

SCa = (EYi%..)/6 - (Y...)?/12

SCa = 703928.87 _ (1189.44)2
6 12

SCa = 18.155

Cdlculo de la suma de cuadrados del dfe (Scd) -

scd = (=Y, )/3 - (£Y° /6
ij. ie
SCd = 351987.56 _ 703928.67
3 6
5C0d = T.T091

C£leulo de la suma de cuadrados del error

2 2

SCe = anijk)-(tﬁij . )/3

SCe = 117354.88 - 351987.56
3

SCe = 25,6933
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TABLA -10. ANALISIS DE LA VARIANZA

Evaluaecidn de la reproducibilided del mé*odo

Repetibilidad del método:

Rep =
Rep =

Rep =

+

+

(1.96) (Mce)
- (1.96)(3.2117)

1/2

1/2

X351

Reproducibilidad interanzlista:

Rep-a

Rep-2z

Rep-a

+

+

I+

(1.96) ((MCa-Mca) /6) /2

(1.96) (18.155-3.8545)/2
6

3.03

uente de grades de suma de media de F
Variacién liberted cuadrados cuadrados
Analista 1 18.155 18.15% 4,71
Dfa/Anali sta 2 7.7061 3.8545 1.2
Error 8 25.6923 - 3.2117 -
Analista Dia
Fo.95(1, 2)718-51. Fo.95(2, 8)~4%¢
F0.99(1, 2)=9B-50 F0.99(2, 8)=8.65




ﬁgpf@dﬁcibiii&ad;ihferdla:~

Rep-d
Rep-d

Rep-d

£ (1.96) (Moa—moe) /2

14

i+

2

(1.96)(g3.8456-3.2117) /2

1.11

2

RESULTADOS DE LA ESTASILIDAD DE La MUESTRA

TABLA 11. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA REALIZADA EN REFRIGE
RACION, LUZ BLANCA Y OBSCURIDAD DURANTE 6, 9 Y 24 HORAS.

Resultados dados en porciento de recuperacién

tiempo Refrigeracién cbscuridad luz blanca
6 101.29 loi.28 99.19
horas 101.93 10l.07 39.35
9 94.42 99.78 92.02
horas 39.69 102.78 99.14
24 94.84 98.28 86.90
horas 94.42 90.12 92.91
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TABLA 12. RESULTADOS DE LA SUMA DE LAS DUPLICACIONES DE
CADA TRATAMIENTO EN LA ESTABILIDAD DE LA MUESTRA.

Horas Refrigeracifn Obscuridasd Luz blancs
6 203.22 202.35 198.54
9 184.11 202.56 191.2
24 1489.26 188.4 | 173.81

Cdlculos pare la evaluacifn en la estabilidad de la mueg

tra'
£1i? - 336792.05
£Y° - 168488.46

Suma de cuadresdos del error
ste = > yYo-xryil
r
SCe = 168488.46 - 336792.0%
2

SCe = 92.435 _

Media cuadratica del errsr

MCe = SCe = 92.435 = 10.27

(r-1)t 9 - : o

MCe = 10.27
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Clculo del valor de "t" de Dunnet para cada combinacién

4 o L¥i./r)-100
= 172 .
{{MCe)2/T)

b= (203.22/2)-100 _

1 (10.27)1/2

4 o {184.11/2)-100 _
2 (10.27)1/2

. . (189.20/2)-100 _
¥ (0.27)¥2

4 o {202.35/2)-100 _

4 (10.27)1/2 )

t'= (202.56/2)-100 _
57 (20,272

s o L188.4/2)-300

6 (10.27)1/2 -

. _ (198.54/2)-100 _
1 (10.27)1/2

4 o (191.2/2)-100
8 (10.2'1)1/2 _

0.50

~2.48"

-1.68

0.40

-1.81

-0.23

~1.27
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by (IRBU2)100

(10.27)1/2

TABLA 13. "t" DE DUNNET OBTENIDAS A DIFERENTES CONDICIONES
Y DIFERENTES TIEMPOS, EN LA EVALUACION DE LA ESTABILIDAD
DE LA MUESTRA. )

Horas Refrigeracién Obscuridad  Iuz blanca
6. 0.50 0.37 ~0.23
9 -2.48 0.40 “1.77
24 -1.68 -1.81 -3.15

1+

"t de Durmet de vablas con o€ = 0.05 =
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8. DISCUSION DE RESULTAIOS

La especificidad del método fue probada degrsdendo
el bromuro de propantelina a dcido xantandicc, el cual
fue scmetido al método de medicidn a validar, al igual
que el placebo, donde la muesira de bromuro de propan-
telina (A), es la Unica que presenta absorcién a la
longitud de onda de 420 nm, lc cual 'se puede observar en
la figura No.3

La tabla No.4 muestra las absorbancias obtenidas a
420 nm, a cuatro diferentes concentraciones, donde su
comportamiento lineal esta representado en la grafica
No.l, de acuerdo s la tabla No.5 de andlisis de la va-
rianza, en esta se muestra una F calculada para regre-
8ién 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 relacidn entre lo cantidad adicionada
¥ la propiedad medida.

El valor del cceficiente de correlacidén indica igualmen-
te la relacién lineal entre la concentracién y la sbsor-
bancia, donde r2= 0.97939

. La exactitud se evalud elaborando 10 muestras al
100 4 y midiendo su porciento de recuperscidn como se
muestra er la tabla No.6, donde al hacer la evaluacién
estadfstica y comparando con el eatadfgrafo de contraste
t de student, el método es exacto por ser menor t

calc.

que tov.
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Le tabla No.7 muestra los resultados de linealidad
delrmétodo dcnde se tabulardn los mg adiciznados y los
mg recuperados, donde se representan en la gréfica No.2
pera determinar lo lineslidad 421 método se realizé un
an18lisis de regresién lineal por mininos cuadrados,
obteniecndo un coeficiente de cerrelacién de 0.99919 de-
mosbtrando que existe una relacidn lineal, Para reforzar
este resultado se hizo un analisis de la varianza, coro
se muestra en la %abla No.d, donde se nbserva que la
Fcalc. de la regresién es mayor que la Ftab. ea%o indi-
ca que el método es lineal y describe la reiacidn entre
la cantidad adicionada y la caxtidad recuperada, ya que

la falta de sjuste no es significativa.

Da reproducibilidad del método se determiné reali-
zando un andlisis de verianze con dos criterios de cla-
sificeacidén entre analista y dia.

La tabla No.9 musstrz los recobros oktenidos por des di-
ferentes anzlistas y dos diferentes dias.

La tabla Wo0.10 muestra que no se ve afectads la reprodu-
eibilidad por el dfa, por 21 gnslista se observa una va-

riacién de = 3.C3

Ta estabilidad de la muestrs sz evaluf a diferentes:

condiciones y a diferentes tiempos como se ve en la tabla



No. 11, lé evaluacién se hizo comparando contra un con-
trol gue 28 lg "t" de Dunnet donde muestra que las-
muestras =z luz blerce son estables durante 9 horas, las'
muestraé en refrigeracién y obscuridad son estables
durante lgs 24 horas. ’

Las muestras preparadas, por el porciento de recupera-
cidn obtenidon, se muestran estables durante un méximo

de 6 horass, en todas las condiciones.,



9. CONCLUSIONES

De los resultadosc obtenidos se concluye que el mé-
todo expuesto es lineal en un rango de concentracidén de
0.01 mg/ml a 0.0199 mg/ml; repetible entre concentracio
nes; exacto; especifico; la muestra tiere méxima esta-
bilidad de 6 horas.

El método espectrofotométrico UV-VIS pafa la deteccién
de bromuro de propantelina en la prueba de disolucién

es un método confiable.
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APENDICE

DESVIACION ESTANDAR

S =
\/ ' n-1

REGLA DE DECISION PARA LA LINEALIDAD

51 Fge = Py ablas glnum/gldenom 95 %

Los datos se relacioaen

i Fcalc < Ftablas glnun/gldenom 95 %

Los datos no se relacionan

51 Fpp < OF tablas glnum/gldenom 95 %

No hay felta de ajuste o sea es una linea recta

Si F > 7

FA tablas glnum/gldenom 95 %

Es decir los datos se 2justan a un modelo lineal

A-1



MATRIZ DE TRATAMIENTOS PARA PRECISION, CUANDO SE
UTILIZAN 2 DIAS, 2 ANALISTAS Y 3 DETERMINACIONES.

“# DIA

Yeoous

it
W

G
)

=Y

_Y2

ANALISTA
1 -2
gy , Yo11
1 Yy, _ Y1
Yy o , Y13
Y11 Yom
2 1 Y Yo20
%123 Y223
Y111+ Y112+ Yll3+...+ Y223
L o Y11§"'““ Yezg
Y.../n
Ndimero de determinaciones en total

111t Tuo" Y113 Y, =Yy Yy,
= Yio1% Yipot Yipy Yy =Yg+ Ty 1

=Y + ¥ + Y

211 212 213

1+ Y,

21 Yooot-Yap3



a3

MATRIZ DE TRATAMIENTOS PARA TABULAR SﬁMA DE CQMBINACIONES

, CONDICION-TIEMPO

CONDICION.®

. 1113 Yo11 Ty
Y, Uy oy
T | Yot Yo12 % | Y312 e
E
. Ho Yo01 Y31
v 4 ..o %,y b
P 122 t* 220 ¥+ | Y3pp 1t
0
S Ton T3
L5 Loy, Y
132 230 b+ | Y335 -

REGLA DE DECISION PARA "t" DE DUNNET

Si tD — tgle,m, 0.95 La muestra

Si tD b La muestra

tgle,m, 0.95

es estable

es inestable
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