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I. INTRODUCCION 

La eficiencia de un tratamiento terapéutico depende en 

gran medida de la cantidad de prinicipio activo que llega a 

ser absorbido, a partir de los sitios de depósito; para inte-

grarse a la circulación sistémica 

sltios de acción en el organismo. 

de esa manera alcanzar los 

En este ~entido, una fuen-· 

te importante de variación terapéutica es la biodisponibilidad 

del principio activo a partir de la forma farmacéutica. Es po; 

ésto que durante el desarrollo de un producto farmacéutico, -

debe realizarse la correlación entre la valoración clínica 

los perfiles de concentración del principio activo en fluidos 

biológicos con la finalidad de poder establecer la dosis que 

provocaró la respuesta deseada, sobre todo en aquellos princi

pios activos con un estrecho indice terapéutico, en formas de 

liberación prolongada, o en asociaciones de 2 o más principios 

activos. 

En la actualidad se ha extendido el empleo de métodos de 

Cromatografía de Líquidos de Alta Resoluci6n (CLAR) para .el an! 

lisis de fármacos en muestras biológicas, ya que se cuenta con 

columnas de una elevada eficiencia que hacen que las determina-

ciones sean exactas, reproducibles y especificas. Así mismo, -

el uso de de~ectores altamente sensibles facilita la detección 

de concentraciones extremadamente pequeñas en las muestras por 

analizar. 
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Cuando se desarrollan m6todos 3nalíticos debe pr~mer~ 

mente certificarse su validez de manera que se demuestre 1u -

confiabilidad para analizar el fármaco en cuestión en el ¡nteL 

valo de concentración esperado sin alteraciones. Estas dlte

raciones son de diversa naturaleza; pueden ser ocasionada¡ por 

el sistema de medición, el método empleado, el analista y las 

alteraciones del medio ambiente externo que de manera aleato-

ria se presentan durante el análisis de las muestras. 

El objetivo de este trabajo fue desarrollar y validar 

el método analitico por CLAR para cuantificar acetaminoflln en 

plasma humano en presencia de benzidamina para utilizar! en 

estudios de biodisponibilidad o bioequivalencia. 
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II. GENERALIDADES 

(2, 3, s. 6, 7) 

A. CROMATOGRAFIA 

La cromatografía es esencialmente, un método físico de 

separación basado en el reparto de los componentes de la muestra 

entre una fase móvil liquida o gaseosa y una fase estacionaria 

sólida o liquido. Los procesos cromatográficos tienen lugar -

como resultado de repetidas adsorciones y deserciones durante el 

movimiento de los componentes de la muestra a lo largo del lecho 

estacionario, alcanzándose la separación gracias a las diferen

cias en los coeficientes de distribución de los distintos compo

nentes de la muestra en la fase sólida. 

De acuerdo al tipo de fase móvil las técnicas cromato-

gráficas se clasifican en dos grupos. Cromatografía de gases 

cuando la fase móvil es un gas y cromatografía de líquidos cua~ 

do la fase móvil es un liquido. 

En la Figura No. 1 se muestra el diagrama general de 

clasificación de dichas técnicas. 
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CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (CLAR) 

(1, 2, 3, 4, 5, 6, 7) 

Este tipo de cromatografía se fundamenta en la difere~ 

cia del equilibrio de distribuci6n en una mezcla ~e componentes 

en fases heterogéneas, donde una de estas fases es un sistema 

líquido (fase móvil) que es forzado a pasar a través de un lecho 

estacionario (fase estacionaria) por bombas de alta presi6n. 

Durante el trayecto, las moléculas migran a una v~locidad que -

está en función del equilibrio de distribución dado por la inte~ 

acción entre los componentes de la muestra y las fases, de tal 

manera que cada sustancia invierte un tiempo particular en pasar 

a través del sistema cromatográfico, este tiempo se denomina 

tiempo de retención (TR). Al salir la sustancia es rastreada 

por un detector para cuantificarla y posteriormente convertirla 

en una señal que se registra en forma de picos, éstos generalmen 

te adquieren forma simétrica y gaussiana, debido a que el prome

dio de moléculas de soluto mantiene un equilibrio de distribu

ción en su trayecto a través de la columna, originando asi una 

isoterma de distribuci6n lineal. 

Un cromatograma tlpico se presenta en la Figura No. 2. 
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Figura No. 2 Cromatograma típico de CLAR 

Donde: Tiempo de retención 

W: Amplitud del pico correspondiente 

h: Altura del pico correspondiente. 
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El área de un pi.co (W) es proporcional a la cantidad 

de soluto; la altura del picd (h) se correlaciona con la 

concentraci6n el tiempo de retenci6n (TR) es el tiempo en 

el cual aparece el máximo de un pico en un cromatogrnma está 

en función de la velocidad de flujo y del volumen de la fase 

m6vil. 

La resoluci6n de 2 bandas adyacentes es igual a la 

distancia entre los centros.de las 2 bandas dividido entre 

el promedio de amplitud de sus bases: 

Rs = 
1/2 [ W¡ + W2) 

Una buena resoluci6n entre dos picos puede observarse 

tembi~n en la Figure No. 2, si la resoluci6n tiene un valor de 

1.5 nos indica que existe una buena separación, valores infe

riores a este par6metro indic~n separaciones deficientes. 
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La resolución es un parámetro que se relaciona con la 

selectividad t e·ficiencia y capacidad y está expresada por la 

siguiente ec~aci6n: 

Rs = 
4 
[~ ·.fÑ· K' 

O( ~) 

La selectividad está determinada por la separaci6n 

relativa de los componentes depende del coeficiente de dis-

tribuci6n de los solutos de acuerdo a la siguiente ecuaci6n. 

o( -

Donde: Selectividad 

K1 , K2 = Coeficientes de distribuci6n de los 

componentes 1 y 2 respectivamente. 

La eficiencia es una medida de la habilidad de una 

columna para dar picos en forma angosta y estrecha, se expre

sa cuantitativamente por el número de platos teóricos de la 

columna. 

Donde: 

N = 16 [ TR) 2 
w 

N = Número de platos teóricos. 
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N es proporcional a 1a longitud de la columna (L 1 ) al 

incrementar L aumenta también N, mejorando así la separación. 

ecuación. 

Donde: 

La relación entre N y L se expresa en términos de la 

N 
L 

H 

11 es llamada altura equivalente de platos teóricos· 

(H = L/N) y mide la eficiencia de una columna por 

unidad de longitud. 

El factor de capacidad indica la afinidad de los co~ 

ponentes en la fase móvil por lo fase estacionaria y. queda 

expresado como: 

K' 
ns 

= 
nm 

Donde: "s = Moles de soluto en la fase estacionaria 

"m Moles de sol u to en la fase m6vil. 

Pequeños valores de K1 indican que los componentes 

tienen gran afinidad por la fase móvil (nm) n5 ) y consecuen:

temente son poco retenidos por la columna. 
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Los componentes básicos de un sistema cromatogr6fico de CLAR se 

muestran en la Figura No. 3 y se describen a continuación . 

SISTEMA 

DE 

lllVECCION 

~ 

B O n B A 

1 
[J 

DEPOSITO 

DE 

FASE MOUIL 

... .. 

PROCESADOR 

DE 
DATOS 

COLUMNA 

1 

REGISTRADOR 

1 

DETECTOR 

t 

Figura No. 3 Sistema cromatográfico. 
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a) Depósito de fase móvil. Para elegir un contenedor se debe 

considerar el material del cual esté fabricado, de tal man~ 

ra qu~ no interaccione con la fase móvil¡ puede ser de 

vidrio, acero inoxidable o plásticos inertes. 

Los disolventes correspondientes a la fase móvil deben ser 

desgasificados, ya sea antes de colocar~e en el contenedor 

o directamente en él para eliminar los posibles gases disuei 

tos (oxigeno) que pueden reaccionar con la fase móvil o con 

la estacionaria. 

Dichos disolventes deben reunir las siguientes caracterís

ticas: 

Poseer alta pureza. 

No interaccionar con la columna. 

Tener baja viscosidad. 

Ser capaces de disolver la mueStra. 

Ser estables bajo las condiciones de operación. 

Comercialmente disponibles. 

b) Bomba. Las bombas permiten a los disolventes fluir a tra-

vés del sistema por la permeabilidad de la column~, la visc2 

sidad de la fase móvil y la longitud de la columna. 
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Las bombos pueden ser clasificados en dos grupos: 

l. Bombas de volumen constante, que a su vez pueden ser 

de desplazamiento constante o recíprocas. 

2. Bombas de presión constante. Desplazan ~a fase móvil 

por medio de un gas inerte, el flujo es uniforme, con-

tinuo y libre de pulsaciones. La capacidad de esta 

bomba es más limitada que el caso anterior. 

c) Sistema de Inyecci6n. Dispositivo que permite la introdus 

ci6n de la muestra a la columna, para que puedan separarse 

los componentes de la muestra. Un inyector debe ser capaz 

de introducir cualquier muestra a la entrada de la columna 

sin alterar el empaque, debe resistir altas presiones 

debe ser lavado completamente por la fase m6vil. 

d) Columna. Es la parte esencial del sistema cromatográfico 1 

puesto que en élla se lleva a cabo la separación de los 

componentes de la mezcla en estudio. 

Básicamente consiste de un tubo de material inerte, que van 

desde adsorbentes de diferentes polaridades, grupos i6nicos 

específicos, de silica o grupos funcionales característicos, 

de di6metro uniforme, capaz de resistir altas presiones . el 

cual está empacado de acuerdo a las necesidades particulares 

de la sepnraci6n. 
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e) De te e tor. Dispositivo que permitL la detección de manera~ 

continua de los componentes de la m\;estra que se eluyen de 

la columna. 

Debe tener alta scnsibilidar~ y responder linealmente en un 

amplio intervalo de concentraciones. 

Los detectores más usados son: 

Absorci6n ultravioleta 

Fluorescencia 

Indice de refracción 

Radioactividad 

Conductividad térmica 

E lec troq u im icos 

C) Registrador. Tiene como función graf icar automáticamente 

en formo de picos a cada componente que es eluido, depen

diendo de la concentración del soluto y del tiempo de rete~ 

ción. 

El uso de integradores electrónicos evita los er~ores en la 

medición de las áreas. Estos integradores registran las 

señales e imprimen el área de los picos en forma numérica. 
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B. BIODISPONIBILIDAD (10) 

La biodisponibilidad se refiere a la cantidad relativa 

de fármaco administrado que llega a la circulación sistémica, 

así como la velocidad con la que dicho fármaco se· absorbe. La 

biodisponibilidad es la caracteristica más importante para dete~ 

minar el inicio, intensidad y la duración del efecto terapéutico 

de un fármaco. 

B.l DEFINICION DE ALGUNOS TERMINOS Y PARAMETROS 

FARMACOCINETICOS. (10, 11, 12) 

Biofarmocia: Estudia los factores y variables que 

modifican la biodisponibilidad de un fármaco en animales 

humanos, el uso de esta información es comúnmente valiosa para 

la optimización de las formas farmacéuticas. Asi un principio 

activo tendrá una mayor potencialidad de ser absorbido más efi

cazmente a partir de los sitios de depósito e integrarse a la 

circulación sistémica. 

Farmacocinética: Estudia el curso temporal de las 

concentraciones y cantidades de fármaco o metabolito en fluidos, 

tejidos y excreciones biol6gicas. Además permite construir 

modelos adecqados para la interpretación de resultados y predi~ 

ci6n de niveles de fármaco. 
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Bioequivalencia: Es un estudio de biodisponibilidad 

relativa de dos o más productos farmacéuticos diferentes con

teniendo el mismo principio activo, y administrados en el 

mismo régimen de dosificación a los mismos pacientes. 

Constante de velocidad (K): Es una constante espec!. 

fico que representa la velocidad de transferencia de f Drmaco 

de un compartimento a otro. Dicha velocidad de transferencia 

del medicamento de un compartimento a otro se ha observado que 

generalmente sigue una cinética de primer orden. 

Donde: 

Se expresa matemáticamente como: 

de 

dt 
= -Kc 

dc/dt = Velocidad de transferencia del fármaco 

e Concentraci6n del fármaco en un compart~ 

mento dado. 

K = Constante velocidad de transferencia inteL 

compartimental de la sustancia de interés. 

Vida media biológica (to.5): Es el tiempo necesario 

para reducir la concentración de un fármaco en el organismo en 

un 50%. En cinética lineal este parámetro es constante, inde

pendiente de.la dosis administrada y de la via de administra-

cibn. 
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Constante de elirninoción (Ke): Es una constante hibr~ 

da resultante del equilibrio dinámico que regula la velocidad 

de desaparición del principio activo o sus rnetabolitos del org~ 

nisrno. En la Figura No. 4 se muestra la constante de elimina-

ción obtenida a partir de la porción terminal de una gráfica -

que muestra el perfil temporal de un fármaco que sigue una 

cinética lineal de primer orden en su fase de eliminación. 

C¡ 

1 
1 Pendiente = -Ke 

lag e 
--- ----.,.---

1 1 

¡I~ 1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 . 
1 1 

í 
2 

1 1 

t¡ tz t 

to. s = tz - ti 

Figura No. 4 

Perfil temporal plasmático de un fármaco que sigue una cinética 

lineal. 
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Concentración plasmática máxima (Cpmáx): Es la máxima 

coricentración sanguinea alcanzada después de la administración 

del medicamento. Se emplea para determinar si una formulación 

proporciona niveles sanguineos, dentro del intervalo terapéuti-

co, conociendo previamente la concentración mínima efectiva 

lu concentraci6n tóxica. 

En la·Figura No. 5 se muestra una curva de niveles 

sanguíneos. 

Figura No. 5 

Concentración pla~ 
mática máxima 

ABC Cantidad total ab
sorbida por tiempo 
transcurrido 
= área bajo la curva. 

= Tiempo de máxima 

Perfil plasmhtico de un fármaco que sigue un modelo abierto de un 

compartimento (MAUC) cuando es absorbido con una cinética de 

primer orden. 
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Tiempo de máxima absorción CTmáx): Es el tiempo nec~ 

sario para alcanzar la concentración máxima después de la adm~ 

nistración del medicamento y está determinado por el equilibrio 

que guardan la velocidad de absorción y la de eliminación del 

fármaco. 

Volumen de distribución (Vd): Es el volumen de fluido 

corporal que se requeriría para diluir la dosis del fármaco 

administrado y mostrar la misma concentración que éste muestra 

en dicho fluido en condiciones .!J!. vivo. 

Cantidad total absorbida o área bajo la curva (ABC): 

Es el producto de la cantidad total del principio activo absoL 

bido después de la administración de una dosis única de medie~ 

mento por el periodo transcurrido. Está representada por el 

área total que abarca la curva. 

Al. graficar el logaritmo de la concentración plasmót~ 

ca contra tiempo en este caso se obtiene una linea recta, cuya 

pendiente en la porción terminal es la constante de eliminación 

(Ke), y el intercepto al origen es el logaritmo de 

Ka FD/(Ka - Ke) Vd. Aquí Ka constante de absorción; F = fa~ 

tor de biodisponibilidad; O = dosis administrada; Vd = volumen 

de distribución i Ke = constante de eliminación. 
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Al e<trapolar la fracci6n logarítmica lineal y restar 

cada uno de los puntos de esta linea en la porci6n temporal 

que se distingue de la fase de absorción, y graficar estos 

resultados en la escala semilogaritmica se origina una linea 

recta cuya pendiente es - Ka/2.303, de donde es posible cale~ 

lar la constante de velocidad de absorci6n de un fármaco. 

En la Figura No. 6 se muestra la obtención de la con§ 

tante de velocidad de absor~ión de primer orden, de acuerdo con 

el método de residuales que en forma resumida se describió en 

el párrafo anterior. 

u 

"" o .... 

Ka FD 
Vd (Ka-Kd) 

', •• A 

:"'-- B 

i"-- e 
: I'.. D 

: Í"-- E 
' ' r 1 1 ' '--a-e 

m = -ka 
2.303 

m = 
-ke 

2.303 

tiempo 

Figura No. 6 Gráfica de concentración de fármaco en un fluido 

biológico contra tiempo. 
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B.2 FACTORES QUE DETERMINAN LA BIODISPONIBILIDAD 

Desde el momento en que una forma farmacéutica sblida 

se administra oralmente a un paciente, hasta la terminaci6n del 

efecto biológico producido, ocurren una serie de eventos que -

son caractcristicos de la relación fármaco-organismo. Estos 

se observan en la Figura No. 7. 

Los parámetros utilizados para caracterizar la biodis

ponibilidad pueden dividirse en dos grupos, según se determine 

la cantidad absorbida o la velocidad de absorción. 

Por(lmetros lle 

biodisponibilidad 

de cantidad 

de velocidad 

{ 

- Area bajo la curva de 

concentración plasmática 

contra tiempo (ABC) 

- Fracción biodisponible 

{ 

-- ~T~i:em~:p:ot~~::::)plasmática 
de máxima absor

ción (Tmáx) 

El que se utilice ~n par6~etro u otro depender6 de las 

aplicaciones tera'péuticas y ln trascendencia de éstos en la 

aplicación clinica. 
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La liberación del fármaco se puede estimar mediante 

estudios in vitre tales como la disolución. Dicha liberación 

está determinada por variables de la forma farmacéutica, incl~ 

yendo las propiedades físico-quimic~s del fármaco, lo formula

ción o el proceso de fabricación del medicaMer!to.• 

La biodisponibilidad de un fármaco a·úministrado oral

mente es función, en primer lugar, de la liberación del princ~ 

pie activo a pa~tir de su forma farmacéutica, asi como de la 

interacción estrecha del medicamento con los variables fisiol~ 

gicas relativas a las diversas regiones del tracto gastrointe~ 

tinal. Una vez disuelto, el fármaco puede absorberse pasando 

a través de la membrana de la mucosa gastrointestinal. Dicha 

absorci6n puede medirse con concentración del fármaco en san-

gre u otro fluido biológico y los perfiles a diferentes tiempos 

pueden en algunos casos asociarse con la respuesta terapéutica. 
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• 

LIBERACIOH DEL FARnACO 

A PARTIR DE LA FORllA 

FAílllACEllTICA 

VELOCIDAD Y 
GRADO DE ABSORCIOH 

CURSO TEMPORAL DE LA CAHTI-

DAD DE FARMACO EH EL CUERPO 

1 

• 
RESPUESTA FARMACOLOGICA RESPUESTA fARnACOLOGICA 

ASOCIADA AL EFECTO ASOCIADA AL EFECTO TO~ICO 

TERAPEU!ICO 

l l 
l!ICIDEllCIA DE LOS IHCIDEllCIA DE LOS 

EFECTOS TERAPEUTICOS 
EFECTOS ADVERSOS 

1 1 

~ 
lllPORTAllCIA CLIHICA 

RELACIOH BEl\EflCIO-RIESGO 

Fhura !lo, 7 Stcutneia dt tt1tntos ou.antificabln tn tl 
uso dt ramacos. 
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Los factores que afectan la biodisponibilidad se pueden 

dividir en 2 grandes grupos. 

l. Factores fisiol6gicos (Tabla No. 1) 

La v~locidad de vaciamiento gástrico y tr6nsito intest~ 

nal son las variables fisiol6gicas más import·antes que determi

nan el tiempo de residencia del f6rmaco en las diferentes regio

nes del tracto gastrointestinal, la velocidad y magnitud de lib~ 

racibn y absorci6n del fármaco pueden ser también modificados 

por diversos factores tales como: cambios en el pH y el volu-

men de los fluidos luminales, la presencia de enzimas digestivas, 

de enzimas metab61icas en las células de la mucosa, el área supe~ 

ficial de la mucosa, el flujo sanguíneo y la capacidad absortiva 

del tubo gastrointestinal. 
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Factores 

Fisiol6gicos 

Propiedad de los 

fluidos luminales 

Fuctores que 

afectan el 

tránsito 

gastrointestinal 

Factores de sitio 

de absorción 

Aspectos 

metab6licos 

Efectos de 

<lis tribución 

{

- Concentración del ión hidronio. 

- Interacción con la mucosa. 

- Compuestos complejantes presentes. 

- Interacción con la bilis. 

- Temperatura del contenido gastro-

intestinal. 

- Vaciamiento gástrico. 

- Efecto de los alimentos. 

- Viscosidad de los alimentos. 

- Fuerza iónica del contenido 

gastrointestinal. 

- Estado de reposo-actividad. 

- Motilidad gastrointestinal. 

{

- Superficie efectiva. 

- Flujo sanguineo local. 

- Transporte especializado. 

- Metabolismo intestinal. 

{

- Metabolismo hepático. 

- Niveles enzimáticos. 

- Flujo sanguíneo hepatoportal, 

unión a proteínas. 

{

- Recirculación enterohepática. 

- Niveles de proteínas plasmáticas. 

- Obesidad 

Tabla No. 1 !'actores que modifican la biodisponibilidad. 
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2. Factores inherentes a la forma farmacéutica, 

Factores más 

frecuentes 

de la forma 

farmacéutica 

Propiedades fís.i 

cas del fármaco 

Propiedades de la 

forma farmacéutica 

Superficie de 

las partículas 

Variables de 

produccl6n 

{

- Solubilidad en agua. 

- Solubilidad en lipidos. 

- Coeficiente de partición. 

- pKa. 

{

- Tiempo de desintegraci6n. 

- Velocidad de disolución. 

{

- Tamaño del cristal. 

- Polimorfismo. 

- Solvataci6n. 

- Estado químico. 

(ácido, base o sal) 

- Excipientes. 

{

- Procesos de granulaci6n. 
- Concentración de lubricante. 

- Fuerza de c.ompresi6n. 

- Humedad durante el proced.!. 

miento de manufactura. 

Tabla No. 2 Algunos factores de la forma farmacéutica. 
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C. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS (B, 9) 

Los problemas que se presentan en el campo del análi

sis de fármacos en fluidos biológicos son múltiples y variados. 

Con la ayuda de las técnicas analíticas modernas y con la met~ 

dologia estadística adecuada, podemos ser capaces de resolver

los con ln confiabilidad requerida. 

Para demostrar que una metodología analítica es adecu~ 

da se han desarrollado diversos procedimientos que incluyen la 

elaboración de pruebas con las parámetros que a continuación se 

describen. 

a) Linealidad: Es la habilidad del sistema analítico para ase-

gurar que los resultados son proporcionales a la concentra

ción de la sustancia dentro de un intervalo determinado. 

En la práctica se grafican los datos experimentales, de tal 

manera que la cantidad recobrada esté en función de la can

tidad adicionada para observar el grado en el que los resu1. 

tados se comportan como una función lineal. Para conocer 

numéricamente lo anterior, se determina la correlación 

lineal de los datos. Por regresión se entiende la relaci6n 

existente entre la cantidad adicionada y la cantidad recupe

rada representada por la ecuación: 
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Donde: 

Yij ~ A + Bxi + Ej(i) 

A = Ordenada al origen 

B = Es el coeficiente de regresión o pendie.!!. 

te de la recta, que nos indica la propo.r. 

ción entre las dos variables. 

xi = Cantidad adicionaJa de ~a concentraci6n 

del nivel i-ésimo. 

Yij Cantidades recobradas de la concentración 

del nivel i-ésima en j-ésima repetición. 

Ej{i) = Es el error experimental . 

. Para determinar numéricamente la anterior se utilizan las si

guientes expresiones (según el método de mínimos cuadrados). 

Ej(i) 

A 

B 

es Y1) (Ij xj!) - Ui Xi) (2, xiYi) 

n (~ xf) - (:2, x1l
2 

.... ~ 

(Y1- Y) donde Y es el valor de Y1 estimado por la 

recta "de regresi6n. Ej(i) representa el error experimen-

tal asociado a la j-ésima repetición del i-ésimo nivel de 

concentración. 
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La correlaci6n significa el grado de asociación entre dos 

variable~, representado por un número llamado coeficiente 

de correlación ''r 1
', el cual indica la variabilidad expli

cada por la recta de regresión, siendo su estimación de 

manera puntual: 

n (~ xy) - (.L,x) cr; y) 
r 

b) Eactitud. Es el grado de concordancia entre un valor deteL 

minado experimentalmente y un valor de referencia. Una 

forma de evaluar la exactitud en función de los datos expe

rimentales, efectuando inferencias estadísticas respecto al 

valor de referencia (cantidad adicionada) mediante; 

Pruebas de hipótesis: El procedimiento se basa en verificar 

si los datos experimentales pertenecen a una distribución -

teórica cuyo parámetro es el valor de referencia. Una csta

Uistica de prueba que nos permite determinar lo anterior a 

partir de los datos de la muestra es el estadigrafo 11 t 1
' de 

student que se expresa por; 

t = 
Valor promedio de los datos - Valor real 

Error experimental 
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dado que el diseño contempla, en los datos experimentales, 

el uso de porcentaje de recobro, la prueba t es: 

donde: X 

X - }l. 

s/ .fñ 

Promedio de porcentajes de recobro de n 

muestras independientes. 

)J. Es el parámetro, que nos representa el valor 

de referencia del porcentaje de recobro. 

s//ñ = Error ·estándar es una medida del error expe

rimental, el cual está dado por la desvieci6n 

estándar. 

n Jcxi - x)
2 

E y la raiz cuadrada del n6mero 
i=l n - 1 de !nuestras. 

Intervalo de confianza: Permite evaluar el intervalo en que 

se localiza el valor verdadero del parámetro. 

Intervalo de confianza = X ± to.975 • s/./ñ 

donde: X = Valor promedio de los porcentajes de recobro. 

to.971 = Es el valor teórico del estadígrafo que dará 

una confianza del 95% para el intervalo. 
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c) Precisión: Es el grado de concorda~cia entre mediciones 

repetidas de una misma propiedad y puede ser expresada en 

términos de repetibilidad y reproducibilidad, donde la -

primera es la concordancia respecto al valor central entre 

resultados sucesivos, obtenidos en un método sobre igunles 

condiciones de trabajo, y la reproducibilidad es la concoL 

dancia respecto a un valor de referencia en un método, 

pero bajo condiciones diferentes (analista, tiempo, apara-

tos, etc ••• ). 

1) Evaluación de repctibilidad: Para inferir la variabi-

lidad a partir de los datos de la muestra, se utiliza 

un cstadistico de prueba llamado x2 (ji-cuadrado), el 

cual se expresa por: 

X~alculado 

donde: n 

s2 = 

número de observaciones de muestras indepe.!!. 

dientes. 

es la varianza muestra! dada por: 

n - l 

<l"2·= Es el parámetro, que nos representa la variA 

bilidad del método, denominad~ varianza pobl~ 

cional. 
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Dado que la variación debe ser menor al 5% para los 

fines del presente estudio este valor es escogido como 

límite, se establece una hipótesis H0 : cr2 = O.OS y una 

alternativa H1: cr2 o.os y en función de ésto se esta

blece una región de rechazo y aceptación.de H0 con un 

riesgo de tomar una decisión equivocada de o<= O.OS. 

Se determina el intervalo de confianza del 95% para la 

estimación de cr, con el objeto de evaluar dentro de -

qué intervalos se localiza el verdadero valor del par! 

metro, mediante la siguiente ~xpresión: 

(n-l)s2 < (J" < (n - 1) s2 

x¡ - {- x2 

donde: n = número de muestras independientes. 

s2 = varianza de los datos de porcentaje de 

recobro. 

x2 = valor teórico del estadigrafo, que tiene 

asociado una confianza del 95%. 

2) Evaluación de la repetibilidad en diferentes dias. 

Para conocer su variabilidad se utiliza la.prueba de 

análisis de varianza (para dos factores con efectos 

aleatorios), que consiste en desglosar las diversas 

fuentes que contribuyen a la variabilidad del fen6m~ 
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no, probando la significación de cada fuente contra el 

error experimental y valorando así su importancia rel~ 

tiva, cuyo criterio de prueba es el cociente del esta-

dígrafo de prueba F de dos varianzas; donde el modelo 

estadístico lineal del diseño experimental es: 

Para los propósitos del presente estudio este modelo 

lineal resulta apropiado. En él, la fuente de varia

ción es el dia. Esto se debe a la falta de analistas 

en el laboratorio que pudieran colaborar con el estu-

dio. 

donde: Yij ~ Porcentaje cuantificado en el i-ésimo 

din de la j-ésima repetición. 

Di Efecto del i-,simo dia del porcentaje 

cuantificado. 

Ej(i) = Error experimental, el cual es una med~ 

da de la reproducibilidad día tras día. 

p. = Es el parámetro el cual representa el 

valor real del porcentaje de recobro 

que no considera el efecto del día. 
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d) Especificidad: Nos indica el grado en el cual la respuesta 

analitica es debida s6lo a la sustancia que se desea deter

minar y no a otras substancias que pudieran estar presentes 

en el material por analizar, 'sto es, que pudiera haber 

interferencias en los resultados por excipientes y/o produ~ 

tos de degradaci6n formados durante el almacenamiento del 

material. 

e) Sensibilidad: Es la menor cantidad detectable del compues

to en análisis. 

f) Estabilidad: Este estudio permite establecer la estabilidad 

del principio activo o metabolito por cuantificar en la mue~ 

tra por analizar. Además, señala si en un periodo de inte

r's lo muestra se conse~va estable. 
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D. REVISION Y DISCUSION DE METODüS REPORTADOS PARA 

CUANTIFICACION DE ACETAMINOFEN EN PLASMA HUMANO 

(13, 14, 15, 16, 17) 

El acetaminofén es un fármaco que se emplea principal. 

mente corno analgésico y antipirético. Para la determinación 

de acetaminofén en fluidos bio16gicos se han reportado algunos 

métodos analiticos que incluyen a la cromatografía de gases. 

Esta técnica requiere una sililación para convertir el acetami_ 

nofén en un derivado disilil volátil, lo cual involucra un 

mayor tiempo de análisis y además introduce otra posible fuen

te de error en el mismo. 

La cromatografía de líquidos de alta resolución (CLAR) 

es una alternativa más adecuada para la cuantificación de estos 

fármacos, debido a su versatilidad, eficacia, precisión y rapi

dez. 

En la Tabla No. 3 se muestra una comparación de méto

dos analíticos reportados en la literatura para cuantificar 

acetaminofén en plasma humano. En élla podemos observar las -

diferencias existentes en cuanto al tratamiento de las muestras. 
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M E T O D O 

OETERM!llAC!Oll Y CUAllT!FICACION 
DE ACETAMlllOFEN EN PLASMA. 

SAtlDRA E. O'CONNELL and FRANK 
J. ZURZOLA. (13) 

J, Pharrn Sciences 71, 1982 

DETERM!llACIOtl IJE ACETAMltlOFEN 
Etl FLUIDOS U!OLOGlCOS POR CLAR. 

LAWl!Et/CE T. llONG, GNANAPRAl<ASAM 
SOLOMONRAJ, BARRY H. THOMAS.(14) 

J. Pharrn. Sciences vol. 65, 1976 

UETEl<MltlAC!O/I DE ACETAMINOFEN 
E!ii'LASMA POR CLAR, 

01\íllll\IU\ AMEEn, DAVID J. 
GHEEflULATT, MARCIA DIVOLL 
UIARRELL R. ABERNETHY and 
LEOll SHARGEL. ( 15) 

J. of Chrontiltrography 
226, (1981) 

TRATAMIENTO DE LA 
MUESTRA 

l ml plnsmil 
+ 1 ml solucHÍn Snturndn 
Dn(Oll)z 0.3N 

Agitnr vigorosnmentc 
2 mf.nutoR 

+ l ml solución ZnS04 5% 

Agitnr vigorosamente 
1 m{nuto, ccntrifu
~nr 10 m!nutos n 
3811+ rpm. 

~~ag~~~~ 75 mcl del sohrc-

1 ml plnsm::i. 
+ l ml solución reguladora 
de fosfatOfl IM pi! 7.4 

Saturar c/NaCl. 
E:<traer c/2ml de éter 

fase étcrea 

Evaporar 
Lavar c/TllF 
F.vnpornr 

Reconstituir en 
50-250 mcl de CllCl3: 
2: l v/v 

Inyectar 2 mcl. 

15 mgc de Std interno 

Evnpornr 1+0-50°C 
pro::iión t"(!ducidn 

1 ml plasmn 
+ 5 ml Arr-tnto de étilo 

Agitnr vigoronó\men
tc 30 Bcp.undos. 
Centrifugar 10 m!-

fnse org.'inicn. 

Evaporar 40-50ºC 
presión reducida 

Reconstituir en 100 mcl 
HcOll. 

Inyectar de 10-20 mcl 

OETERMINACIOU V CUANTIFICACION 2 ml plnsmn 
DE ACETAJ.llllOFEU EN PLASMA. + 11 ml HCl 4N 

Diluir c/llzO desti-
POTIOS M. PLAKOPIANNIS and Inda. 
AHMEU M. SAAü. { 16) Centrifugar n 5000 

J. Phann. Sciences, 66.604 
( 1977) 

UETERMINAC!ON DE ACETAMltlOFEN 
POR CLAI<. 

HORWITZ R.A. Y COLABORADORES 
(17) 

Clin, Chem, 23, 1596 (1977). 

Extraer c/4 ml éter 

Extr;:u:t" c/10 ml HCl 
IN 

A 2 ml adicionar 5 ml de 
vainillinn en 2-propnnol nl 
5% 

Leer a 395 nm. 

O. 5 ml plasma 

Extraer c/7 ml de 
éter diétilico 

fose orgánicn 

Evnporar 

tlecom1tituir en 200 mcl de 
fase móv!l. 

Inyectar 50 mcl. 

FASE 
ESTACIONARIA 

Columna u!Jondapnk 

C¡s 30 cm x 40 mm 

de (d ·O y preco

lumnn uBondnpa.k Cts 

Columna silica gel 

10 um de (d·i) 

50 x 0.22 cm (1). 

Columnn ullnndapnk 

r:: 1a 8 nim (d· i) x 

10 cm ( 1). 

Columna fcnilo 

3.9 mm (doi) x 

30 cm (1). 

Tilbld tr? 3 Métodos anal'iticos para cuantificar acetaminofén en plasma. 
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FASE LIMITE DE LONGITUD 
MOV!L DETECC!ON DE ONDA 

MuOll/1120 

lS:t 85% 

Tlff-CllCJ3 

Cll3COOll/ 

Cll30l1, 

90% 10% 
O.Ol+ v/v 

ACN/McOll/ 

0.1 mcg/ml 

plasma 

1.0 mcg/ml 
plnsmn 

O, l-0.2 mcg/ 
1120 1nl plasmo 

ACN/ 
KilzP04 
O. lM pll 
2.4 

7% 93% 

0.02 - 0.06 
mq;/0.5 ml 
plasma 

240 ""' 

247 nm 

395 nrn 



E. MONOGRAF!A 

(18. 19, 20, 21, 22) 

l. Nombres quimicos y sin6nimos 

N-(4-hidroxifenil)acetamida, 4'-hidroxiacetanllida, p-hidr~ 

xiacetanilida, p-acetaminofenol, p-acetil nminofenol, N-ac~ 

til p-amino fenal, paracetamol. 

2. Fórmula desarrollada 

110-0 NllCOCH3 

3. Fórmula condensada 

4. Peso molecular 

151.16 

S. D~scripción 

Polvo blanco cristalino, inodoro y de sabor amargo. 

6. Espectro de absorción infrarrojo 

En una dispersión sólida de KBr, el acetaminofén presenta 

los siguientes máximos: 1659 cm-1 (C=O); 3326 cm-1 (N-H); 

3162 cm'-1 (OH). 
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7. Espectro de absorción ultravioleta 

Presenta dos máximos de absorción en los siguientes disol-

ventes. 

Etanol 249 290 um. 

E ter anhidro '2.4 7 283 um. 

Agua 242 283 um. 

8. Solubilidad 

Temperatura ºC Solubilidad Disolvente 

(mg/ml) 

20 11. 3 Agua 

25 11.6 Agua 

37 20.0 Agua 

100 52.0 Agua 

37 23.8 Solución reguladora 
pH 6 

20 1 en 10 Etanol 

20 1 en 10 Metano! 

20 1 en 15 Acetona 

20 1 10 Propilénglicol 

20 1 en so Cloroformo 

20 Insoluble Benceno 

20 Insoluble E ter 

20 Insoluble Pentano 

20 Insoluble E ter de petróleo 
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9. Identificación 

A: El espectro de absorción infrarrojo de acetaminofén en 

una dispersión de bromuro de potasio presenta máximos 

a las mismas longitudes de onda que una muestra de ac~ 

taminofén estándar de referencia. 

B: El espectro de absorción ultravioleta· de una solución 

1:200000 de acetaminofén en una solución 1:100 de ácido 

clorhídrico 0.1 N en metano!, exhibe un máximo y un 

minimo a las mismas longitudes de onda que una solución 

de referencia de acetaminofén. 

C: A 10 ml de una solución 1:100 de acetaminofén, agregar 

una gota de cloruro férrico: se produce una coloración 

azul-violeta. 

10. Intervalo de fusión 

168 - 172°C 

11. Constante de acidez y pH. 

El acetaminofén es un ácido débil, cuyo valor de pKa se 

encuentra entre 9.0 y 9.5. 

Una solución acuosa saturada tiene un pH entre 5.3 y 6.? 

a 25ºC. 
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12. Método analítico para cuantificar acetaminof&n como mate

ria prima. 

A: Espectrofotom6trico: debe contener no menos del 98% 

y no m6s del 101% de CgH9NOz calculado en base seca. 

Se determina en solución acuosa a una concentración apro

ximada de 12 mcg/ml en celdas de 1 cm de espesor a una loa 

gitud de-onda de 244 nm en un espectrofotómetro adecuado, 

usando agua como blanco. 

13. Usos 

Se emplea como analgésico y antipirético, es de uso alter

nativo para pacientes sensibles a la aspirina. 

14. Estabilidad 

El acetaminof én en solución es ligeramente sensible a la 

luz; en forma sólida y pura es muy estable a temperaturas 

superiores a los 45°C¡ es relativamente estable a 1a oxi

dacióri por efecto del aire. 

15. Vias metab6licas 

Existe una gran variabilidad inter individual en los por

centajes relativos de acetaminofén libre y sus conjugados 

glucurónidos y sulfatos, siu embargo, las proporciones se 
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encuentran en los siguientes rangos: 

Acetaminofén inalterado 2.0 s.o % 

Glucur6nido SS.O 7S.O % 

Sulfato 20.0 40.0 % 

Acetaminofén 3-cisteina o.s 7.0 % 

Acido acetaminofén-3-

cisteina s.o 7.0 % 

En la Figura No. 8 se muestran las vías metabólicas de ac~ 

taminofén. 
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NH-CO-CH3 

o 
ºvº--!º11 
~H 011 
Glucurónido de 

acetaminofén 
Sulfato de acetaminofén 

tr--ÓO-··CH-3 ---,r 

r OH ~ 
Acetaminofén 

NH-CO-CH3 

A scH 2-cH-coo11 V NH 2 
OH 

Acido acetaminofén-3-
mercapturico 

Figura No. 8 

NH-CO-CH3 · 

~ ,,,,_,,_,,,. V NH-CO-CH3 
OH 

Acetaminofén-3-
cisteina 

Rutas de biotransformación de acetaminofén. 
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16. Farmacocinética (21) 

El acetaminof én se absorbe rápida y totalmente en el tra~ 

to gastrointestinal. La concentración plasmática máxima 

se alcanza entre 30 y 90 ~nutos después de la administr~ 

ción oral. El tiempo de vida media en plasma humano se 

encuentra entre 1.5 a 3 horas. Los metabolitos de mayor 

importancia son los conjugados glucur6nidos y sulfatos. 

Son eliminados por la via renal. 

Se distribuye uniformemente en todo el organismo, se une 

a proteínas plasmáticas entre el 20 y el 50%. 

17. Aspectos biofarmacéuticos 

Se ha encontrado un incremento en la biodisponibilidad de 

acetaminofén cuando éste se mezcla con urea¡ por otro lado 

se observa un aumento en la disolución de acetaminofén 

empleando alfa y betaciclodextrinas. Se ha comprobado que 

un elixir preparado con sorbitol aumenta las propiedades 

analgésicas y antipiréticas del activo. Del mismo modo, 

se han realizado formulaciones efervescentes con acetaminQ 

fén y se encontró que se obtienen mayores y más rápidas 

concentraciones en plasma que con otro tipo de formulacio

nes. 
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18. Interacción con otros fármacos (20) 

El acetaminofén al ser formulado con aspirina, reacciona 

y da lugar al ácido salicílico y al diacetil-p-aminofenol. 

Al mezclarse con antipirina, irgapirina, irgafén, clorhi

drato de difenhidramina, da lugar a complejoS untuosos al 

tacto. 

La salicilamida retarda la velocidad de excreción de los 

conjugados de acetaminofén, por una inhibici6n competitiva 

de la formación de conjugados de acetaminofén y salicilam_i 

da en la sangre, por lo cual, la concentración de acetami-

nofén se incrementa. Se ha demostrado que el acetaminofén 

y la antipirina inhiben mutuamente su metabolismo en ratas 

y conejos, también se ha visto que la penetración de éstos 

se inhibe en intestino de ratas. En humanos se ha ohserv~ 

do que la antipirina prolonga la concentración plasmática 

de acetaminofén libre. 

19. Toxicología 

En las dosis terapéuticas recomendadas, es generalmente bien 

tolerado; sin embargo, pueden ocurrir ciertas reacciones -

alérgicas, como erupciones cutáneas que pueden estar acomp~ 

ñadas de fiebre y lesiones en mucosas. El efecto secunda

rio de ~ás cuidado es la necrosis hepática potencialmente 

fatal que depende de la dosis, también puede haber necrosis 
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tubular renal y coma hipoglucémicv, la hepatotoxicidad 

puede ocurrir al ingerir una dosis única de 10 a 15 g de 

acctaminofén (200-250 mg/kg de peso); una dosis de 25 g 

o más incrementa el riesgo. 

20. Dosis 

La dosis oral convencional para adultos es de 325 a 650 mg 

cada 4 horas en niños de 6 a 12 años, no debe exceder 2.6 

g diarios; para los niños menores de 1 año la dosis única 

es de 60 a 120 mg según la edaU y el peso; la dosis total 

diaria no debe exceder de 1.2 g. 
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MONOGRAFIA DE CLORHIDRATO DE BENZIDAMINA 

(22, 23, 24) 

l. Nombres químicos y sinónimos 

N,N-dimethyl-3-[[l-(phenylmethyl)-lH-indazol-3-yl]oxy] 

-1-propanamine; l-benzyl-3-[3-(dimethylam~no)propoxy] 

-lH-indazole; l-benzyl-lH-indazol-3-yl 3-(dimethylamino) 

propyl ether; benzindamine. 

Benalgin, Tantum, Indolin, Temas, Dorinamin. 

2. Fórmula desarrollada 

3. F6rmula condensada 

4. Peso molecular 

345.86 
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5. Descripción 

Polvo blanco cristalino inoloro. 

6. Espectro de absorción ultravioleta 

Una solución acuosa de clorhidrato de benzidamina, al 

0.00123% presenta dos máximos de absorción a 306 nm y 

a 217 nm. 

7. Solubilidad 

Soluble en agua, alcohol y cloroformo. 

8. Identificación 

A: El espectro de absorción infrarrojo de clorhidrato de 

benzidamina en una dispersión de bromuro de potasio 

presento máximos a las mismas longitudes de onda que 

una solución de referencia de clorhidrato de benzida

mina. 

B: A 1 ml de una solución al 1% de clorhidrato de benzi

damina, agregar una gota de ácido nítrico; evaporar 

la mezcla a sequedad y humedecer con una gota de una 

solución alcohólica de hidróxido de potasio: Se pro

duce una.coloración naranja. 
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9. Intervalo de fusión 

157 - 159ºC. 

10. pH 

Una solución acuosa al 10% tiene un pH entre'4.0 y 5.5. 

11. Mitodo analítico para cuantificar clorhi~rato de benzida

mina como materia prima 

Debe tener no menos del 98% y no más del 102% de 

C19H23N30.HCl. calculado en base seca. 

Se determina por método espectrofotométrico al U.V en una 

solución acuosa cuya concentración es aproximadamente 

19.8 mg/ml en celdas de 1 cm de espesor a una longitud de 

onda de 306 nm. Usando agua como blanco. 

12. Usos 

Se emplea como antiinflamatorio, analgésico y antipirético. 

13. Farmacocinética 

La dosis oral de clorhidrato de benzidamina es absorbida 

en el tracto gastrointestinal. La concentración plasmát~ 

ca máxima se alcanza a las 2 horas después de la adminis

tración ~ral. El tiempo de vida media en plasma humano 

es aproximadamente de 13 horBs. El 70% de la dosis es 
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eliminada inalterada por vía renal. Los metabolitos de 

mayor importancia son el N-6xido de benzidamina y los ca~ 

jugados del 6cido glucurónico con la 5-hidroxibenzidamina. 

Se une entre el 15 y el 20% a proteínas plasmáticas. 

14. Toxicidad 

Los diversos estudios de toxicidad realizados en distintos 

animales, permiten afirmar que la benzidamina no produce 

efectos tóxicos sistémicos. 

La comparaci6n de los efectos observados en ratas y rato

nes, demuestra que la vía parenteral resulta más t6xica 

que la via oral (DL50 en el rat6n, 540 mg/kg via oral y 

107 mg/kg por via parenteral), ocurriendo la muerte de 

los animales a las pocas horas de la administraci6n del 

fármaco. Las dosis letales producen trastornos de la 

coordinación motora y convulsiones clónicas. 

15. Dosis 

La dosis oral recomendada para adultos es de 150 a 200 mg 

cada 24 horas. En niños la dosis oral es de 50 mg/kg_de 

peso por día. 
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III. PARTE EXPERIMENTAL 

La forma farmacéutica estudiada contiene como princi

pios activos benzidamina y acetaminofén. 

El objetivo de la combinación es incrementar la acti

vidad analgésica del acetaminofén aprovechando las indicaciones 

terapéuticas de ambos y evitando la irritación estomacal causa

da por salicilatos. 

O'Connell y Col. (13) utilizaron un método por croma

tografia de liquides de alta resoluci6n, en donde ~1 tratamiell 

to de la muestra comprende una desnaturalización de proteínas 

con una solución 0.3 N de Ba(OH)2 y una precipitación posterior 

de las mismas con una solución acuosa al 5% de ZnS04. Este mé

todo fue probado sin tener éxito en cuanto a la purificación -

del plasma. 

Por tal motivo se desarroll6 y valid6 un método analí

tico por cromatografía de liquidos de alta resolución sencillo, 

rápido y confiable con el objeto de poder ser utilizado en est.!!_ 

dios de biodisponibilidad y bioequivalencia que incluyan aceta

minofén en presencia de benzidamina. 

La Figura No. 9 se muestra la secuencia de trabajo ut.! 

!izada para el desarrollo del método de análisis cuantitativo 

de acetaminofén en plasma humano. 
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PROPUESTA DEL 
METDDD ANALITICO 

BUSQUEDA B!BLIOGRAFICA 

(Métodos reportados) 

SELECCION 
CRITERIOS 

FACTIBILIDAD 

ESTUDIO PRELIMINAR 
EXPERIMENTAL Y SE

LECCION DEL METODO 

OPTIMIZACION 
DEL 

METO DO 

VALIDACION 

REPORTE DE RESULTA

DOS, CONCLUSIONES Y 

SUGERENCIAS 

Figura No. 9 

Diagrama de desarrollo del método nnalitico para 

cuantificar acctaminofén en plasma. 
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3.1.A. CUANTIFICACION DE ACETAMINOFEN EN PLASMA HUMANO POR 

CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION 

Equipo 

Cromat6grafo de líquidos de alta resoluci6n (Waters) con bomba 

de alto presi6n (Watcrs modelo 510, inyector automitico 11 Wisp 11 

modelo 712 (Waters), módulo de datos''IIewlett Pockard'1 modelo 

730, m6dulo z de compresi6n radial (Watcrs), cartucho 11 radial

pak uBondapak'' c18 de 8 mm de di6metro interno por 10 centíme

tros de longitud (Waters), precolumna ''uBondapak C¡ 8 (Waters) 11
, 

detector de absorbancia U.V de longitud de onda variable 1'Kra

tos-Analylical1' modelo 757, agitador mecánico (Lab. Line Inst.), 

microjeringa 100 mcl de capacidad (Hamilton). 

Renctivos 

Acetato de etilo R.A. (Baker), Metano! ''Lichrosolv 11 (Merck), 

Metanol Absoluto R.A. (Baker), Acetonitrilo grado 11 HPLC 11 

(Fisher). 

Solución de referencia de acetaminofén 

Pesar exactamente alrededor de 50 mg de acetaminfén estándar de 

referencia y transferir a un matraz volumétrico de 200 ml, di

solver y llevar ~volumen con metanol R.A. La concentraci6n 

final es aproximadamente 250 mcg/ml (soluci6n de referencia 1). 
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Tomar 2 ml de la solución de referencic l., transferir a un matraz 

volumétrico de 100 ml y llevar a volumen con metanol R.A. La 

concentración final es aproximadamente 5 mcg/ml (Solución de re

ferencia 2). 

Preparación de la curva de calibración 

A partir de las soluciones de referencia 1 y 2 1 preparar las 

sol~ciones de la curva de calibración en las proporciones exa~ 

tas como la indica la siguiente tabla: 

Solución 

No. 

l. 

2 

3 

4 

5 

6 

Solución de 

referencia l 

l ml. 

PROCEDIMIENTO 

Preparación de la muestra 

Solución de 

referencia. 2 

2.0 ml. 

4.0 ml. 

6.0 ml. 

a.o ml. 

l.O.O ml 

Aforo 

l.O ml. 

l.O ml. 

l.O ml. 

l.O ml 

l.O ml. 

25 ml. 

Concentraci6n 

(mcg/ml.) 

l..O 

2.0 

3.0 

4.0 

5.0 

10.0 

Adicionar a tubos con tapón de rosca.de 10 ml: 1 ml de plasma 

y 5 ml de acetato de etilo R.A., agitar vigorosamente durante 
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1 minuto, centrifugar a 4000 rpm durante 10 minutos; separar 

la fase orgánica con ayuda de una pipeta Pasteur y transferir 

a un tubo de ensayo; descartar la fase acuosa. 

Colocar los tubos en un baño de agua a una temperatura entre 

40 y 50°C, evaporar la fase orgánica a sequedad utilizando una 

corriente de aire, reconstituir el residuo ·con 500 mcl de met~ 

nol· e inyectar 50 mcl en el cromat6grafo de líquidos de alta 

rcsoluci6n bajo las siguientes condiciones. 

CONDICIONES CROHATOGRAFICAS 

Velocidad de flujo 

Presión 

Sensibilidad 

Detector 

Velocidad de carta 

Atenuación 

Tiempo de retención 

Temperatura 

Fase móvil 

Volumen de inyección 
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1.8 ml/min. 

500 psi. 

0.1 U .A. 

U.V. a 254 nm. 

0.2 cm/min. 

1.0 

8.44 min. aproximado 

ambiente 

6% de acetonitrilo 

3% de metano! 

91% de agua destilada 

50 mcl. 



CALCULOS: 

Se construyeron curvas de calibración para determinar los 

valores para intercepto y la pendiente, los cuales se utili

zan para calcular la concentración de acetaminof én en mcg por 

ml de plasma con la siguiente fórmula: 

mcg acctaminofén/ ml plasma 
Area de ecetaminofén - Intercepto 

(Pendiente) (Volumen de plasma) 
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Fase acuosa 
(descartar) 

PLASMA ( 1 ml ) 

Adicionar 
5 ml de acetato de etilo 
mezclar durante 1 minuto 
centrifugar a 4000 rpm 
durante 10 minutos 

Figura No. 10 

Fase orgánica 

Evaporar 40 - SOºC 
con corriente de 
aire 

RESIDUO SECO 

Reconstituir con 
500 mcl de metanol 
RA 

Inyectar 50 mcl 

Diagrama general de tratamiento de muestras de plasma con acetaminofén. 
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3.2.B. VALIDACION DEL METODO ANALITICü 

Para certificar la confiabilidad del método fue necesario real~ 

zar diversas pruebas y evaluar estadísticamente los resultados 

de acuerdo a los siguientes parámetros. 

l. Linealidad del sistema 

~e prepararon seis concentraciones diferentes de soluciones 

de referencia de acetaminofén: O.O, 1.0, 3.0, 4.0, 5.0, 10.0 

mcg/ml, analizando por triplicado cada soluci6n. 

Los resultados se presentan en la Tabla No. 4 y en la Figura 

No. 11. 

2. Linealidad del método 

Se prepararon seis concentraciones diferentes de acetamino

fén adicionado a plasma: O.O, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 10.0 

mcg/rnl y se analizaron por duplicado cada muestra. 

Los resultados se presentan en la Tabla No. 7 y en la Figura 

No. 13. 

3. Limite de detección 

Se analizaron seis concentraciones diferentes de acetamino

fén: o.o, 0.2, 0.3, 0.4, o.s, 0.6, o.a mcg/m1·, inyectando 
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por triplicado cada concentración. 

En las Tablas No. 5 y 8 se muestran los resultados y en las 

Figuras No. 12 y 14 la linealidad del sistema y del método 

respectivamente. 

En la Figura No. 15 se muestra la recta de regresión de la 

cantidad mínima cuantificable para ia determinación de ace

teminofén en plasma humano por el método propuesto. 

4. Precisión del método: repetibilidad dia tras die 

Se analizaron 10 muestras de acetaminofén en plasma en 4 

dias diferentes, utilizando la máxima concentración esper!!_ 

da (5 mcg/ml) e inyectando cada una por cuadruplicado. 

Los resultados obtenidos se reportan en las Tablas No. 9 y 

10. 

5. Exactitud 

Se analizaron 12 muestras de acetaminofén en plasma para 

cada una de las siguientes concentraciones 1.0, 2.0 y 5.0 

mcg/ml. Inyectando por duplicado cada concentración. 

En las Tablas No. 11 y 12 se presentan los resultados. 
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6. Especificidad 

Se prepararon las siguientes muestras: 

a) Plasma libre de prinicpio activo (blanco). 

b) Plasma adicionado de 5.0 mcg de acetaminofén. 

e) Plasma adicionado de 1.0 mcg de clorhidrato de benzi

damina. 

d) Plasma conteniendo acetaminofén y clorhidrato de ben

zidamina obtenido a los 30 minutos después de la adm~ 

nistraci6n de la forma farmacéutica a un voluntario 

sano. 

Los cromatogramas obtenidos se muestran en la Figura No. 16 en 

los cuales se pueden observar que no existe interferencia alg.!!, 

na para la determinación de acetaminofén en plasma en las con

diciones mencionadas anteriormente. 

7. Estabilidad de acetaminofén en plasma 

Para determinar la estabilidad de acetaminofén se analiza

ron muestras con una concentración de 5.0 mcg/ml mantenidas 

en refrigeración de acuerdo con el siguiente programa. 

Tiempo 

Inicial 

lo. día 

2o. día 

7o. día 

- 58 -

Condicione~ 

- 5°C 

5°C 

SºC 

5°C 



En las 'fablas No. 13 y 14 se observan los resultados obten~dos 

en la evaluaci6n de l~ estabilidad de acetnminof6n en plasma. 

3.3.C. RESULTADOS DE LA VALIDACION DEL METODO ANALITICO 

Se hicieron detcrnlinaciones onnlíticas de ncetaminof6n siguien 

do el método propuesto para calificar su operatividad. 

3.3.C.1. LINEALIDAD DEL SISTEMA 

A. Intervalo de concentraciones esperadas 

Para evaluar la linealidad del sistema se utilizaron las 

concentraciones que aparecen en la Tabla No. 4. 

mcg/ml de 

acetaminofén Razón de 

adicionados áreas 

1.01 141358.88 

2.02 264000.00 

3.03 432560.00 

4.04 573843. 33 

5.05 726153. 33 

to.10 1494488.88 

Tabla No. 4 

Linealidad del sistema para cuantificar 

acetaminofén en metanol. 
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1.0 ... 
1.3 

i.a 

1.1 

"' "' o.a .. ... o.a 
•03 

" 
0,7 

"' 0.8 

= •O 0.6 
N 

"' º" "' o.a 
o.a 
0.1 

o 
-<>.1 

r' ~ o. 9996 
m ~ 149191.02 

-19111.49 

• • 10 

mcg/ml adicionados 

Figura No. 11 

Gráfica que muestra la linealidad del 

sistema para cuantificar acetaminofén en metanol. 

- 60 -



B. Nivel de concentraciones bajas para establecer la cantidad 

mínima cuantificable. 

Para estimar la capacidad del sistema analitico para cuan

tificar acetaminofén en metanol a concentraciqnes bajas se 

utilizaron las siguientes concentraciones. 

mcg/ml de 

acetaminofén Razón de 

adicionados áreas 

0.202 29072 .00 

0.303 41001.22 

0.404 54532.00 

o.sos 70268.00 

0.606 83784.00 

0.808 110228.88 

Tabla No. 5 

Linealidad del sistema a bajas concentraciOnes en metanol. 
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o.a o.• 

r' 0.9990 

m = 135933. 05 

= 744.56 

o.e 

mcg/ml adicionados 

Figura No. 12 

o.e 

Gráfica que muestra la linealidad del sistema para cuant~ 

ficar acetaminofén a bajas concentraciones en metano!. 
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Para evaluar la linealidad del sistema y método, existen crit~ 

rios establecidos basados en la pendiente (m), ordenada al or~ 

gen (b) 1 coeficiente de correlación (r) y coeficiente de dete~ 

minaci6n ( r2). 

P A R A M E T R O 

Pendiente 

Ordenada al origen 

Coeficiente de correlaci6n 

Coeficiente de determinaci6n 

Tabla No. 6 

CRITERIOS DE ACEPTACION 

m :::: 1.00 

o.oo 

0.99 

0.98 

Criterios de aceptaci6n utilizados en la evaluaci6n del sistema. 

Discusibn 

Como se puede ver en los resultados obtenidos el sistema analít.!. 

co es funcional para cuantificar acetaminofén en metanol dentro 

del intervalo de concentraciones esperado (l a 10 mcg/ml). 

Además permite cuantificar concentraciones bajas conservando -

linealidad en e1 intervalo de 0.2 0.8 mcg/ml. 
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3.3.C.2. LINEALIDAD DEL METODO 

A. Intervalo de concentraciones esperados 

Para evaluar la linealidad del método se realizaron reco-

bros de acetaminofén presentes en placebos añadidos con 

diferentes cantidades de acetaminofén. 

mcg/ml de mc.g/ml de 

acetaminofén acetaminofén % 

Ne. de muestras adicionados recuperados recuperado C.V.% 

1.01 0.845 83.66 1.16 

2.02 l. 731 85.69 1.51 

3.03 2.431 80.23 1.55 

4.04 3.233 80.02 1.36 

5.05 4.290 84.95 1.32 

10.10 8.530 84.45 1.83 

X = 83.16 1.45 

D.E = 2.45 

c.v = 2.94 

S y/x 0.096 

Tabla No. 7 

Linealildad del método para cuantificar acetaminofén en plasma. 
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Figura No. 13 

Gráfica que muestra la linealidad del 

'º 

método para cuantificar acetaminofén en plasma. 
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B. CONCENTRACIONES BAJAS 

Para evaluar la linealidad del método a bajas concentraciones 

se analizaron muestras plasmáticas adicionadas de diferentes 

concentraciones 

mínima cantidad 

la Tabla No. 8. 

No.· de Muestra 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

de acetaminofén con el fin de establecer la 

cuantificable. Los resultados se muestran en 

mcg/ml de 

acetaminOfén 

adicionados 

0.202 

0.303 

0,404 

o.sos 

0.606 

0.808 

mcg/ml de 

acetaminofén % 

recuperados recuperado 

0.243 

0.3S8 

0.383 

O.Sl2 

o.sso 

0.7S6 

Tabla No. 8 

120.3 

118.lS 

94.80 

101.38 

91.0 

93.S6 

X = 99.95% 

D.E = l4,S6 

c.v = 14.S7% 

S y/x = 0.027 

c.v.% 

4.33 

11.19 

3.6 

S.34 

2.ss 

1.57 

4.92% 

Linealidad del método para cuantificar acetaminofén en plasma a 
bajas concentraciones. 
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Gráfica que muestra la linealidad del método 

a bajas concentraciones. 
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B.l LIMITE DE DETECCION 

Para determinar la cantidad mlnima cuantificable se realizaron 

recobros de acetaminofén presentes en placebos añadidos con d! 

ferentes concentraciones de acetaminofén. 

l.Ol!Cg/l!ll acetaninofén ea:ootra:lo 

0.9 
m 
b 

0.8998 

o .0271 

0.3'-------------..--...... ---
0.404 o.505 · o.ro; 0.707 o.ara 

rocgtml ocetaiinoléo if\a'.lioo 

Figura No. 15 

--LIHilE 
ltfERlffi 

-UHilE 
!U'ERIIR 

-fit:CrA IE 
~m1rn 

Recta de regresión del método anal!tico propuesto a bajas con 

centreciones mostrando las cinturas de confianza del 95%. 

DISCUSION: 

Como se puede ver en los resultados obtenidos en la linealidad 

del método: 

El método anal!tico es funcional para cuantificar acetaminofén 

en plasma dentro ~el intervalo de concentraciones esperados 

(1 a 10 mcg/ml). 

Además permite detectar concentraciones bajas conservando la 

linealidad del método en el intervalo de 0.2 a 0.8 mcg/ml. 

- 68 -



3.3.C.3. PRECISION DEL METODO 

A. Repetibilidad 

Se analizaron muestras plasmáticas añadidas a una concentr'ª-

ción de 5.0 mcg/ml de acuerdo al método analítico propuesto 

cuyos resultados se muestran en la Tabla No. 9. 

mcg/ml de 
No. de muestras acetaminofén % 

analizadas Dia recuperados recuperado c.v.% 

4 1 4.43 88.6 0.84 

4 1 4.29 85.8 l. 79 

4 1 4.32 86.4 0.69 

4 1 4.30 86.0 1.50 

4 1 4.00 80.0 1.38 

4 1 4.11 82.2 0.17 

4 1 4.35 87.0 0.94 

4 1 4.29 85.8 1.40 

4 1 4.27 85.4 0.15 

4 1 4.04 80.8 1.97 

4 2 4.14 82.8 2.64 

4 2 4.25 85.0 1.90 

4 2 4.26 85.2 l. 70 

4 2 3.95 79.0 0.28 

4 2 3.95 79.0 1.45 

4 2 4.27 85.4 1.43 

4 4.17 83.4 1.52 

4 2 4.27 85.4 2.06 

4 2 4.26 85.2 1.31 

4 2 3.82 76,4 1.06 

Tabla No. 9 

Precisión del método por CLAR para cuantificar acetaminofén en plasma tratando 

muestras añadidas a una concentración de 5 mcg/ml e/u. 
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mcg/ml de 
No. de muestras acetaminofén % 

analizadas Día recuperados recuperado c.v.% 

3 4.09 81.S 1.89 

4 3 4.08 81.6 1.40 

4 3 4.17 83.4 1.22 

4 3 4.09 81.8 1.54 

4 3 4.18 83.6 0.79 

4 3 3.88 77.6 1.35 

4 4.13 82.6 1.65 

4 3 4.11 82.2 1.10 

·4 3 4.10 82.0 0.23 

4 3.96 79.2 0.46 

4 4 3.83 76.6 0.46 

4 4.12 82.4 l. 77 

4 4 4.22 84.4 2.30 

4 4 4.28 85.6 2.24 

4 4 3.86 77.2 0.89 

4 4 4.02 80.4 1.60 

4 4 4.12 82.4 3.02 

4 4 4.55 91.0 1.02 

4 4 4.16 83.2 0.21 

4 4 4.15 83.0 1.78 

Continuación de la Tabla No. 9. 
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mcg/ml de 
Acet8Jllinofén Número de 

% Rec~perado Dio Adicionados Muestras C.V.% 

5.0 10 84.80 1.08 

5.0 10 82.68 1.54 

s.o 10 81.58 1.16 

5.0 10 82.62 1.53 

Total 5.0 40 82.92 1.33 

Tabla No. 10 

Tabla acumulativa de datos de la repetibilidad diil tras dia del método. 
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Para evaluar lo reproducibilidod en días diferentes se utilizó 

la prueba estadística de análisis de varianza (ANADEVA). Según 

el siguiente modelo. 

donde: Yij = porcentaje de recuperaci6n 

Grados De 
Fuente Libertad 

Di 4 - 1 

Ej(i) 4(10)-4 

Total 4(10)-1 

Comparando: 

)l. = valor medio de las observaciones 

D ~ efecto del día 

E error experimental 

Suma De Media 
Cuadrados Cuadrática Fcalculada 

20652.808 6884.269 

247833.80 6884.27 

268486.608 

/ ~º .05 
Fcalculact::. '\ · ~.36 tablas 

1.0 < 2.87 

0.9999 

~ 1.0 

Siendo Fcalculad~ ( Ftablas por lo tanto el m~todo es repetible 

d!a tras dia. 
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B. REPETIBILIDAD 

Se analizaron 19 muestras independientes para evaluar la repet.!_ 

bilidad del método analítico en el mismo día mediante un estadi 

grafo de contraste x2(ji-cuadrado). 

x2 

n 10 Hip6tesis de 

x = 84 .8 !to: a-2 = cr5 
s = 2.8174 

? 
7.94 111: c¡-2 > 11'5 s- = 

o<.= o.os (nivel de signi-
ficancia) 

0.95 = 16.qz 

x2 cale = 
(n-l)s2 

(f2 
= 7.94 

Comparando: X
2
calc. < X2

tabl. 

7.94 < .16.92 

contraste 

= (3)2 

Intervalo de confianza: r.c0 • 95 1.94 ( cr (s.14 

Discusión: Siendo X2calc. = 7.94 < X2tabl. ~ 16.92 se acepta H0 

y por lo tanto el método es repetible en el mismo 

día. 
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3.3.C.4. EXACTITUD 

Para evaluar los resultados obtenidos en exactitud se realizo-

ron 12 determinaciones de cada una de las 3 concentraciones 1, 

2 y 5 mcg los resultados se muestran en la Tabla No. 11. 

No. de Muestras 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

mcg/ml de 
acetaminofén 
adicionados 

1.01 

1.01 

1.01 

1.01 

1.01 

1.01 

1.01 

1.01 

1.01 

1.01 

1.01 

1.01 

Tabla No. 11 

mcg/ml de 
acetaminof én 

t"ecuperados 

0.7816 

0.7936 

0.8057 

0.8320 

0.8026 

0.8057 

0.8505 

0.8627 

0.8545 

0.8636 

0.8526 

0.8500 

x = o .83 

D.E = 0.03 

c.v 3.55% 

Exactitud del método. 
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% 
recuperado 

78.16 

79.36 

80.57 

83.20 

80.26 

80.57 

as.os 
86.27 

85.45 

86.36 

85.26 

85.00 

83.00 



No. de Nuestras 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

mcg/ml de mcg/ml de 
acetaminofén ace taminofén 

adicionados recuperados 

2.02 l.6720 

2.02 l. 6684 

2.02 l. 6200 

2.02 1.6650 

2.02 l. 7410 

2.02 1.6480 

2.02 1.5600 

2.02 l. 5920 

2.02 l.5842 

2.02 l. 6108 

2.02 l. 6540 

2.02 1.7410 

X: 1.65 

D.E o.os 
c.v ~ 3.41% 

Continuaci6n de la Tabla No. 11. 
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% 
recuperado 

83.60 

83.42 

81.00 

84.25 

67.05 

82.40 

78.57 

79.60 

79.21 

80.54 

82.70 

87.05 

82.45 



No, de 

mcg/ml de 
acetaminofén 

Muestras adicionados 

5.05 

5.05 

5.05 

5.05 

5.05 

5.05 

5.05 

5.05 

2 5.05 

5.05 

5.05 

5.05 

mcg/ml de 
acetaminof én 

recuperados 

3.9775 

4.1200 

4.0750 

4.4440 

4.3200 

4.4400 

4.2200 

4. 3500 

4.3200 

4.3700 

4.2400 

4.2300 

x = 4 .26 

O.E = 0.14 

e.V = 3.40 

Continuaci6n de la Tabla No. 11. 
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% 
recuperado 

79.89 

82.40 

81.50 

88.88 

86.40 

88.80 

84.80 

87.00 

86.40 

87.37 

84.80 

84.60 

85.20 



mcg/ml de acetam.i_ Número de % Recuperado % 
nofén adicionados muestras promedio c.v. 

1.0 12 83.00 3.55 

2.0 12 82.45 3.41 

5.0 12 85.20 3.40 

Total 36 83.55 3.45 

Tabla No. 12 

Tabla acumulativa de datos de la exactitud del método. 

Discusión: 

Como se puede ver en 1os resultados obtenidos en exactitud 

del método no es necesario efectuar un análisis estadístico 

para determinar la exactitud del método. 

Lo que sí se puede es determinar la constancia del porcent~ 

je recuperado a través de los diferentes niveles de caneen-

tración. ' 
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3.3.C.5. ESPECIFICIDAD 

Con el propósito de demostrar que no hay interferencias para la 

cuantificación de acetaminofén en plasma se analizaron las si-

guientes muestras con el método desarrollado. 

º· ! 
e 

'"' ..... 
o 
.~ 
e 
B 
"' u 
< 

:¡;¡ 

"' 
¡;¡ 
·,,; 

a) Blanco (plasma libre de 
principio activo) 

b) Plasma + 5 mcg de ac~ 
taminofén. 

Figura No. 16 

Cromatogramos obtenidos en la prueba de especificidad del método. 
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e) Plasma + 1 mcg de 
clorhidrato de 
benzidamina. 

d) Plasma + acetarninofén y 
clorhidrato de benzidamina 
obtenida a los 30 minutos 
después de la administraci6n 

de la tableta a un volunta

rio sano. 

Continuaci6n de la Figura No. 16 
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3.3.C.6. ESTABILIDAD 

Considerando que las muestras biológicas no son analizadas inmediatamente después de haberse tomado, se anal!. 

zaron muestras de plasma adicionado con una concentración de 5.0 mcg de acetaminofén. 

mcg/ml de mcg/ml de mcg/ml de mcg/ml de mcg/ml de 
acetaminofén acetaminofén % acetaminofén % acetaminofén % acctaminoíén % 

adicionados recuperados recuperado recuperados recuperado recuperados recuperado recuperados recuperado 

Inicial Día 1 Día 2 Día 7 
(5ºC) (5ºC) (5ºC) 

5 4.43 88.60 4.28 87 .6 3.77 75.4 2.83 56.60 

5 4.48 89.60 4.30 86.0 3.90 78.0 3.04 60.86 

5 4.41 88.20 4.53 90.6 3.97 79.4 2.94 58.80 

5 4.31 86.20 4.03 80.6 3.58 71.56 2.96 59.20 

5 4.36 87.20 4.04 80.8 3.67 73.40 3.05 61.00 

5 4.31 86.20 4.03 80.7 3.68 73.60 3.12 62.40 

5 4.28 85.20 4.07 81.4 3.85 77.00 3.39 67.80 

5 4.25 85.00 4.06 81.2 3.90 78.00 3.09 61.80 

5 4.37 87.40 4.20 84.0 3.87 77.50 2.34 58.80 

x = 87 .o x = 83.65 
- -
X = 75.98 X = 60.80 

D.E = 1.56 D.E = 3.65 D.E = 2.63 D.E = 3.18 

C. V = l. 79% C.V = 4.36% C.V = 3.46% c.v = 5.22% 

Tabla No. 13 

Tabla que muestra los resultados obtenidos en la estabilidad de acetaminofén en plasma. 
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Inicial 24 hrs. 5ºC 72 hrs. 5ºC 168 hrs .. 

x 87.0 % 83.65 % 75.98 % 60.80 

D.E. 1.56 3.65 2.63 3.18 

c.v. 1.79% 4.36 3.46 % 5.23 

Tabla No. 14 

Tabla acumulada de los resultados obtenidos en la 

estabilidad de acetaminofén en plasma. 

Discusión.: 

Como se puede observar en los resultados obtenidos acetaminof6n 

no es estable en plasma descongelado por más de 24 hrs. • por lo 

que se recomienda que las muestras plasmáticas siendo desconge

ladas deben ser extraidas y evaporadas a la brevedad posible. 

Se recomiende que este estudio de estabilidad se realice con 

muestras congeladas en un período mayor de tiempo que permite 

evaluar un tiempo confiable de almacenamiento. 
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V. CONCLUSIONES 

Se implant6 u11 método analítico por cromatografía de líquidos 

de alta resolución y demostró ser confiable, sencillo y rápi

do, ya que reune las siguientes características~ 

1) Linealidad: El método analítico desarrollado para cuanti-

ficar acetaminof én en plasma demostró ser lineal en el in

tervalo de concentraciones de 0.4 a 10 mcg/ml de plasma, -

se obtuvo un coeficiente de correlación de 0.9993. 

2) La repetibili<lad del método en el mismo día y en días dif~ 

rentes no presenta diferencias significativas, dado que la 

variación no sobrepas6 el 3% contrastado a partir del est~ 

Cístico de prueba x2 (ji-cuadrado), sin embargo, se reco

mienda realizar una curva estándar cada vez que se anali-

cen muestras. 

3) La eveluacibn de le pendiente de la recta de rcgresi6n li

neal indica que sólo el 84.25% en promedio se está recupe-

randa. Por lo que el método no es exacto yn que no se 

obtuvo el 100% de rendimiento en la extracción de acetemi

nofén en plasma, sin embargo, es adecuado para estudios de 

biodisp~nibilidad y farmaco~inética, ya que es lineal y 

preciso en el intervalo que va de 1 a 10 mcg/ml ·que es el 
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que comprende las concentraciones plasmáticas esperadas. 

4) La cantidad mínima cuantificable se estima en 0.4 mcg/ml 

de plasmo. 

5) Estabilidad. Las muestras de acetaminofén descongeladas 

demostraron no ser estables en plasma por más de 24 hrs. 

Se recomienda un estudio de estabilidad por un período 

de tiempo que comprendan de 2 ó 3 m~ses de muestras en 

congelación. 

6) Especificidad. No se detectó ninguna sustancia que inter

firiera en la cuantificación de acetaminofén en plasma. 

Recomendaciones 

Implantar el método analítico buscando un estándar interno. 

Completar el estudio desarrollando un método analítico para 

determinar clorhidrato de benzidamina en plasma, en presen

cia de acetaminofén. 
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