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l.- INTRODUCCION. 



rnTRODOCCION 

Actualmente en la industria farmacéutica se requiere de 

métodos analíticos que proporcionen: exactitud, precisión, 

reproducibilidad, linealidad y especificidad para la 

deter'"'....inación cuantitativa de las sustancias activas, pre-­

sentes en los productos faI"l!lacéuticos, con el fin de ase~ 

gurar y gar~~tizar la calidad de dichos productos durante 

las diferentes etapas de fabricación, pero sobre todo para 

verificar oue el oedica=ento contenga la cE!ltidad de sus-­

tancias activas oue específica la etiqueta y de esta for­

ma pueda cu::iplir debida=ente con las fu.~ciones terapéutica3 

para las cuales fue desarrollado. 

Por tal motivo el propósito de este trabajo consiste 

desarrollar un método analítico cue nerzita deteI"l!linar 

ABOB f)lorhidrato de 1-( corfolin~fo~midoilil guanidina 

ACETAJa:IOPEN, presentes en una solución oral. 

en 

y 

El cétodo a utili=ar para lograr esta finalidad es la 

cromatografía de líquidos de alta resolución (CLAR), por-­

que a diferencia de otros métodos analíticos permite, -­

entre otras ventajas realizar en foI"l!la confiable, especí­

fica, rápida, reproducible y exacta la separación, la -

cuantificación e identificación de los principios activos 

asimis::o ta::ibién pernite detectar las impure=as, los posi­

bles productos de degradación, etc. presentes en los pro­

ductos farmacéuticos. 

Pos:erior:::.ente se llevó a cabo la validación estadística 

del r::;~todo para control C.e calidad, :nedie.nte la deter:nina-
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ción de los siguientes parámetros: exactitud, precisión, -

reproducibilidad, linealidad y especificidad. 

De los resultados obtenidos se concluye que el método es 

exacto, lineal, preciso, reproducible y específico para -

la cuantificación de ABOB y Acetarninofén en forma 

simult~ea, por lo que puede emplearse en los análisis 

rutinarios de Control de Calidad con alta confiabilidad. 
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2. - FUN DA!áENT ACION DEL TEMA. 
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2.1 CROMATOGRAFIA LIQUIDA ~:ODEIUiA. (2,10 1 12,19,23) 

La cromatografía es U!1 proceso que se basa en la separa­

ción de los componentes de una mezcla, debido a un equili­

brio de distribuci6n entre dos fases no miscibles entre sí, 

donde Q'la es la fase estacionaria que puede ser líquida o 

sólida y la otra es la fase m6vil que puede ser gaseosa o 

líquida, El pro ce so de separación es el resultado de las 

diferentes ve lo cidade s de cigración de los col!lponentes de -

la mezcla col!lO consecuencia de sus equilibrios de distribE, 

ción entre la fase estacionaria y la fase m6vil. 

Dependiendo de la coobinaci6n de los diferentes tipos -

de fases estacionarias y m6viles, se pueden obtener 

varios tipos de cromatografía como: cromatografía lÍquido­

lícuido, cromatografía líquido-sólido, cromatografía gas­

lí0uido y cromatografía gas-s6lido, 

La cromatografía de líquidos de alta resolución es un 

proceso de separación, en el cual la fase estacionaria se 

encuentra empaquetada en una colwnna y la fase móvil es in 

líquido que fluye a través de la primera, en tanto que en 

la cromatografía de gases la fase m6vil es un gas, por tal 

raz6n en base a la naturaleza de las fases estacionarias, -

de las fases móviles y de los diferentes mec~'lismos de 

separación de los componentes de una mezcla, existen 

cuatro formas o métodos de cromatografía líquida que son: 

a) Cromatografía 

b) Cromatografía 

Líquido-Líquido (partición), 

Líquido-Sólido (adsorción). 



c) Cromatografía por Exclusión (permeación en gel o 
filtración), 

d) Cromatografía de Intercambio IÓnico. 
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a) Cromatografía Líquido-Líquido (partición).- Este 

proceso se basa como su nombre lo indica, en la partición 

entre la fase estacionaria y la fase móvil, debido a la 

solubilidad que presentan las moléculas de la muestra en 

dichas fases. De ahÍ que los compuestos más solubles en 

la fase estacionaria sean selectivamente retenidos en ell~ 

en tanto que los menos solubles son fácilmente eluidos por 

la fase móvil. 

b) Cromatografía Líquido-Sólido (adsorción).- En este 

proceso se presenta un fenomeno de adsorción-desorción, en 

el cual la fase estacionaria es un adsorbente y se basa 

en la competencia entre las moléculas de la muestra y las 

de la fase móvil o disolvente por ocupar sitios activos en 

la superficie de un sólido o fase estacionaria. 

En algunas ocasiones, debido a una fuerte adsorción o 

retención de los co~ponentes de la muestra en el sólido 

activo, es necesario aumentar la polaridad de la fase móvil. 

en forma constante y uniforme, con lo cual se logra un 

incremento de la solubilidad en los co~ponentes de la mue~ 

tra en la fase móvil. A esta variante se le lle.roa elución 

por gradiente o programación de la fase móvil. 



c) CromP.tofrafía nor Sxclusión (per::ieación en gel o 

filtración).- ~n este proceso la senaración se efectua de 

acuf'r1o P.l ta;::a?:o de le.s :::.oléc 1.il~s, co!:.. lo cue.l la ~'..H:stra 

es reten id.a o fil erada seg'..Í."l sea su ta::iafio molecular. 

Aú..~ en lR actualidad le fase es~acio~cria no rueda res-

tringida a ~~ gel, por lo ~ue en ocaci~nes la colu::-~a se 

rellena co~ '...l!: ~eterial cue posea poros de di~ensio~es COE 

prendidas en-;:;~e ciertos límites y de esta for:::ic. la ::nuestra 

es retenida o fil"trada. 

de polímeros c::::l!JUe2tos de alto peso :nolécular r.ue va 

desde 2000 hasta varios ~illonEs. 

d) Cro~atofra:ía de Interca~Oio IÓ~ico.- En este pro­

ceso corno su ~o::ibre lo ínciicc.. se efec'tua UJ'l i!1t€!'C&~bio -

de iones, nor lo ,...ue e=. princi!='2l;:;ente utiliz¿jo para co~ 

puestos ,...ue n;esen-ren cargas en su estructura, es decir 

muestras ió:iicas o io:-lizables .. r ~e bf=_sa en la c·~r:pete!!_ 

cia entre la !ase ~6vil y la c~es~ra i1~ica por lo~ sitios 

o grupos acti·10s de una resina in-::erca!!lbia:lora de iones -

fase estacicnaria que tiene ~~a superficie cargada iÓni-

camente, con c~rga contraria a la 1e la ~uestra), por esta 

razón cua.~to =ayor sea la carga de la ~uestra, oés fuerte-

wente será a::~aída hacia la 21.lperficit- iÓnice y a su vez 

tarlará r:as "tie::ipo e:l Ee!"" eluída. 

dora, en 12 c~ql se puede V?riar 12 fuerza i6nicR y el pH 

para obtener 12. elució:i de los c:i:=~:inen tes de la :::ezcla en 
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Práctica~ente en base a la polaridad de las fases la c~ 

matografía de líquidos de alta resoluci6n se divide en: 
( 3, 10, 19) 

A) Croaatografía en ?ase Kor;;.al. 

B) Cromatografía en ?ase Inversa o Fase Reversa. 

A) Crooatografía en Fase Norwal.- En este proceso la fae 

estacionaria es fuertemente polar y la fase móvil es no 

polar. Por lo que es posible separar compuestos polares y 

medie.namente polares, debido a que los coapuestos polares 

son selectivamente retenidos por la fase estacionaria y los 

compuestos menos polares son tra.~sportados más rápidamente 

por la fase móvil. 

B) Cromatografía en Fase Inversa o Fase Reversa.- En 

este proceso la fase estacionaria es no polar y la fase 

móvil es fuertemente polar. Como se puede observar este 

proceso es exactamente la inversa de la cromatografía en 

fase nor:-.al, de tal forwa que los compuestos no polares 

son selectiva~ente retenidos por la fase estacionaria, en 

tanto que los compuestos polares son fácilmente eluídos por 

la fase móvil. 

En algU!'las ocasiones se puede modificar la fase móvil 

para ajustar su polaridad en los dos procesos e.nteriores. 

En el ce fase nor;¡¡al puede realizarce mediante la adicim 

de u.~a sustancia oás polar, en tanto que en el de fase inver 

sa será aiicionando una sustancia menos polar. 
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2,l.l CONCEPl'OS BASICOS DE LA CROMATO'.;RAFIA LIQUIDA. 

TIEMPO DE RE'J:E:lCION (tr) .- Es el tie::ipo c:;ue la muestra 

perma..~ece dentro de la columna y se determina desde el ins­

ta..~te en que la muestra se introduce al sistema (punto de -

inyección), hasta el momento en que se obtiene el punto 

máximo del pico en el cromatograma. (2 1 3,10) 

TIEl·:PO l.ITJER:rO ( t 0 ó tm). - Es el tiempo requerido 

para eluir un compuesto no retenido en la colu.:i:na, es decir, 

durante el recorrido a lo largo de la columna el compuesto 

per:nanece siempre en la fase móvil y viaja a su misma velo­

cidai, de tal forma cue la determinación de este parámetro 

se realiza midiendo el tiempo comprendido entre el punto de 

inyección y el máximo del pico cromatográfico, correspon---

diente al compuesto no retenido. (2,3,10,19) 

TIE!t'.PO DE RETENCIO!> CORREJIDO ( t;). - Es la diferencia 

entre tr y t 0 , es decir, dura..~te el recorrido de un com 

puesto a lo largo de la columna las moléculas del compue~ 

to invierten parte del tiempo en la fase móvil y parte -

en la fase estacione.ria. Mientras estan en la fase móvil 

se desplazan e. su misma velocidad, en tanto que mientras -

per::anecen en la fase estacionaria estan estáticas, inter-­

accione.ndo con ésta y de esta forma las retrasa. Por esta 

ra:6n t; representa el tie~po que el co~puesto permanece -

en la fase estacionaria y se define de la siguiente forma: 
(3,10,19) 
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FACTOR DE CAPACIDAD ( K ).- Este indica el tiempo dur8:;! 

te el cual un compuesto puede ser retenido en la columna. 

y se define de la siguiente forma: (2,3,19) 

K 
t' 

r -r--
º 

t - t r o 
----r~---

ANCHURA DE LA BASE DEL PICO CRO!úATOGRAFICO (IV).- Este -

se obtiene trazando las tangentes en los pu.~tos de infle-­

xión y midiendo la longitud de la línea base oue queda 

comprendida entre los puntos donde se presenta la inter--

sección de las tangentes. (2,3) 

~ 
o 
E-< o 
[il 

f;j 
A 

>-'l 
[il 
A 

< 
Ej 
[il 

t:> 
P< 
CI) 
[il to p:: 

r 
ITfICIO 

PUNTO DE 
Il!YECCI~ 

Fig. l. 

. 
.{ 

Componente l 

t. 
"!'2 

Componente 2 

Principales par~~etroa que caracterizan a 
un cro"1o.togr?..na típico. 



Donde: 

to 

t 
rl 

t' 
rl 

tr2 

t' 
r2 
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tiempo !'il'~erto de tma colurrna de separaci6n. 

tiempo de retención de los co~ponentes 1 y 2 

tiemuo de retenci6n corregido de los compo­
nentes 1 y 2. 

a~chura de la base de los picos de los com­
nonen tes 1 y 2. 

RESOLUCIO'.< ( R). - Es una determinación cuan ti ta ti va del 

grado de separaci6n obtenido entre dos picos adyacentes y -

se dete:roina con la sig>.úente expresión: (2,3,10,19). 

R 

Si se obtiene 'l.UJ. valor de "R" igual a l. 5 significa que 

los picos estan separados totalmente. 

SEL-=:crIVIDAD o FACrOR DE SEPARACION' (e<). - Este expresa 

la posición relativa de dos picos adyacentes, pero no propqr 

ciona infor.nación algtma sobre la separaci6n real de éstos, 

debido a que la separación de los picos depende del tiempo 

que per-::~~ecen las moléculas de los co~puestos en la fase -

estacionaria y no al tie~po que ecplean en recorrer la lon­

gitud de la colu':l.~a a la velocidad de la fase r:ióvil y se le 

dete:rr;ina con la sieuiente expresi6n: 

o<.= 
t' 

r2 
__ t ___ _ 

rl 

(2,3,10,19) 
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PLA~OS T~ORICOS.- Son etanas de partición o distribuci6n 

CTUe sufren las mol~culas de los compuestos durante su reco­

rrido a lo largo de una col~"'.tna cro~atográfica, (2,10,19) 

HUl:?.RO DE FLATOS T20RICOS (i:) .- Sirve para determinar la 

eficiencia de ~~a col~-nna cromatoGráfica y se determina 

~idiendo la anchura de la base de uno de los picos oue se -

pueda obtener directamente sobre el cro~atograma y se utili 

za la siguiente exDresión: (2,3,10,12,19,23) 

O bien cuando se deter.!lina la anchura del pico cromato-­

gráfico a nedia al•ura de éste, se utiliza la siguiente 

expresi6n: (2,3,10,19) 

ALTURA EQUIVAL::::;:rE A Uil PLATO TEORICO (H) .-·Es el grosor 

de un plato te6rico y se determina media~te la' siguiente 

expresi6n: (2,3,10,12,19,23) 

L 
n 

Donde: H Altura eruivaler.te a un nlato teórico. 

L Lo:;fi tud de la colwnna cromatográfica. 

n Nú:::ero de ulatos teóricos de la columna 
cro=s tográfica. 
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2.1.2 EQUIPO Fl.RA CROh:ATOGRAFIA DE LIQUI;)()S DE ALTA RESO-
LIJCION ( CLAR) • 

Actualmente el equipo requerido para CLAR, incluye una 

gran versatilidad y complejidad de instrumentos, ya que -

continúa en proceso de avance y modernización. 

A continuación se muestra un diagrama esquemático de los 

componentes básicos de un cromatográfo de líquidos de alta 

re solución. (2,3,10) 

DEPOSITO DE 
PASE !t'.-OVIL. 

BO!-IBA 

INYECTOR 

COLU!f.NA 

R.EG I STRADO R ,__ ___ __..__D_ET_E_C_T..-O_R _ __.1---....;...~RO CESO DE DATOS 1 

Pig. 2 

COLECTOR DE 
FRACCIONES. 

Diagrama e sauemático de un croma to- -
gráfo de líquidos de alta resolución. 



2.2 DESARROLLO Y VALIDACION DE !i'.ETODOS ANALITICOS. 

Actuél~ente el desarrollo analítico es una actividad. de 

mayor i~norta~cia en la l~~~s~ria Fa~acéu~ica, ñebido 

entre o~:-as cosas a nue es :::U\" :recuente enco::.~ra!"' di:icu.!, 

tades ~r:.re. la deter::iinació:: c-.;.2..:-.:.ti te.~iva O.e los principiCE 

activos presen:;ts en les :;.i·-.:-er~os :proiuc-cos :~:=.:r.acÉu1;icos. 

~s~o ~e debe princinal~e~te a la conplejida~ y veriabi­

lida¿ j~ la cc=¡nosici6~ 1e ~s~os. 

analí l;i c&.s cue pr:porcic·:1t:r: e ):acti "tué., precisión, rep::: ... oaa-

dad 8:1 élÍ "'Cica se e s"'Cable cío el pro ce so deno=.:..nado va2.id a-

ció~ de u_~ ~éto:io a~alítico, ~edia.~~E: el cu2l se llega a 

conoce!"' la ex2cti""tud ;.r se -::steblece la ve.ri2..-~i.~i6.a:i d.el -

r:éto:io. 

E>:i~~er: :nuc!'".:.as d€:finicic:1e~ de validaciór:., -re.les co~o -

le.s ~i guie!1 ~es: 

Va2.idació:i es el gra5.o de validez de U..'1 yroceso de 

:::ie5.ición. (8) 

Va::.idación es la co=;~obación y verificación de la 

e fE c'ti vida.d ''/ rt pro::! -.i:i biliC.ad de una "té c:ii ca, U.."'la 

or~~ación o un proceso. ( 11) 
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Validación es el proceso para deterwinar que tan ade-­

cuada es una metodología para proporcionar resultados 

analíticos dentro de un margen establecido. (11) 

- La FDA (Food and Llrugs Administration), actualmente la 

define como sigue: La validación cooprende la revisicÍl 

sistemática de las instalaciones y de las etapas esen­

ciales en el desarrollo y la producción incluyendo los 

controles de los productos farmacéuticos con el objet! 

vo de asegurarse de que los productos fabricados puedei 

ser elaborados con seguridad y reproducidos con la 

calidad deseada si se observan los métodos establecidoo 

de producción y control. 

Como se puede obser;ar las definiciones son amplias y -

sencillas, con el fin de establecer su objetivo. 

Existen muchas fo~as de validar un método analítico 

debido a aue la forma de validación de un método analítico 

dependerá de su futura aplicación, es decir si.éste va a 

ser utilizado en control de calidad, en estudios de estabi­

lia2.d, en estudios de biodisponibilidad, etc •• 

Sin embargo, en todos ellos es necesario determinar los 

par"d..!:letros de la validación, como se muestra en la tabla 

2.2.1 
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TABLA 2.2.l FORMA DE VALIDAC!ON DE UN ME'l'ODO ANALITICO. 

PAR/JlErP.0. PARA CONTROL PARA ESTUDIOS BIODISPO-

DE CALIDAD. DE ESTABILIDAD NIBILIDAD. 

EXAC'rITUD. X X X 

PRECISION. X X X 

~rRODUCI- X X X 
BILIDAD. 

LINEALIDAD. X X X 

LIMITE DE Conc. bajas X X 
DETECCION. 

ESPECI F'I CID AD- X X X 
INTERFERENCIAS. 

ESPECI?I CID AD - X X 
EN ESTABILIDAD. 

ESTABILIDAD DE X X -LA lf.UESTRA. 



A co:'ltinuaciór:. se daré U."le. breve descripción de lo r-ue 

abarca cade pará~etro de l~ valid8ción de un ~étodo. 

ló 

:::x; .. ::·r:<JD .- Es la c::-:coY-5.c:ncic. existt::nte: en~re tL'1 valor 

obtenicio experirr:entalr:cnte y el vzlor real ( referencie. o 

' - ) esta!!af;::"" • < i, "•e) 
Tjn ::iftodo :-:u..vica será 100>~ exact:o, C.ebido a C"Ue -codo p~ 

ceso Ce :::eCiciÓ:1 e~L,e. suje-to a error, po!"' lo r:ie el e_vir:..lis-

vel Ct~E"pr-=ciE.Ole, :re.. ""t.:.e ::.u_'"1c2 consesui.rá eli::i!"ln:-lo total:, 

y e~ro~~s &lea~orios. (12,l.C,22) 

fuente -;-u e de lccr:.li zc:.rse o de :i:: i r~e y de este. :or:na trc..-

_t._ú_~ co!'l el ;-:áxino de se:-.sibilid2i ce.si nt~Cé dá el !:!.ÍS::l.O 

medio). 
' .. pr&.c¡;ica, la e):actitud de u:1 ::n~todo se deterc:-,ina -

cowpéra:--.io el prooedio C= los resultados obte~idos experi--
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~0ntalmente con un valor real, conocido. De esta m2..~era es 

posible detectar el error sistem2tico (BIAS O SES}O). 

E:q)e rireen te.l!I!en te lo F.!1 te rior se lleva a cabo, colo C2-'1do 

la ce.!"ltidr:C. eti .... uet~dt--: €':1 e!. :r,.['rbete ( e.stá."1de.r o re:ere!1cic) 

~ás o ne:nos exacta,je: principio activo o. u_~ !'lacebo de- la -

1:1UEEtra. 

Un2. vez obtenidos los resul"tados de recobro e:.:pE.ri~ental, 

Ee efect~a la co~pa~aci6n e~~re el nro~edio de los resulta-

dos obtenidos y el valor real conocido (cantidad a~adida 

de principio activo), r:ed.ia."1te las siguientes inferenciP-E -

e ~té!d.Í~ti cas: 

a) :-F:UE3A ;::i::; HEOTESIS. - Para verificar rue los resul-

b·.;.ción teórica, c:iyo perá:::.etro es el ve.lor real conocido, 

lo cual se realize utilizan:io el estadi'.grafo " t de Student' 

(para ~UeEtras pe~ueñas) y este definido por la siguiente -

e:·:r-·resión: (7 ,9) 

::>onde: 

t -~-=-,,¡__ 
s/.¡n 

X Valor proI'.ledio de los resultaC.os obtenidos experii::~ 
talmente 

J( L:edia poblacione.l (valor real). 

S Jesviació~ estÉ~dar de la muestra. 

n Hú::ero de ::::.uest:ras. 



18 

La desviación estándar ( S ).- Es un parámetro nue deter 

mina la dispersión de u..~ conju..'1tO de datos en torno a su 

valor central o medio rue se expresa, cedia.'1te la sisuien-

te EX!>resiÓ!'"l: ( 7, 3 > 

s 

Se establece U.'1 contraste de !:ipó·cesis de la siguiente -

forna: 

- Establecer la hipÓ1;esis nula ( 

- Establecer la hipótesis alte:!"rlativa ( H1 

Con lo cu?.l se C.eter:::ina si u:: :::Étoclo es o no e):acto, p~ 

ra una región de aceptación o de rechazo del 95%, con U..'1 -

nivel de si~i:ice.ncia de 0.05 

r:ue inte:r .. relo ~= loc&liza el V2.lor ve!'ie.3.ero del pa~~etro 

Interv?.2.o <:'.€ Co::1fia.'1::a (IC) + 

Va.lo:- "c"Órico del estaii'.grafo (tablas), co:J u:la 
co:::-:.;o:-,za del 35% para <:'.icho inté:::-•alo. 

X Vale:- yro:::edio de los resultados obtenidos exp~ 
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PRECISION .-Es grndo de concordancia de las mediciones -

repetidas para u.'1.a mis:na determinaci6n alrededor de un valor 

central o medio. 

A causa de los errores aleatorios, a..'1.terior!!lente mencio­

nados, las obser-1aciones repetidas, casi nQ'1.ca serán ident! 

cas, pero mostrará.'1. mayor o menor variación en torno a su 

valor central o medio, razón por la cual la desviaci6n 

estándar esta asociada con la precisión. 

Debido a r.ue la desviación estándar describe la reprodu­

cibilidad de una observación aislada, la precisión se exnr! 

sa en tér-'.linos de repetibilidad y reprocibilidad. (l,~,8) 

~EP~rI3ILIDAD .-Es la precisión de <m método exnresada -

cooo la concorda..'1.cia obtenida entre las deter:r,inaciones 

independientes realizadas bajo condiciones iguales de trab~ 

jo, es decir lleyadas a cabo nor Q"l s6lo a..'1alista, usando -

los mismos aparatos y téc:iicas. 

?are deter:ninar la variabilidad de los resultados obteni 
2 

dos, se utiliza el estadigrafo % (ji cuadra1a), el cual 

esta definido por la siguiente expresión: {7, 9) 

Donde: n 

s2 

2 
(j 

nú_~ero de deter:ninaciones. 

varianza de la ~uestra. 

varianza poblacional, esta representa la 
variabilidad del método. 
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Le varia.nza muestral esta dada por: 

Generalmente nor experiencia los métodos analíticos pre­

sentan una variabilidad de a3 = 5, por lo aue nara evaluar 

la repetibilidad del nétodo se establece i.m contraste de -­

hipótesis: 

- Hipótesis nula (H
0
). 

2 
H 

o rr = 5 

- Hipótesis alternativa (~1 ). 

t.t 2 1 ~ 
"'! o- -;- ::> 

Fara u.na región de eceptaci6n o de rechazo del 95~ con -

un nivel de signific~ncia de o<.= 0.05 

La evaluación del intervalo de confianza ~IC) para dete.r 

ninar entre aue valores se encuentra el valor verdadero del 

nará~etro se realiza ~eiia.nte la siguiente ex-presión: (9) 

IC 

Jonde: n 

2 
(n-1) (S ) 

--x~~---

nÚ'.!lero de muestras independientes. 

varianza muestral. 

desviación están:lar uoblacional. 

valor teórico del estadigrafo (tablas), 
con 1.l:'lB confianza del 95~. 
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REPRODUCIBILIJAD.- 3s la precisión de un método expresa­

da cono la conco!"'d~~cia entre deter::iinaciones realizadas -

bajo diferentes con·iiciones de tri!bE.jo, es decir deter:!lina­

ciones llevadas a cabo por diferentes ~~alistas en diferen-

tes o bie~ e~ diferentes lEb~ratorios, utiliza~do -

diferentes e~uipos. 

Fara deter::iinar la variabilidF.d de los resultados obtenl:, 

dos, se utiliza tL~ diseño estadístico llanada a~álisis de 

vEria..91za ( J'.!.;OVh.), el cue..l co~siste e:;. desglosar las diversa.; 

fuentes de v2ri2ci:5~. ~ue cont!"ibuyen a la variabilide~d del 

fen6~eno, prob~ndo la si§;nificación de cada fuente o causa 

de V?ri2ción co~tra el error exyeri~e~tal y valorar asi su 

import?.ncia rela.ti" ...... a, cuyo c!"iterio de prueba es el cociente 

del estadígr2fo ·::e p!"'"tteba F de dos variP-"'l.ZE..S ( ent:r-2 y d.eg 

tro de las nueséras), donde el modelo lineal rue se basa -

en el diseño exp<:::-i:::ente.l es: 

Donde: 

y. ·i... 
l.J •• 

A. + 
l. 

D. + 
J 

AD .. 
l. J 

+ k' 
~(ij)k 

Porcen~aje de recobro, cuantificado por el 

i-ísi~o a~alista, en el j-ésimo día de la 

k-efsima repetición. 

-'Y:' Fa::-É~etro ~ue represen~a el valor real del p~ 

ce~taje de recobro, do~de no ~ay efecto por 

a..~elista o por día. 
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A. Efecto del i-ésimo analista en el porcentaje -
1 

cua.."ltificado. 

D. Efecto del j-ésimo día en el porcentaje cuant! 
J 

ficado. 

AD. . Efecto de la interacción entre el a.'""!alista y 
J. J 

el día. 

Error experimental, el cual es U.'""!a medida de 

la reproducibilidai. 

En dicho ::!::>delo cada variable represeni;a una de las pos! 

bles fuentes de variación que involucra el método a."lalític~ 

tales como el analista (A.), el día de an&lisis (D.), la -
1 J 

interacción entre el a."lalista y el día (AD .. ) y el erra:­
i J 

(E(ij)k) i~plicito en cada dei;er::.inaci6n. 



1 
! 
i 

1 

1 
1 

1 
1 

23 

La tabla de a~álisis de varia~za (A:IOVA), rue representa el 

raodflo lineal seleccionado, es la siguiente: (9) 

FULITE D::: 
VARH.cro:i 

A. 
J. 

D. 
J 

AD. 
ij 

E( .. )1r J. J .• 

1 

1 

:;Rt.DOS DE 
LI3ER1'.4J. 

a - :.. 

b - l 

( a-1 )( b-1) 

ab( c-1) 

¡PRODUCTO su:,:.t. DE 1 l,:EDIA 

1 

F Cale. 
i SD~?LI-- CU.1-..DRADOS icuADRATICA 
1 ?IC.!..JO. (SC) 

1 
(:'.C) 

1¿.,2 L.'"2 (i - l) sc_l_ ¡ -;~.:..:. - -~_.:..:..:. /a-1 ;l·~c ,./;¿c .... 
oc aoc .... .c. 

1 

1 ~2- ~I2 
( j 1) 

• J. . .. 
SCD/o-1 1 ·•n / .. C -

,--;~- - ------- ¡ ,,,·~D ''' E EbC 

1 

(< <-'-Hib:j. ;[:>; .. 
1 

1 

L 1 -1 se .AD/a-1 ( b-1) . ¡ -· - · ¡--;-- - -be-

1 

1 1 
1 1 

? .,.2 1 1 v- 1 1 - ~~.:.:_.:. 1 

20C 1 

1 

1 iW .4D/i.:CE 

i 

1 

(ij!:-ij) scjab( c-1) 1 
1 .=.. 1 
1 j 

Donde la :=edia cuadr2tica del error, es un esti::ador de la 

reproduc:.. bilid e.d. 
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LINEALIDAD.- Es el gredo en oue la res~uesta del nétodo 

se anroxima a u.~a fu.~ción de tipo lineal, establecida por 

la siguiente ecuación: ( l, 7' '3' 9) 

Y = :nx ~ b 

Donde: Varie.Cle d~pe:ndiEnte ( r'2Sn1J.r:sta). 

b Order.~ia al origen. 

La linealidad ~E- eval1a, :::ediF--.!:'te u..'1a regresión lineel, 

utilizando el =ét~=o ie IÍni~os c~ad~aios. Obteniendo así 

la recta que ::ejo:-- se ajusta (rtc-r;& de re¿;reE"iÓn), al 

conju..-¡to de valores ob"tE!"licios e>:peri::-;e:-.tal~en-ce. 

La ecuación de la rec~a d~ ~eg~ésion es la siguiente: 

)onde: 

B 

't = 

Y = B -

C?..::ti:. a:. re cobr2:5. n.. 

VI .. 
ó .. 

Ordenada al origen o ir.cercepto (poblacional 
igual a cero). 

Pendifr.te de la recéa (poblacional igual a 
uno). 

Para dete:r.:iiner nu.~érica~ente el valor de los coeficieg 

-:es de reijresión ( :::rde::ada al origen ..- pendiente de lé 

recta), se utiliz2:: le.s EiE"u.ientes expresiones (r:-étodo de 

J3 



25 

Para dete:r.iinar con nué exactitud se ajusta Q~a recta de 

regresión al cJnjQ'1to de valores obtenidos exnerinentalmen­

te nueva~ente se recurre a establecer uruebas de hipótesis 

tanto para la or:lenada al orisen cooa Dara la pendiente, -

estableciendo para éstos sus resnectivos intérvalos de con-

fiBnza a un nivel de SÍD'lifica~cia dBdo. 

Se utili:::?. el estadístico "t de student" defini'1.o nor la 

si;:rlente ex~resión! (1,7 '9,1.!) 

t 

A s 
y/x 

b -ft 

Se establece el contraste de hipótesis. 

- Hipóte10is nula (::;- ) • 
o 

Hipótesis alternatí'rn (H
1

). 

Donde J3 es i~~al a cero, 

Para una ::-e~ión de aceptación o de rechazo del 95~ con -

un nivel de :ígnificancia e>(= '.).05 

La evalu8ci6n del intervalo de confianza (IC), para de-­

tenninar ent::-;; rué valores se encuentra el valor verdadero 

de 1 riaráciet:r-:> se re ali za r.ied ic..'1te; la sieuiente expre si6n: 

re ---- ---
n¿(xi - 1{)< 
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La pendiente de la recta de re~resi6n esta definida por: 

::1 coeficiF'1te de corf'('lPción ( r). - Iniica el t;redo de -

nificF.. rue el c·J:i¿ 1i.'1to de ·v·elore~ ·J"::>t'?'71ir:os ex'P)eri~ental;".'le.!! 

te :;::€' é:oro:-:i:-:a:l a u.v¡r :-e cta. :::1 c~eficier..t-:- :ie correle.cifu 

( 7' 3) 

loe cu<-~~a1os de los errores sea lo ~eno~ fO~ible, e$ decir 

... ue le.!' '.\e!;Viacio!1es de los nu .. '1tos, del con¿·i..'1to de YE.lores 

nará".l>?tro .-ue se utiliza para deter:ii!1ar est2s desviaciones 

es el "rror estándar dP "sti-::aci6n ('§'V,/x) ·: esta definido 

por lP. =i~uiente exnresi6::: ( 7) 

Don:: e: 

S' 
Y/x 

"§' 
Y/x 

b V m 

~-~~-=-~~~~~-=-~~~-~~~-
n - 2 

:O:rror está.'1dar de esti~aci6n. 

Son estinPciones de ~Íni~os cuadrados 

de,_8 y '(' • 
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.Se utili::a. el e~tr=iístico nt"de StD..:iC!lt, de:inido pe:- -

la sigui e:: te e:r:p!"e si Ón: 

-~~-=-~~-~~-~---.... 
s 
Y/x 

Se establece el c0~~r2ste de hipÓ~:sis: 

:::º : ... = t 
- :1it'óte~is 21 ·_c :"':" .. ativa (::I). 

:::! : , .. = t 

ñ~ Pcéptación o de 

t= 1 

La eval~ació~ d~: i~tey-v2~0 de co~:ie..-.. za (I~) pa~a det~ 

I~ 

Jo::de: 

b-'to(,'_ 
/"' 

:::e::te. 

(::-
"" . ___ :::~;:; __ _ 

~ \~ ~X V::.-_ < t< 
'S' 

V/..,~ 
---~'-:.:: __ _ 

Sx De.svi&ción est.2:-.. 5.ar de las C5-"1tidF..:.s-s adicio!'la1as. 
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Donde: 

'5' 
y/y_ 

Error estándar de estimación mo:lificado. 

X. Cantidad adicionada, 
l. 

.m Valo!"' de 12 pendiente de la recta obtenida exper! 

l!lental::ente. 

_fi Valo:!" -ceórico de la ordenada al origen (poblacio­

nal). 

'/' Ve.lo!' teórico de la pendiente de la recta (:;:obla­

cional). 

X Valor n::-onedio de las ca::tidades adicionadas. 

n Númer:i de de"ternina.cior:e.s i!'ldependie:--.. "tes. 
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ESPECI?'ICIDAD.- Es el erado de la r:iedici6n r:ue correspo!! 

de sólo ?. le s1;.st2_ricia en estudio v no a otras sustcncias 

cue pueden interferir o estsr nresentes en el material a 

211aliz;--,r~'', tales como excipientes, i;;ipurezas, }"roductos de 

deGredación, etc. 

En le nr~ctica la especificidad se nuede de'-!ostrar, 

r.-.ediF...nte: l?.s sie-uir:--.te:s rr,etodolo;:!as: ( 4' ':'.) 

1) Esnecificided - InterfertnciPs. 

2) Esp<=cificidad en Est2.C·ilidad. 

1) ESPECI ?I CI ;:i;.n - r;;?'SR?::':?.:::; GL~S. - Con éste es posible 

deter:niwar ~i l&..s otrc.s sustE.!""1cias interfier.::n o no con la 

sustancia en estudio; habiendo deter:::iLado ésto se podrári -

realizar les ~odificeciones ~Ertin~~teE al ~éto5o. Gener2l­

~ente este pará~etro se dete::-=ina cuando el método será uti 

lizado pE-ra control ile calidad, '.:lediante la siguiente oeto-

dología: 

a) J.!'lalizar la sustE-ncia activa de iLterés, el placebo y 

la nuestra de 1L'1 lote piloto de lE- for:nulaci6n, utilizando 

el método desarrollado. 

b) De los resultados obtenidos verificar, cue los exci-­

pientes, las i'.".pu:r'2z.as, los posibles productos de degrada-­

ción puede:i ser separados de la susté.."lcia active 5.e interés. 

c) Confir::r.ar que la respuesta obtenida corresponda sólo 

a la sust"-."lcia activa de ir.terés. 

d) Si el m0todo desarrollaio no es capaz de separar la -

sustancia 2ctive de interés ¿e los excipientes, de las imp~ 

rezas y de los posibles productos de degradación, se desa-­

rrollar¿ otro nétodo. 
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2) i>SVi/:I ?I Cl).0 c.,. ?.S:' .l.'3ILI::J.~D. - Es U..'1 ti no de e spe c_i 

ficidad en el cual las otras sustancias son las rue pueden 

for:2.rse durr:nte el al-:iacenBcnif·nto bajo condiciones especí­

ficas de hú-:¡edad, luz, p~, temperatura, etc •• ?ste paráme­

tro se deter.1i'!'"la c:.i?.!1-:o el :n~todo será utiliz2do para estu­

dios de biodisnonibilidad o bien nara estudios de estabili-

dnd, rediante la siguiente metodolo~ía: ( t,' '3) 

a) Anali?ar la sust;;.ncia activa de interés, el placebo y 

la nuestra de un lote piloto de la for:mlación, utilizando 

el oétodo desarrollado. 

b) Alnacenar las s~sta~cias ~~tes ~encio~fuias bajo condi 

cio!"'.es prev-ia::lente de:i!'1idas en té:r='.inos de hli-rieiad, luz, -

pH, temperatura, etc., durante deter::iina~os peri6dos de 

tie::.po para propiciar la ciesco!:lposici6n. y de e~ta for.:ie. 

obtener los productos de degradaci6n. 

c) Tra.."lscurrido el tiempo de almacena~ento analizar las 

muestras utiliza.."ldo el ~étodo desarrollado. 

d) De los resultados obteni5os verificar, que las impu~ 

zas, los nroductos de degradación, etc. pueden ser separa-­

dos de la sustancia activa de interés. 

e) Si la respuesta obtenida corresLJonde sólo a la susta~ 

cia activa de interés, el :néto5o se lla::ará "específico" y 

podrá ser utilizado como indicador de estabilidad. 

En el caso contrario, se deberá estimar el efecto apare~ 

te de las otras sustancias sobre la seSal analítica y se -­

esti=ará en cua."lto y cuando este efecto podría ser import~ 

te. 
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LIMITE DE DETECCION, - Es la mínima concentración de 

susta~cia activa cue se puede detectar con exactitud y pre­

cisión, utilizando las :nismas condiciones de trabajo :ra 

establecidas en el método desarrollado. Generalmente este 

parámetro se deternina en métodos cuyas concentraciones de 

sustancia activa son pe~ueñas, tales co:no en los fluidos 

biológicos de los estudios de biodisponibilidad o bien en 

los estudios de estabilidad para deter;;Unar los productos 

de degradación, no obstante se puede aplicar en los métodos 

para control de calidad de concentraciones pequeñas, y se 

determina de la ::iguiente forma: ( '3) 

a) Adicionar cantidades exactas de la sustancia activa -

corresoondiente a O, 1, 3, 5, 10, 15, 20 y 25~ de la con 

centración máxima esperada al fluído biológico en estu~io o 

al placebo de la :or:nulación. 

b) Graficar: Joncentraci6n adicionada Vs ConcentracicÍ1 

recuperada. 

c) Determinar: Límites de confianza al 95 ~de la recta 

de regresión. 

d) Trazar una recta paralela a la recta de regresión a 

una distancia de 

obtenido. 

-l.9ó Sy/x con respecto al valor y 

La recta trazaja es el límite inferior de confianza cuyo 

intercepto con la ordenada al origen dará el límite n:.Ínimo 

de detección. 
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2.3 !éONOGRAFIAS. 
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2.3.1 ABOB. 

NOJ.IB!'!Es ~urnrcos • ( 15, 16, 17, 1 ~) 

Clorhidrato de .,.,T , ,, , N '-1<nhidrobi s(B-hidroxietil) biguanida. 

Clorhidrato de 4-l·'.orfolincarboximirioill'.,Uanidina. 

Clorhidrato de 1-(morfolinofonnirnidoil) guanidina, 

Clorhidrato de 4-(~uenidino-formimidoil) morfolina. 

sr'lornr.·o s. (17,l"l) 

Clorhidrato de bioxina: Clorhidrato de '11oroxidina. 

FORl,\'TJLA DESARROLLl.DA. (17,lB) 

jffi ITTf 
11 11 
C'P·<~''1 • HCl 

6'' 
FORMULA CONDE!; S.t,,DA: 

207.7 

DESCRIPIJIOJ~: Fcl vo cristalino blanco, inodoro. 

SOL!J13ILI'.) .4 D. 

Fáci 1'11ente s:iluble en agua y ácidos diluÍdos; Soluble 

en metanol; Poco soluble en álcalis diluidos: Ligera~ente 

soluble en etan~l y cloroformo: Insoluble en acetona, éter 

etílico y he xF_-:o. 
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pr11no DE -..r1s10:-;: 203 - 201ºc 

u"1 en solución "'C'lOSfl al 2< 5.5 - 6.5 

ABSOR~IO'\ AL T"JLT'lAVIOLETA. 

En e . .,-ua destil?.i?.. nresenta u.'1 máximo a 237 nm (E11 -~ 8)) 
cm 

PERDI)A POR SECA:Xl: :.'.á>:imo 0.1~ 

'lESIDUO DE Ir;:;rcro:;: r-:áxir:10 o .1 ~ 

-SST A3ILBAD. 

Es muv estable en estado seco y puro a la luz y a terr.ne­

raturas altas hasta 45°c • 

ro-a COLO'H A. ( 16) 

Fuertes do!:'is teranéuticas interfieren con el color de -

la visión. 

"){)SIS TERAP-=:'.J:'rc.~ .• (15) 

0.6 - 1.6 g al día. 

USO TE:!APE~TTICO. 

En la profilaxis y en el tratamiento de infecciones vir~ 

les. 

En recipientes her:néticamente cerra1os y protegidos de 1fl 

luz. 
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ACr.TA1.fINOFEX. 

NOf."3R2S QUIJ.ITGOS. (5,13,16,18) 

4'-hidroxiacetanilida; p-hidroxiacetanilida; p-acetaraj,_ 

dofenol; p-acetarninofenol; p-acetilaminofenol; N-acetil­

p-arnino fenol; !<-( 4-hid roxifenil) ecetemida, 

SI;IO'!I!'OS: Faraceta::iol. 

?'OR~:nr.A DESARROLLADA. 

Ho--Q-:m-H-cH3 

FOR:,'.'JLA CON 0r;;¡ 3ADA: 

PESO ).'.OLEGULAR: 151.2 

DES'.!EUPCION. 

rolvo cristalino bla..~co, inodoro, con sabor amargo. 

SOLU~ILIDAD. (5,13,16,20) 

Soluble, a 20°c u.~a parte en 70 partes de agua destilada; 

una parte en 20 partes de agua caliente; una en siete par­

tes de etanol: una en 13 partes de acetona; una en 40 Pe.! 

tes de gliceriDa; un? en nueve partes de pro?ilenglicol¡ -

~uy ligeramente soluble en clorofor:no; préctic?oente inso­

luble en éter etílico; soluble en solución de hidróxido de 

sodio lN. 
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pH en solución acuosa saturada: 5.1 - 6.5 ( 15, 16, 21, 2 2) 

PUNTO DE FllSIO!i: 168 - 172ºC 

A'3SORCION AL INF'U1RRO,TO. (13,20) 

En nastilla KBr los principales méximos se observan a: 

1?63, 13~7, 1441, 1506, 1565, 1657, 3162 y 3326 cm-l 

ABSORCION AL TJLTRAVIOLEI'A. 

SOLVEllTE 

Agua destilada. 

Etanol. 

~·etanol. 

Sol. de hidróxido 
de sodio O.OlH 

LONl}ITUD DE: 
ONDA (nm). 

242.5 

249.0 

249.0 

258.0 

CO'!TENIDO DE A'TUA: !'.áxi!!lo O. 5~ 

CLORUROS: MÁximo O 014% 

~·'.~ ALES PESADOS: l~áximo O. 001% 

SUL?ATOS: J.;áximo 0.025' 

RESIDUO DE IGNICION: Kéximo O.l~ 

CO?fSERV AG!ON. 

COEF'ICINTE DE -
ABSORCION LlOLAR. 

( € ) 

10,037 

13,090 a 14,000 

13,600 

10,830 

(5,21,22) 

En recipientes her:néticamente cerrados y protegidos de 

la luz. 
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EST.t.BILIDA'9. (13) 

En estado seco v nuro es muv estable a la luz y a ter:ipe­

rP.turas altRs h?.st?. 45°C. En solución es sensible a la luz 

v se desrPdF fácilmente a nH = 2, sin embarso en soluciones 

alcRlinP.s (p~ = 9) la degredación se torn?. lenta, Obtenién­

dose en c.r:ibos ce>sos co::io producto de degradación el n-amin~ 

fenol y ácido acético. Por lo C'Ue para las preparaciones -

líquidas el pH deberá ser fljusta:io aproxima1emente a seis 

ya nue en este valor se ha encontrad.o el máximo de estabil_i 

dad, 

(15,16,20) 

Se P.bsorbe fácilmente en el tracto sastrointestinal,por 

lo nue se :iistribuve en todos los tejidos del Drf-anismo, se 

metaboli zF e:-l Pl hÍ.fado v es e}:creta':io en lP orina nrinci-­

pAlmente co~o slucur¿nido v sulfatos conjuga1os. Así mismo 

también en '.:lenor nronorción como ácido mercantúrico •r cis--

teina con~uga~os. 

TOXICOLO'.JIA. (13,15,16) 

Los síntomc.s oue se presenta.~ en las primeras 2l horas, 

cu2ndo se administra en dosis r:iuy por arriba de la dosis 

terapéutica !'on: c.norexia, dolor P.b:io-:iinal, náuseas y vómi-

to. Sin embarso cuando las dosis son mayores a 15 g pro-

duce necrosis hep~tica, cuyos srntomas se presentan de cua­

tro a seis ~ias mPs tarde, de~ido a le ~ran acumulación -

de los metabolitos alta~ante t6xicos. 



D0'3IS T'"'?A.P'"TJTIIJA. ( 5, 15, 15) 

0.5 LO('" / 4 hor2s: ::iáximo 4g/24 horas. 

:-iiYios de 1.l..'10 a seis e?:os: 

ni~os de siete a 12 e~os: 

uso T r;;:¡;_p:su:'I i::o. ( 5, 15, 15) 

Anelg~sico y antipir~tico. 

250 ~~/tres veces al día. 

500 ng/tr"?s veces 21 cía, 

38 
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3.- PLWTEAJ.lIENTO DEL PROBLEMA. 
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PLANTEAJ.:Ik'NTO D::::L PR0:3LE!.'.A, 

Debido a r.ue actualmente no se cuenta con 1m método ade--

cuado pera le deter~inaci6n de h303 y hcete"linofén, presentes 

en U."'la solución or2l, se procederé a dessrrollPr tL"'I "!étodo 

anF.lÍtico por cro'.:latogra:ía de lÍouidos de alta resolución -

(GLAR). Porr.ue e diferenci?. dF otros ::iétodos anPlÍticos GL/-H 

ner:iite entre otras ver:ta.5as dete~in2r en for::!.n co::.fie.ble, 

r,!niaa, renroiucible v rxecte la sen2raci6n, la 

cu2ntific8ci6n e itlentificaci6n de las sustancias activas, -

las i~nurezas, los posibles nroiuctos de derredaci6n, etc., 

nresentes en los diferentf's r.ro1,;ctos farTacéuticos. 

Por otra narte GLAR, tirne un a:nlio espectro de anlica--

ci6n con las siPuientes ventajas: 

- Permite la sFnaraci6n, la identificación y la cuantifi­

cación de diversos co~ponentes en for:na sirnultá."'lea, 

El tiempo de en2lisis es corto, 

Se requieren pec:ueñas concentr-aciones de rr:uestra. 

Es posible analizar compuestos ter:nolábiles y no volá-­

tiles, tales corno esteroides, pesticidas, plastificantes 

vitaminas, etc. 

Una vez desarrollado el ~étodo analítico se procederá a 

validarlo para control de calidad, con el fin de verificar -

rue dicho méto~o proporcione exactitud, nrecisi6n, renroduci 

bilidad v line2.lidP-d durante los !':;¿lisis r>-ltinarios y de -­

esta for:na gar~~tizar r.ue la soluci6n oral esté libre de im­

purezas, rue s~a física y nuímica-:ente estable y rue contenga 

la cantidPd de ~rincipios activos ~ue específica la etiouet~ 
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4.- OBJE'I'IVOS. 
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O B J E T I V O s. 

- Desarrollar un cétodo analítico para valorar ABOB y 

Acetaminofén por cromatografía de líquidos de alta 

resolución, en u..~a soluci6n oral. 

- Validar el método analítico para control de calidad. 

- Determinar la exactitud, la precisi6n, la linealidad. 

la reproducibili.ded y la especificidad del método. 
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5.- HIPOTESIS. 



H I P O T E S I S 

Se desarrollará un método analítico para valorar 

ABOB y Acetaminofén presentes en una solución 

oral, por cromatografía de líquidos de alta resolu­

ción, el cual será valido para control de calidad y 

será exacto, preciso, reproducible, lineal y esp~ 

c!fico. 

44 
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6. - !UTERIAL Y METODO. 



A) MATERIAL. 

- Filtros Millipore 6 Fyrex 0.2 y 0.45 rn:n. 

- E:nbudos de separaci6n de vidrio de 125 ml. 

- Ir.a traces Ki tasa to de vidrio de 500 ml. 

- Matraces Erlen::ieyer de vidrio de 250, 500 ml. 

- J.iatraces volu;nétricos de vidrio de 25, 

- Pipetas voltrnétricas de vidrio de 2, 5 

- Pipetas graduadas de vidrio de 1, 2, 5 

- Probetas graduadas de vidrio de 25 y 50 

- Vasos de precipitados de vidrio de 50, 

B) REACTIVOS Y SOLUCIOilES EST.'2iDAR. 

- Agua destilada. 

- Acido acético glacial RA. 

- Clorofor:no RJ... 

Metanol RA. 

- Metanol grado HPLC 6 UVASOL. 

C) EQUIPO. 

50 y 100 

y ·10 ml. 

y 10 ml. 

ml. 

100 y 250 

46 

ml. 

ml. 

- Ba~o de ultrasonido, 

Colu=a ,q'Bondapek CN 
de longitud x 3.9 mm 

de acero inoxidable de 30 cm 
de diámetro (Waters). 

- Cromatográfo de líauidos de alta resolución (Watere 
Associates, Inc.), eauipado con lo siguiente: 

Detector UV, ~o:ielo 440, de longitud de onda fija. 

- Inyector auto::ático WISP 710 B • 

- Registrador Data !.'.odule, modelo 730. 

- Bombas de presión 1:KG (A) y ltKG (B), modelo 6000A, 

- Programador automático de solventes, modelo 600 E. 



M E T O D O 

DETER!:iIN ACION SI!t'.lJLT tn EA DE ABOB y .t,CE1' AKINO FEN. 

ABOB 

Acetarninof~:i 

1.0 g/100 ml. 

2. 5 g/100 ml. 

PARA!.:ET ROS rn ST"RUI;,::::;T .A.LES. 
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Cro:natográfo de líc:uidos de alt2 presión (Waters o equiv~ 
lente). 

- Colu.".I'.'la: 

{)ete ctor: 

- Flujo: 

- Presi6n: 

,,!{ Bondapak 
de longitu:l 
( ;·:aters o 

u.Y. 254 nm 

l. 5 ::ü./min. 

C'.i de acero inoxidable de 30 cm 
': 3,9 = de diá'l!etro interno 

e'='uivalente). 

le necesaria uara ma~tener el flujo indicado -
( Aprox. 2500. psi). 

- sensibilidad: 0.1 ATJFS. 

- velocidad de la carta: 0.020 c::i/min. 

- Volumen de inyecci6n: 10 mcl. 

REACI'IVOS Y SOLTJIJIOiíES ESTANDAR. 

- !~eta~ol gra:J.o :'1PLC o UVASOL, 

- Solución de ácido acético glacial 2% (cH
3

coOH 2~). 

- Fase !!!Óvil: !'.eta~ol - CH COOH 2~ ( 50 - 50), degasificada 
3 

y filtrada a través de una membrana de 0.2 um ó 0.45 um. 
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SOLUCION DE COM:PARACION O SOLUCION ESl'A.l-¡DAR. 

a) se pesó con exactitud alrededor 100 mg de ABOB, 

250 mg de Acetaminofén (susta~cias de referencia) y se -

colocarón en un matraz volumétrico de 100 ml. 

b) Se disolvío y se llevó a volumen con meta~ol RA • 

c) Se tra~sfirío con pipeta volu.~étrica 5 ml de la sol~ 

ción a.~terior a un oatraz volumétrico de 50 rnl, se llevó 

a volumen con metanol RA y se mezclo (concentración fi­

nal 0.10 mg/m.l de ABOB y 0.25 mg/ml de Acetaminofén). 

SOL'JCION DE PRUEBA O SOLUCION PROBLEMA. 

a) Se transfirío con pipeta volumétrica 5 ml de la mue~ 

tra (concentración aproximada 50 :ng/5!ll ABOB, 125mg/5ml 

Ace tai:iino fén) a U."1. er:ibudo de separación de 125 ml. 

b) Se adicionarón 15 ml de agua destilada y se mezclo. 

c) Se adicione.rón 20 ml de clorofor:no RA y se mezclo -

d'.U"ente un minuto, transcurrido este tieopo se dejo repo­

sar. 

d) Se descarto la fase orgánica. 

e) Se transfirío con pipeta volumétrica 2 ml de la fe.se 

acuosa a un matraz volumétrico de 50 ml, se llevó a volu­

men con metanol RA y se mezclo (concentración final 

0.10 og/ml ABOB y 0.25 og/ml Acetamino=én). 

PP.OGEDHUENTO. 

Se inyecte.r6n en el cromatográfo 10 ocl de las solucio­

nes de comparación y de prueba. 



TIEEPOS D:S RETENCION APROXIMADOS. 

- ABOB 4.50 min. 

Aceta~inofén: 2.40 min. 

CALCULO S. 

A 

mg ABoo/100 ml -E- X Wc X 10 x K 
A 

c 

mg Acetaminofén¡'100 ml 

mg Aceta'!Únofén./100 
A 

ml _E_ X Wc A 
c 

Donde: 

A Área del pico de la sustancia 
c 

A Área del pico de la sustancia 
p 

X 10 X K 

de referencia. 

de prueba. 

wc Peso de la sustancia de referencia (mg). 

10 = Factor de dilución. 

K Contenido porcentual de la sustancia de co=paración 

(Sustancia de referencia). 
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7 .- RESULTJ. JOS. 
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R E S U L T A D O S 

SEPARACION OBTENIDA 

Las :igur2.s 5.l y 5.2, r::J.es"C:--z:--. 2.os cror:H.~:t.ogrE.::e..s de 

la soluci6n je ~~~eb2 (~rcblexn), ~~ l~s cuales se p~ede 

~ . . , 
::.e re"ter:cion. 



1-
(._) 
UJ -, 
:z: 

Fig. ~.l Está~1er de 
refe:""encie... 

e.) J..303. 

b) A::::T ;.MI~OF~~. 

('I 

t­
u 
lil -, 
z 
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Fig. 5.2 so::1ción de 
]:'!"".l<ObR. 

a) ;_30B. 

b) AC:!?r A:.:I:rn F~~ • 



ABOB 

Concer: tración 
Agregrcda mg/ml 

Concentración 
RecuperC!da mg/rnl 

~ Recuperado. 

5.0 
5.0 
5.0 
5.0 
7,5 
7,5 
7,5 
7,5 

10.0 
10.0 
10.0 
10.0 
12. 5 
12.5 
12.5 
12.5 
15.0 
15.0 
15.0 
15.0 

5.01 
4.98 
5.05 
4.93 
7. 57 
7.43 
7.60 
7.42 

10.05 
9.99 
9.88 

10.ll 
12.61 
12.44 
12.54 
12.68 
15.18 
15.ll 
14.97 
15.02 

TABLA I. Resulteios obtenidos al cu~~tificar 
el AB03, pera deter=L~er la exactitud, la -
linealidad y la repetibilidad del método. 

100.20 
99.óO 

101.00 
98.óO 

100.93 
99.73 

101. 33 
98.93 

100.50 
99.90 
98.SO 

lOl.10 
100.38 

99,52 
100.32 
101.44 
101.20 
100.73 

99.80 
100.13 

La tabla I, mues"ra los resultaios obtenidos al cue.nti-­

ficar el P.303 de la solu~ión oral (placebo), realizando.re 

cobros del 50, 75, 100, 125 y 150% aproxioadamente de la 

cantidad. etiquetada, con cuatro determinaciones para cada -

uno. Posteriormente se llevó a cabo la evaluación estadís­

tica para dichos resultaios al deteroinar la exactitud, la 

linealidad y la repetibilidad, 



CPlc 1.llos pr=:ra ...;.E:ter.:i!'1.ar la ex2c1:itud. del ::-.éto·'io, :;:til.!_ 

Y. 100. 2~,2 

s o. Só010l5 

c.v. = o.353:..2. 

n 20 

¡.¡ 
··o 

o<'.= 0.05 

Est~d..ístico ""-=-

li:o:;e~Ei. 

0.05 

t -;; ~ , ) ' \,,ra_c. !1-l gredas de 



Región crítica bilateral a un nivel de significa.ncia (o<) 

de 0.05 

Si: t0.025 -2.1009 

t0.975 2.0930 

tCalc. l. 2062?4é 

::1ntonce .s: 
t0.025 < ºCale. < "0.975 

Siendo: -2.0930 ..::::::::::_ 1.2062 < 2.0930, con lo cual 

se 2cepte le ~ipótesis r.ula (E
0
). 

r::·:·::'31ALO DE co::?HSZA (IC) iEL 95;~ PA?.1- x. 

re z + 

re lOJ.232 + 0.4025351 

Límite inferior: 99.82'.; 

LÍm.i. te superior: 100.63;~ 



LINEALIDAD. 

Cálculos para deter:ninar la linealidad del méto:lo, 

evalu?~do la relación entre la variable independiente (con-

y 12 Y"ariable dependiente ( co~centr~ 

ción rec~1ner2'.ia), utilizan::.o los valores de la tabla I. 

Ordena'.ia al origen de la recóa estimada. 

b = - 0.051 

Pendie~te de la recta esti~aia, 

Coeficiente de regresiÓ:'l. 

r = O. 9997ó75 

Coeficiente de dete!7.li!'lación. 

2 
r = 0.9995351 

Ecuaci6n de la recta estima:la. 

V - 0.051 + 1.0082 X 

PRUEBA DE HIPOTESIS PARA LA ORD~P..DA AL ORIGE:\. 

··o Donde ,B = O 

··r 

Nivel de significancia ( cX.) 

o<= 0.05 

Este~ístico de prueba 

tad. 

'S' 
Y/x 

YJ ), con n-2 grados de liber-

b :B 



;. 7 

Región crítica bilateral a un nivel de significancia de 0.05 

Si: 'S' 
y /Y. 

0.0310075 

t0.025 - 2.1009 

to.ns 2.1009 

~ - 0.'9385 

Entonces: 

Siendo: -2.1009 ~ - 0.9385 < 2.1009, con lo -

cual se acepta la hi~ótesis nula (~ 0 ). 

IN':'ERVtLO DE co:•?H3ZA ( IC) DEL 95~ P!.R/.. .B . 
con n-2 grados de libertad. 

b-t "72 

IC b - 2.1009 (0.J543414) < B < b + 2.1009 (0.0543414) 

re b + 0.1141658 

re - 0.051 + o. n.n658 

Límite infe:r-ior: - 0.1651658 

Límite su~e~ior: 0.0631658 



PRUEBA DE HIFO':'~t;IS PARA LA PENDIENTE. 

Ho !!l =Ó' Donde t= 1 

HI ::¡..:... 
T Ó' 

Nivel dE significa.ricia (o<) 

o<= o.os 

Estadístico de prueba tr ), con n-2 grados de liber-

tad. 

Región 
o.os 

crítica bi:!.rotere.l e. tm nivel de 

Si: to.025 - 2.1009 

"to. 375 2 .1009 

tr- 1.6005 

Entonces: 

significancia de 

Siendo: - 2.1009 < 1.6005 < 2.1009, con lo cual 

se acepta la hipótesis nula (H 0 ). 



I::T=:?.VALO DE COT!"Lt..11 ZA {re) D::L 95% P:..RA 'f'. 

re :n-t "1'2 • 
'S' 
--~{:-: __ _ 
s ' r;;:J_ xV .. -

re m - 2.1009 {0.0051233) <::::: ~ <:: m + 2.1009 {0.0051233) 

re m ~ o.0101ó3ó 

IC 1.0032 + 0.0107636 

Líni te inferior: O. 99743ó 

LÍ!:li te superior: 1.019953 

'Y' -0.051 + l.O.J32 X 

:rara los si¿zu.i.e:nes valores de X: {concentración agrega-­

da mg/ml), 1' toma los siguientes valores: 

Y. 

5,0 

7,5 

10.0 

12.5 

15.0 

Coeficiente ~e correlación {r) 

( 'Y' ) 

4,990 

7.510 

10.031 

12.551 

15.072 

0.9997675 

Coeficiente ce determL~ación ( r 2 ) = 0.9995351 
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PRECI SION (Re pe ti bilidad). 

Cálculos para deter:ninar la repetibilidad del método, -

utilizando para ello los resultados de porcentaje recuper~ 

do de la tabla lo 

n = 20 

n-1 = 19 g.l. 

s = 0.8601015 

s2 
= 0.1397745 

PRUEBh DE HI?OT~SIS. 

s2 q-'-

H 
I 

s2 r \f ,_ 

?'fivel de significe~"lcie. (o<.). 

o<= 0.05 

? 
Este.dístico de pruebe. (CV~ 

1 
), 

/b'Jª c. 
libertad. 

/t~.025 
2 

%0.975 

Donde 

con n-1 

2 
( n-1) ( S ) ----(j-2------

8.91 

32.90 

,_ 
cr = 5 

grados de -

Región crítica U."lilateral e. un nivel de significancie. de 0.05 



Si: ? 

x~.95 

°X~alc. 
Entonces: 

30.10 

2.811 

< 
2 

'Xo.95 

Siendo: 2.811 <::::: J0.10 , con lo cual se acepta 

la hipótesis nula {'1 0 ). 

BTERVALO DE CON<I.l.?;zA(IC) DEL 95~ F.t..RJ.. Cf""· 
con n-1 grados de libertad. 

IC 
2 

{n-1)( S ) -----2----
%0. 975 

IC O.ó53ó e::::::::- V < l.25ó 

(n-l)(s
2

) ---%::-

"' e_ 



Analista l. P.nali sta 2. 

99, 78'f. 102.24% 

Día l. 100.96~ 99. 72;~ 

102.23'f. 100.58% 

102.68~; 100.82% 

Día 2, 100.13% 102.19% 

101.79~ 99.63?• 

TABLA II. ?.esultados obtenidos al cua"ltificar 
el .t;BOB, r.é.ra deter.:únar la reproducibilidad 
del méto~o analítico. 

~2 

La tabla II, =·.i.est::-a los resultados obtenidos al realiza:­

recobro:o de la c2",tidad de A30B eti"uetada, bajo difere:-.tes 

condiciones de trsbajo, es decir, en dos días diferentes y 

cor. dos a."lalistas d.i:erentes. 

FUENTE D2 GRADOS J?.: su:.íA DE !l:ó:DI/.. 1<' 

VA:UACIO!i LIBr.:RI'A"J. CUADRADOS CU.!..D?.ATICA 
·Cal c. 

A. 
l. 

D. 
J 

AD .• 
l.J 

E( ij )k 

1 0,47 0.47 0.29115 

1 0.55 0,55 0.34071 

1 0,45 0.45 0.27876 

8 12.9141 1.61426 

TABLA III. ?.esultados obtenid.os al evaluar el 
efecto de c...":alista y día, r.ied.iante el a."lálisis 
de varia.:-,::a ( ;.:rnVA). 

l> 

·o.95 

161.4 

161.4 

5,32 



Concentración 
A¡;re¡;ada mg/ml 

12.50 
12.50 
12.50 
12.50 
18.75 
18.75 
18.75 
lS. 75 
25.00 
25.00 
25.00 
25.00 
31.25 
31. 25 
31.25 
31.25 
37.50 
37. 50 
37. 50 
37. 50 

ACET AMINO FEN 

Concentración 
Recuperada mg/ml 

12.52 
12.38 
12.31 
12.43 
18.9ó 
18.ó6 
18.81 
lS.48 
25.10 
24.32 
25.30 
24.93 
31.65 
31. 41 
31.35 
31.15 
37.32 
37 .83 
37.óS 
37.55 

% Recuperado. 

100.ló 
99.04 
93.4S 
99.84 

101.12 
93. 52 

100.32 
93 .56 

100,LO 
99.25 

101.20 
99.72 

101. 23 
100. 51 
100.32 

99.ó3 
99.52 

100.38 
100.48 
100.13 

TABLA IV. Res1.tltados obtenidos al cuantificar 
el hcet~~~:én, nare deter::.i~&r la exactitud, 
la linealidad y i2 repetibiliiarl del método. 

La tabla IV, :::·.iestra los resultaios obtenidos al cua::tifi 

car el P.cetP-"Tiir::::-e;n de 12 soluciór: o::-<?.l (placebo), realiz!l:! 

do recobros del 50, 75, 100, 125 y 1507' apro>:imadamente de -

la cantidad eti~uetada, con cuatro determinaciones para cada 

uno. Posteriorz:iente se llevó a cabo la evaluación estadíst! 

ca para dichos resultados al deteniinar la exactitud, la 

linealidad y la repetibilidad. 



:) .: 

Gélculos para deter:1inar l~ ex2cti~~d del ~étoao, utili--

zando los resultaó.os O.e porcen"t2je recuneraio C.e la ~&.bla IV. 

x 100.022 

s o.a1oó69ó 

C.V. = 0.31049 

20 

~-l l9 f"r&dos de lit.e-r-cc~C. {g.l.) 

2 .09::, 

?RU?::3/.. DE HIFOTE:SIS. 

u x = -f' f ··o Do!'lde = 100 ~ 

HI X -f lf 

o<= 0.05 

Estsdístico de ~:-"~ebe (t~ 
1 

)t cor. n-1 gredas de libeE 
va c. 

x -1" 
-~7:¡¡ 

~egiÓn crít:ica ·oi2.s.t.eral e u._~ nivel Ce si¿;ni:""ica.Ylcia (e<) 

C.;; 0.05 



s: 

Re¡:;ión crítica bilateral a u."1 nivel de si91ificancia (o<.) 

de 0.05 

Si: 

Entonces: 

Siendo: 

t0.025 

t0.975 

tCalc. 

-2.093 

2.093 

0.1213ó51 

t 
l-<>12 

-2.093 < 0.12136 < 2.0930, con lo cu9.l 

se acepta la hipótesis nula (H ) . 
o 

I!iTERVALO i)E CO:\?H.:lZA (IC) D~ 95~ PA?.J... X. 

IC x + 
to. 975 ( s/ n) 

re 100.022 + o. 3794 -
LÍ::ü. te inferior: 99.64 

L{=ite superior: 100.40 



LINL~.LIDAD. 

Cálculos para deter:ninar la linealidad del rr;étodo, 

evaluando la relación entre la variable independiente (con­

centración agregada) y la variable dependiente (concentr~ 

ción rec'.lperada), utilizando los valores de la tabla IV. 

Ordenada al origen de la recta estimada. 

b = - O. ló850 

Pendiente de la recta estimada. 

m = 1.00'312 

Coeficiente de regresiÓ:1. 

r = O.:J9932 

Coeficiente de deter.!iinaci·:5nl 

Ecuación de la recta estimada. 

Y - 0.1635 + 1.00812 X 

PRUE3l. JE iHFO:>::s1s ?.G/.. LA ORDS-U..D.l. l.L ORIGE!;. 

b =B Donde B = O 

Nivel de significancia (o<,.) 

e>.(= 0.05 

Ssta:iístico de r:!'cieba ( ~ ) , con n-2 gra.:los de liber­

tad. 

b -E --------------------------
'§' 

Y/x 



:...: ' 

Región crítica bilateral a un nivel de significa.'1cia de 0.05 

t"</: < 'º <t1 1.,.. .D -05'2 

Si: "$' O.l782H9 
Y/x 

t0.025 - 2.1009 

to.975 
2.1009 

S9 - l.4•J;l5 

!:'ntonces: 

Siendo: - 2.1009 <::: - 1.4095 <::. 2.1009, con lo -

cual se acepta 12 !1i1=1óte sis nula ('":), 

con n-2 grados ie liber~ai. 

IC b-t°"'-'2 • '5' 
I ":l/x 

~X~ 
-~-( =--~-)2 
n¿1 1 •. - .• 

l. 

<B <b+t, 
--"9'2 

B· 

• '$' 
y/>: 

IC b - 2.1·'.):)9 (0.1195431) <..B<b + 2.1009 (0.11954'31) 

IC b + 0.251153ó 

Lí~ite inferior: 0.41956 

Lí~ite sunerior: 0.03264 



é '. 

PRUE3A DE HIPOT~SIS PARA LA PENDIElTE. 

" m 't t= ··o Donde 1 

u m f 't ··1 

'.;ivel de signific2ncia (e:><..) 

D<..= o. 05 

:::sta'.iís"tico de pr.i.eba ( td' ) , con r:-2 graios de liber-

tai. 

< m - r ) s v-:i-1 
X --------------------

"? 
Y/x 

Región crítica bilateral ?. u.~ nivel de significancia de 0.05 

t °'5"2 < ... t '"(' < 1- "5' 2 

Si: t0.025 2.10D9 

t0.975 2 .1009 

tl' 1.8011 

Entonces: 

Sienio: - 2.10C>9 ¿ 1.801 <2.10Cl9, con lo cual se 



INTERVP.LO DE DEL 95~ PARA t. 

IC 

~ 

-~;[{~---
'§' 

< __ y_[.!; __ 
rn + "1 _o// • 

- ' 2 s ·- ' tn:1. 
J. V -s .Fn-1 x.v -

m - 2.1003 (0.0045034) <::::: t < rn _,_ 2.lJ03 (0.0045034) 

Ic ~ ~ 0.0094718 

IC l.OJ312 0.0094718 

Límite i~ferior: 0.9986 

Límite s·.lnerior: l.0175 

ECUACIO!l DE LA RECTA !-.JUS'::f..DA. 

~ -0.1665 + 1.00812 X 

Para los si01ien-.:es val::res de X (concentración agregada -

en mg/ml ) , ~ torna los sigui en tes valores: 

(X) ('Y') 

12. 50 12.433 

18.75 18.733 

25.00 25.034 

31.25 31.335 

37. 50 37.63ó 

Coeficiente de correlación r ) = 0.9996405 

Coeficiente de dete::::.i~ación ( r2 ) = 0.~992311 



PRECISION (Repetibilidad). 

Cálculos nara determinar la repetibilidad del método, - -

utilizando para ello los resultados de porcentaje recuperado 

de la tabla IV. 

n = 

n-1 

s = 

s2 = 

PRUEBA 

20 

= 19 g.l. 

0.8106696 

0.6571852 

DE HIFOTESIS. 

2 s 

2 s 

v-'-
.1 ,..,..:t 
T V 

? 

fa,;.025 

? 

%~.975 

Donde 

Nivel de significa."1cia (o<..) 

=<= 0.05 

Estadístico de prueba ( 

libertad. 

cy~ 
1 

) , con 
/1.,Jª c. 

2 
( n-1) ( S ) ------2------

cr 

n-1 

8.91 

32.90 

~ 
()= 5 

grados de 

Regi6n crítica U."lilateral a un nivel de significa."lcia de 0.05 



7-_ 

Si: 
30.10 

2.4973 

Entonces: 

Siendo: 2.4373 < 30.10, co!'l lo cual se acepta 

la hipótesis !'lula (q
0

). 

rN~ERVALO DE r,O:>?H.!iZA (r'J) DEL 95~ PARA \J. 
con n-1 grados de libertad. 

re ~12:~E~~l 

~~-~2 
<CJ< ~12:~E~:1 

2 

%°12 

re <v< 

re o. 3795 < V- < i.4014 



Analista l. .. t. ... Tlalista 2 • 

100.18;.; 101. 90'.~ 

Día 1. 99. ?ó:;; 102.22'~ 

101.H~ 100, 30S~ 

100. 82,; 101.32':·; 

Día 2. 102 .10;; 93.95~h 

100.147; 102.00,,; 

TABLA V. ?.2sul-¡:;ad.os o·o--ct!:i~os al cuc:L""ltif.ica?" 
el. _:._ctt.2::-ir.o: ... én, par2 d.et'er::-.inar le.. re]:rodu­
cibilic:.:=:i. 
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La table-. V, :::.;.~s~ra los r~sultEd.os ob""Cenidos el realizar 

fersnt:es co!l¿i:~'.:::es e.e trabejo, es decir en dos dÍe.s di:e 

FU2iT:S Di!: GRADOS J-E sm.~A DE :.:E!HA FCalc. 
VARIACICN 

A. 
l. 

D 
J 

/..D. 
l. j 

E(ij)k 

LIBE!':''.: _!:J. CUP.DR/..DOS CU.t.:J!':ATICA 

l 1.05 l.05 l.1546ó 

l o.oó O.Oó 0.06593 

l o.32 0.52 o. 90173 

8 7. 27 49 o. 90336 

TABLA VI. Resultados obtenidos al evaluar el 
efecto C.= 2..."la.lista y día, :::e:Eante el 2'.:!áli­
sis de ·.-e.:-iar1za ( A:30V/..). 

" -o.95 

lól.4 

lél.4 

5,32 



::sECI ?I~ID.:..J D=:L ::~:'CJO 



• O') 

,..... 
(.) 
1.JJ ..., 
:z: 

M ..O 

(\J 

.... 

d 

FFI 
11111 

?ig. 7. 2 PL.t.C-330. 

a) .~=-e=. 

b) _A:;:::--:_! ~::I:~ O ??1\ • 



8.- DISCUSION DE RESULTADOS. 
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DISCUSIO:; DE RESULT.OOS. 

EZJ.CTI'I'TJD. 

I'E.rt :.e-rer:::i~~r la exacti"t;ud del rnét.odo, E"S rEalizarón 

recobros e:-.:re el 50 ~r el 2.50 %, apro):i::2-C.a::entE :le las -

cr:..""1tid.2·:1':-' s 'ie 1203 ~,. de l.cct:2::linofé!1 etiruet2:ias en el --

~riterio para dicho p2rá~e~~c es el valor de a~roxi~ad2~e~ 

1:e lLV'lO • 

Po2~e!"i~~~-'3!1te al e:ec-:·,;.~r la p!'""u.eb2 de !' .. ip5-r.esis pe.re 

la :::e:iia (°Z) de e:nbos acti~:::s, se obser.ra oue 2 1.l:'l8. c0n-

vRlo~~s :e6~icos (~ 2.033J), ob~e~idos de teb~~s es~e~Íst! 

-~-303 - 2.C?.3:> < l.20ó < + 2.0930 

- 2.S?.3J "'(" 0.121 < ~ 2.0330 

Con lo cual en a~bos ac:ivos se acepta la ~ip6tesis 

nula (~ 0 ) y de esta for~~ Ee de~uestra oue e~ ~é~odo es 

exacto. 

.l..303 ??.82 % < x < 1C'J.é3 
_, 
:'-' 

??.54 ... < < lOC'.lO % -.-:; .. .!:cet?~inof~n 
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LI::EALID/.D, 

Al evaluar la relación de los datos, entre la c::mce:Jtr~ 

ción agreE:r¿e y le. concentració::. rec 1.lrer2d.a, para el A30B 

peruefla alrededor de lR recta, es deci::-- nue le. su.':la de l~ 

rue se obt~vo p2r2 

~ir:o:én se obtu":...-o 

Poste- ri o rrr:er:t e 

~ 

::.?/x 
e..l efec--c\¡ar la2 

de tal far.na 

y pera el .4.ce"t~ 

de hipótesis -

pE..!"'e. los coe-ficie::.~~s de !"egresión (.B, f), en ambos acti 

vos se observa oue a w:a co:¡fianza del :35<v, éstos se en-­

c·..:.~:1tran dentro de u_";.e ::-egión de ace}:'·~aciór-., cuyos pu..~tos 

críticos !::On v2lo!"e~ i::eóricos (.: 2.1D09), obtenidos de ta~ 

blas esta1Í~ticas ~sra la di~tribuci6r: "t'1 de Student y -

se obtuvo lo si.f:"tüe:-.;;e: 

A30B 

..B = -o. 938 

r= i.60 

A~ete!!'linofén 

.B = -1. 409 

t= 1.80 

Orde!12ie 21 origen -2.1:·J9 <-0.938 < 2.10)9 

Pe!1'.!ie!'1te. - 2.1009 <:1.60 <+2.1009 

Or;ie:ia:la al origen -2.1089 <-1.409<2.1009 

Pe:1'.ii'0:1te - 2.1009 < l.30 < + 2.1009 

~on lo cual en ci:~os coeficientes, ~ara ambos activos 

se acepta la hip6tesis nula (H 0 ). 



Con una con::'ia..'1za del 95 7~, se determinó el intervelo de 

confie.nza pare los coeficienteE 5e rer,resión en a~~os ncti-

vos, obteni~~5ose lo sig~ie~te: 

J..303 
?endie!1.te. 

En cua..~to ~: c~e:icie~~e Ge 

ce nue el 2.-:-2 = 0.0·'.)0465 

O.ló5 < B < O.Oó3 

0.3374 < 't <l.0189 

O.Ll96 < B < D.'.l32ó 

o. ?356 < "t < 1.0175 

. . . , 
:.€-:e ~:::ir..2cio!1 2ig!1i:i-

1--? = 0.00071? ~: de la 

variabilida:i :5.e la ~ec-ca de rr::§;:-e 2iÓ!1 j,e:!_ ;..303 y ..!.cet2~i-

lo. 



.. , . .. cy 
!·1 ip·:.):.i:·::.~ ""'"...l'2: a ·x .. ia cc~:ic..:-:::2 :5.el 95 7'; el \"c_:i_o:- ::e lb;alc. 

par2. 2~::·2::~ 2c:"t:.·.,T:i2, se E::-.:J.-=::..wra dentro de 'C...-.2 :-~sió:-. Ce 

cy? - ? ,,, , 
lb ~22. e. - - • _1 __ 

]JO!" , .- 2. Sll < -;; .- , /'\ 
- ..... ..:...v 

2.07 < 30.10 

nula (:-!~) y :ie e=:-ca :~J:--:-:s 2e :it7:l!¡estra cue e::. r:.étodo es 

repeotit:e. 
- ... . , 

se c.eLreY7.11no 

_:...= :13 I·~ J. 65.é < CT < 1.25:) 

.t.. ce t S::.i:-,o :-é:1 IC c.;;9 < o- < l.LG:. 
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REPRODUCIBILIDAD. 

Al evaluar el efecto de analista, día e interacción ana-­

lista-día en los resultados de las tablas III y VI para ABOB 

y Acetaminofén respectiva~ente, oediante el análisis de va-­

ric.nza (fa50VA), se observa que a una confianza del 95~ los - -

valores de FCalc. se encuentren dentro de regiones de ace~ 

tación unilateral, cuyo punto crítico es localizado en tablES 

estaiísticas para la distribución F , obteniéndose lo si-­

guiente: 

A B O B ACETA!i'.INOFEN TABL.t.,.S 

FCalc. F Cale. "' -0.95 

Efecto por Analista. 0.29115 1.15466 161.4 

Efecto por Día. 0.34071 0.06598 161.4 

Efecto por Interacción 
Anali eta-Día. 0.27876 0.90173 5.32 

Como se puede observar los valores de FCalc. son menores 

que los valores de ?
0

•
95 

(tablas) en El.l:ibos activos, con lo 

cual se deduce que no existen efectos por enalista, por día 

ni por la interacciÓ::l analista-día y de esta forma se de-­

i::.uestra c-ue el método es reproducible para a:nbos activos. 



~, ·-

9.- CONCLUSIONES. 



CO :rnLU S IO~ES 

De 2.C'..ie:-:io a los resul"tados obtenidos al :iesarrolla:-

valida:- este néto3.o para co::itrol de calidad, se conclUj•e -

lo sig:.úE:nte: 

a} Se de~ostró nue el nétodo es exacto, li:-1eel, preciso, 

reproducible y específico !Jf'ra la c:.i<3:r:tificación del .l303 

y del .!.ceta.Jlino: ... én en fo!""::la si~ul tl::ee.. 

b) ~l ~éto~o p~ede en~learse e~ los a~álisis rutinarios 

de Co~~rol de Calidad con elta co~fiabilid2d, ya rue de -

acuer1o a lo~ resultados obtenido2 en la v2lidaci6n, e~ 

de:nostr.:5 i-ue a tl."'12. co:ifia..-!za del 95%, éste E:s r€:T'etible v 

de re;re~ió~ lineal, los ·v·alores de los coe: .. 1ciE:nt;es de --

correla~i6n obte~idos r = 0.339767, 

el ;3c:., y !.cetr..--1:--.. o:é:: !"'~spectiva::er.~E-, s~:: aceptab2.es. 

e) ::Sl ::iét.ocio ó..e:sa! .. rol~r::io rEd.uce tiE:::::ipO de análisis, ya 

que per:nite la cuantificación de é...llbos activos en forr:ia s! 

multánea y la obtención del cromatograma se lleva a cabo -

en siete :ninutos, por consiguiente disminuye el costo de -

operación y a su vez el de análisis. Sin e=bargo, en este 

caso se tuvo la disponibilidad de los recursos económicos 

y técnicos necesarios, para la realización de este proyect:> 

d) For lo anterior' y de acuerdo a los objetivos que se 

plantearon, éstos se cu.~plieron. 
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