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l.- INTRODUGCION.



INTRODUCCION

Actualmente en la industrie farmac€utica se requiere de
métodos enelfticos que proporcionen: exactitud, precisidn,
reproducibilidad, linealidad y especificidad para la -
determinecidn cusntitativa de les sustancias actives, pre--
sentes en los productos farmacéuticos, con el fin de ase—
gurar y gerantizar la calidad de dichos productos durante
las diferentes etapas de fabricacidn, pero sobre todo para
verificar oue el medicezento contenga la cantidad de sus--
tancies activas oque especifica la etigueta y de esta for-
ma pueda cumplir debidamsnte con las funciones terapdéutices
para les cuales fue desarrolleado.

Por tal motivo el prordsito de este trabajo consiste en
desarrollar un método enelitico cue permite determiner --
£BOB {;lorhidrato de 1—(zorfolinofornimidoili]5uanidina y
ACETAYINOPEIN, presentes en une solucidn orel.

El zftodo & utilicer pera lograr esta finelidad es 1la
eromatograffe de l{guidos de altea resolucidn (CLAR), por--
que & diferencia de otros m€todos analiticos permite, --
entre otras ventajas realizar en forme confisble, especi-
fice, rédpide, reproducible ¥y execta la separacidn, la -
cuantificacidn e identificacidn de los principios activos
asimie=o también permite deiectar las impureczas, los posi-
bles productos de degredacibn, ete., presentes en los pro-
ductos fermacéuticos.

Posteriorzente se llevd a cabo la velidecidn estadistica

del wmftodo para control de celided, medieante le determina-



cidn de los siguientes pardmetros: exactitud, precisidn, ~
reproducibilidad, linealidad y especificided.

De los resultados obtenidos se concluye que el método es
exacto, lineal, preciso, reproducible y especifico para -
la cuantificacidn de ABOB y Aceteminofén en forma ——-—
simulténea, por lo que puede emplearse en los endlisis -—-

rutinarios de Control de Calidad con &lta confiabilidad.
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2.1 CROMATOGRAFIA LIQUIDA NODERNA. (2,10,12,19,23)

La crometografia es un proceso gue se besa en la separa-
cidn de los componentes de une mezcla, debido a un equili-
brio de distribucidédn entre dos fases no miscibles entre sfi,
donde una es la fase estacionerie gque puede ser liquida o
sélida y la otra es la fase mévil que puede ser gaseosa o
1fquida., El proceso de separacidn es el resultado de las
diferentes velocidades de migracidn de los componentes de -
la mezcla como consecuencie de sus eguilibrios de distribu
cién entre la fase estacionarie y 1a fase mdvil,

Dependiendo de le combinacidn de los diferentes +%ipos -
de fases estacionerias y mdéviles, sge pueden obtener ---
varios tipos de cromatografie como: crometografia liquido-
licuido, cromatografies liguido~-sdlido, cromatografia gas-
licuido y cromatografia gas-sélido.

La crometografie de lfguidos de alte resolucidn es wn
proceso de separacidn, en el cusl le fase estacionaria se
encuentra empeguetade en una columna y la fase mévil es mn
1fguido que fluye & trevés de la primers, en tanto que en
la crometografia de gases la fase mdvil es un gas, por tal
razfn en base & la naturaleza de las fases estacionarias, -
de 1les fases méviles y de los diferentes mecanismos de
separacidn de los componentes de una mezcla, existen ---

cuatro formas o métodos de cromatografia 1lfquida gue son:

a) Cromatografia Licuido-Liquido (particidn),

b) Cromatografia Lipuido-Sélido (adsorcidn).



¢) Cromatografia por Exclusidn (permeacidn en gel o
filtracién),

d) Cromatografie de 1Intercambio Idnico.

a) Cromatografie Liquido-Liquido (particidén).- Este --

proceso se basa como su nombre lo indice, en la particidn

entre la fase estacionaria y la fase mdvil, debido & la

solubilided que presentan las molécules de la muestra en

dichas feses. De ahi que los compuestos mds solubles en
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fese estacionarie sean selectivamente retenidos en ellsg
tento que los menos solubles son fécilmente eluidos por

fese mdvil.

b) Cromatografie Liquido-3dlido (edsorcién).- En este

ceso se presente un fenomeno de edsorcidn-desorcidn, en
cual la fase estacionaria es un adsorbente y se Dbasa
le competencie entre las moléculas de le muestra y las
la fese mdvil o disolvente por ocupar sitios activos en
superficie de un sdlido o fzse estacionerie.

En algunas ocasiones, debido a una fuerte adsorcidn o

encidn de los corponentes de la muestra en el sdlido --

es necesario aumentar la polaridad de la fase mdvil
forme constente y uniforme, con lo cual se logre un

remento de le solubilidad en los coxzponentes de la mues
en la fase mévil. L esta variente se le llema elucidn

gradiente o progremacidn de la fese mdvil,



¢) Cromatografias por EZxclusidn (permeazcidn en gel o -

filtracidn).~ En este nroceso la separzcidn se efectua de

acuerdo al %tzmzo de lac moldeulzas, con lo cuzl 12 muesira
es retenida o filtrade segidin s2& su temafio molecular,

stacionzria no rueda res-

m

Adn en la actualidad le fase
1

tringida a un gel, por lo cue en ocaciones la columa se

rellena con un material cue posea poros de dimensiones co
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prendidas entre ciertos limites y ée esta formz la muestr

es retenida o filgrzda,.
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d) Cromztocrafia de Intercambio Idnico.- In ssie pro-
ceso como su nombre 1o indica se efeciua un interczzbio -
de iones, vnor lo rue es princirpzlment
puectos ~ue nresenten cargags en su esir

2 e
muecstras idniczs o ionizables v gce bzss en la competen

v
[

cia entre 1z fase mdvil y la puestra idniece por los sitios

0 grupos aciivos de une resina inztercambiadora de iones -
( fase estaciocnaria gque tiene wnz superficie cargada idni-
camente, con czrga conitraria a lz de lz musstra), por este
arca de la —uestre, nés fuerte-

.
razon cuanto =zyor sez la

i1

c
mente serd z:iraida hacia la zuperficie idnice ¥ a su vez

dora, en la cuzl se puede variar 12 fuerzz idni
rare obtener iz elny

c
um  tiempo razonadle.



Précticamente en bese & la polaridad de las fases la cro

metografie de lfguidos de alte resolucidn se divide en:
(3,10,19)
4) Cronatograffe en PFese Normal,

B) Cromatograf{a en Pase Inverse o Fase Reversa.

A) Crometografie en Fase Normal.- En este proceso la fes
estacionaria es fuertemente poler y la fese mévil es no =~
polar. For lo que es posible separar compuestos polares y
medienamente polares, debido a que los compuestos polares
son selectivemente retenidos por la fase estacionarie y los
compuestos menos polares son transportados mds répidamente

por la fase mdvil,

B) Cromatografie en Fase Inverse o Fase Reversa,~ En --
este proceso le fase estacionaria es no poler y la fase -—-
mévil es fuertemente poler, Como se puede observer este —
proceso es exactemente le inversz de la cromatografia en -
fese nortel, de tel forma que los coxzpuestos no poleres -
son selectivamente retenidos por la fase estacionarie, en
tanto gue los compuestos polares son fdcilmente elufdos por
la fese mévil.

Bn algunas ocaciones se puede modificar la fese mdvil -
para sjustaer su polaridad en los dos procesos anteriores.

En el de fese normal puede realizarce mediante la adicidh
de una sustancia mds polar, en tanto que en el de fase inver

sa seré sdicionando una sustencia menos polar.



2.1.1 CONCEPLOS BASICOS DE LA CROMATOGZRAFIA LIQUIDA.

TIEKPO DE RETENCION (t.).- Es el tiempo que la muestrs
permanece dentro de la columna y se determina desde el ins-
tante en gque la mues£ra se introduce al sistema (punto de -
inyeccidn), hasta el momento en que se obtiene el punto

méximo del pico en el cromatograme. (2,3,10)

TIENPO MNUERTO (%, 1 tp).- Es el tiempo reguerido --
perea eluir un compuesto no retenido en le columa, es decin
durante el recorrido 2 lo largo de la columna el compuesto
permenece siempre en la fase mdévil y viaje & su misme vele-
cidei, de tal forma cue 1e determinacidn de este perdmetro
se realiza midiendo el tiempo comprendido entre el punto de
inyeccién y el mé&ximo del pico cromatogréfico, correspon-—--

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

TIEYPO DE RETENCION CORREZIDO (t;).- Es la diferencia -

entre t Yy to » es decir, durante el recorrido de un com

r
puesto a lo largo de la columa laes moléculas del compues
to invierten pearte del tiempo en la fase névil y parte -
en la fase estacioneria. Nientras estan en la fese mdvil

se desplazan & su mism& velocided, en tento gue mientras -
perzanecen en la fase estacioneria estan estdticas, inter--
accionando con €sta y de esta forma las retrasa. For este
rezén ty representa el tiempo gue el compuesto permanece -

en la fase estacionaria y se define de la siguiente forma:

(3,10,19)



FACTOR DE CAPACIDAD ( X ).- Este indica el tiempo duran

el cual un compuesito puede ser retenido en la columna.

te
y se define de la siguiente forma: {2,3,19)
s tr - to
K = ——I- = e e
0 %o

ANCHURA DE LA BASE DEL PICO CROMATOGRAFICO (W).- Este -

se obtiene irazando las tangentes en los puntos de infle--

xidn y midiendo la longitud de la linea base gue queda

comprendida entre los puntos donde se presenta la inter--
seccidn de las tangentes. (2,3)

= 4 Componente 1 Componente 2

: 4 -
8 -:/‘fZJ '
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Fig. 1. Principales parémetros que caracterizan a

un crosatograna tipice.
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Donde:

tq = tiempo muerto de uma columea de separacién.

trl ’ tr? = tiempo de retencidn de los componentes 1 y 2

0 t;Z = tiempo de retencién corregido de los compo-
nentes 1 vy 2.

Wl R Wé = anchure de la base de los picos de los com-

vonentes 1 y 2.

RE30LUSION (R).- Es una determinacidn cuantitativa del -
grajo de separacién obtenido entre dos picos zdyacentes y -
se determina con la siguiente expresidn: (2,3,10,19).

2 -t
(tr2 rl)

R = > =
Yll + 112

Si se obtiene un velor de "R" igual a 1.5 significa cue

los picos estan separados totalmente.

SELSCTIVIDAD O FACTOR DE SEPARACION (=X),.- Este expresa
la posicidn relativa de Zos picos adyacentes, pero no propar
ciona informacidén alguna sobre la separscién real de €stos,
debido & gue la separacidn de los picos depende del tiempo
cue permanecen las moléculas de los compuestos en la fase -~
estacionaria y no al tiempo gue emple2n en recorrer la lon-
gitud e la coluwmnz a la velocidad de la fase mdvil y se le

determina con la siguiente expresién: (2,2,10,19)
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PLATOS TFORICOS.- Son etzpes de particidn o distribucién
cue sufren les moléculas de los compuestos durante su reco-

rrido & lo largo de una colwmsa cromatogréiica, (2,10,19)

WUZRO DE PLATOS TEORICOS (F).- Sirve pera determinar la
eficiencia de una columa cromatogréfice y se determina -—-
nidiendo la znchure de le base de uno de los picos oue se -

pueda obtener directiamente sobre el cromatograma y se utili

za la siguiente expresidn: (2,3,10,12,19,23)
t 2
N o= I
Al 16 \’{

0 bien cuzndo se determina la anchura del pico cromato--
grdfico & media altura de éste, se utiliza 1l siguiente —=

expresidén:  (2,3,10,13)
t 2
N = 5- 54 (_Tl"i‘-

ALTURA EQUIVALENTE A UN PLATO TEORICO (H).--Es el grosor
de un plato tedrico y se determina mediante la’' siguiente -

expresién:  (2,3,10,12,19,23)
H = e e———

Donde: H = Alfura eruivalente & un nleto tedrico.
L = Longitud de la columna cromatografice.
n

= Ndzero de platos tedricos de la columne
cro=ztogréfica,
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2.1.2 EQUIPO F2RA CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESO-
LUCION (CLAR).

Actuslmente el equipo requerido para CLAE, incluye une
gran versatilidad y complejided de instrumentos, ya que -
contindae en proceso de avence y modernizecidn.

A continuacidn se muestrz un diagrama esguemético de los
componentes bdsicos de un cromatogrdéfo de liquidos de alta

resolucidn. (2,3,10)

DEPOSITO DE
PASE KOVIL,

INYECTOR

COLUNN A

l REGISTRADOR l DETECTOR PROCESO DE DATOCS

COLECTOR DE
FRACCIONES,

Pig, 2 Diagrama esguemético de un crometo- —
gréfo de 1liquidos de alta resolucién.



2.2 DESARROLLO Y VALIDACION DE }METODOS ANALITICOS.

Actuzlmente el desarrollo anzlitico es una actividad de

mayor importancia en la Iniustria Permecéuiice, Gsbido —-—

1]

ee muv frecusnte encontrar dificul

1]
=]
el
8]
0
[0}
o
o
0
]
1]
iy
a3
]
@

nyr

tades ovpare lz determinacidn cuantitsiive de los principics

saric cond ( 114 prenidos

eguri-
alida-
llega =z
jel -
como -

meZicidn. (8)



14

~ Velidacidn es el proceso para determiner gque tan ede-—-
cuada es une metodologia para proporcionar resultados

analfticos dentro de un margen establecido. (11)

~ La FDA (Food and Drugs Administration), actuslmente 1la
define como sigue: ILa validacién comprende la revisid
sistemdtica de les instalaciones y de las etepas esen-
cialeg en el desarrollo y la produccidn incluyendo los
controles de los productos farmacéuticos con el objeti
vo de asegurarse de gue los productos fabricados pueden
ser elaborados con segurided y reproducidos con 1la
calidad deseads si se observan los métodos establecidos

de produccién y control.

Como se puede observar leas definiciones son amplias y -
sencillas, con el fin de establecer su objetivo.

EZxisten muches formas de validar un método enalitico -—-
debido a ocue la forme de validacidn de un mfétodo enalitico
dependerd de su futura aplicacién, es decir si €ste ve a
ser utilizado en control de calided, en estudios-de estabi-
lided, en estudios de biodisponibilidad, etec..

5in embargo, en todos ellos es necesario determinar 1los
perénetros de la validacidn, como se muestra en la tabla

2.2.1 .



-
wm

TABLA 2.2.1 FORMA DE VALIDACION DE UN HETODO ANALITICO.

PARAMETRO. PARA CONTROL PARA ESTUDIOS BIODISPO-
DE CALIDAD. DE ESTABILIDAD | NIBILIDAD.

EXACTITUD. X X X

PRECISION. X X X

REPRODUCI-

BILIDAD. % X X

LINEALIDAD. X X X

LIXITE DE .

DETECCION. Conc. bajas X X

ESPECIFICIDAD- x X z

INTERFERENCIAS.

ESPECIPICIDAD - X x

EN ESTABILIDAD.

ESTABILIDAD DE - X X

LA MUESTRA.
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mentalmente con un velor real, conocido.
posible detectar el error sistemdtico (BIAS O
Zxperimentalmente lo anterior se lleva a cabo

3

14

17

De esta menera es

ES30).

colocendo

lz cantidsd eti~uetzds en el rbete (ectdndar o referencis
més o menos exacta,de principio zetive 2 uan placebo de la -
formz farzacéusica y posteriormente se enaliza como una  --—
musstra.

Jne vez obtenidos los resultvados de recobro exrerimental,

siguientes 1

a) FRUEBA DI HITCTESIS.- Fara verificar cue
tzioe obienidos sxperimentalmente perteneszcan 2
oucidn  tedrica, cuyo perdmeiro ec el valor real
lo cual =t reelize utilizando el estadigrafo " t
(paraz muesiras pecuefias) y esta definido por la

rresidn;

1)

(7,9)

higs)

Donde:

X

14

talmente

lledia poblacional (valor real).

Desviacidn ectédndar de lz muestra.

n Mizmero de uesiras.

™

4]

los resul-
wne distri
conocido,

de Student'

iguiente -

Velor promedio de los resultaios obtenides experinen



18

La desviacidn esténdar ( S }).- Es un pardmetro oue deter
mina la dispersidn de un conjunto de datos en torno & su
valor centrzl o medio rue se expresa, mediante la siguien-

te expresidn:

36 establece un contraste de nipdiesis de la siguiente -
forma:

- Zstablecer la hipdtesis nuwla { B ).

5
o

i

i

-~ Establecer la hipdtesis alternativa ( Hy )

e
—

]

“He
~X

Con lo cual se determina si un m€todo es o no exacto, pa
a i

rz une regidn de aceptaecidn o de rechazo del 95%, con wa -~
nivel de sigmmificancia de 0.05

E
[l




19

PRECISION .~Es grado de concordancia de las mediciones -
repetides para une misma determinacidn alrededor de wn valaor
central o medio.

A cause de los errores eleastorios, enteriormente mencio-
nados, las observaciones repetidas, casi nunca serén identi
cas, pero mostrardn mayor o menor varizacidn en torno & su
velor central o medio, razzdn por laz cual la desviacibén -—
esténder este asociada con le precisién,

Debido 2 rue le desviacibn esténder describe la reprodu-
cibilidad de una observacidn aislade, la precisién se exore

sa en t€rminos de repetibilidad y reprocibilidad. (1,4,8)

REPETIZILIDAD .-Es la precisidn de un método expresaia -
como la concordancia obtenida entre las determinsciones --
independientes realizadas bajo condiciones iguzles de trabz
jo, es decir llevadas & cebo vor un sblo analista, usando -
los mismos aparastos y técnices.

Fare determiner le variabilided de los resultados obiteni
dos, se utilize el estadigrafo 5}; (ji cuadrada), el cual

esta definido por le siguiente expresién: (7,9)

Z a-1) (52
- TTTTE

T

Donde: n = ndnero de determinaciones.

S° = verianze de la nmuestra,

0—- = varianza pcblacional, este revpresente la
variabilidad del método.



Le varianza muestral esta dada por:

-, 2
(z, - X)
52 I ? Tt
n-1
Generalmente vor experiencie los métodos analiticos pre-
Coviee 2
sentan una variabilidead Qde i 5, por lo cue para evaluar

la repetibilidad del mftodo se establece wn contraste de -=-
hipdtesis:

- Hipdtesis nula (H ).
5 o

HO.O‘=S
~ Hipftesis alternative (HI).
H. 2 AL 5
I C7- T
Para une recgidn de sceptacién o de rechazo del 5% con -
un nivel de significsncia de o< = 0,05
Lz evaluzcidn del intervalo de confianze (IC) para deter
minar entre oue valores se encuentra el valor verdadero del

varéuetro se realize mediante la siguiente expresidn: (9)

2 2
"o (n-1) (s7) {n-1) (s7)
IC =) [-~--=2s E —————— <Q—< —————— 5 —————

- /2 =52
Donde: n = nuzmero de muestras indevendientes.
2 :
S = varienza nuestral.

J = desvizcidn esténdar voblacional.
2

j%;’ = velor tedrico del estadigrafo (%ablas),
con uwa confiznza del 35%.
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REPRODUCIBILIDAD.~ Zs la precisidén de un método expresa-
dea coxno la concordancia entre deterninaciones realizades -

bzjo diferentes condiciones de trabajo, es decir determina-

o]
s
ct
®
n
1]
5
)
'_J
%
n
ot
v
0]
03
o]
[}
4
-y
©
jo]
\

ciones llevadas a cabo por difer

tes dias o  Dbien en diferentes laboratorios, utilizando -

d [}
dos, se utilizz un disefio estadistico llamado andlisis de
verianza (AN0V4),

fuentes de veriasciidr

fenémeno, proband

éde veriacidn cont xD s
importencia relativa, cuyo criterio de prueba es el cociente
del estadizrafo 42 prueba P de dos varianzas (enire ¥ den

tro de laz nmuestirzs), donde el modelo lineal cue se besa -

en el disefio exparimental es:

1<
Pl
J,
b
1]
’.
e
Y
+
o
€
+
o
<]
'Ju
"
+
[
P
1
-
S
N

Y. = Porcentzje de recobro, cuantificado por el -
i-fsiro anslista, en el j-€simo dfiz de la -

k-£sima repeticidn.

centazje de recobro, donde no hay efecto por

anzliste o por dia.



ij

Elipe
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Efecto del i-€simo analista en el porcentaje -
cuantificado.

3fecto del j-€simo dia en el porcentaje cuanti

ficado.

Efecto de laz interazccidn entre el analista y

T
1 dia.

(]

Zrror experimental, el cual es una medida de

la reproducibilided.

En dicho modelo cada variable representa una de las posi

bles fuentes de variacidn gue involucra el mf€todo eanalitico

tales como el enalista (Ai), el dfa de anélisis (Dj), la -

interaccidn entre el anzlistz y el dia (ADij) ¥ el errc

(15)k’

izplicito en cada determzinacidn.



La tabla de andlisis de v

modelo

ar

el

lineal seleccionade, es la

siguiente:

(3)

23

ianza (ANOVL), cue representa el

FUENTE DI | 3RADOS DE IFRODUCTO | SUX4& DE | LEDIA Poie.
VARIACION | LIRERT&D. ({SINPLI-- | CUADRADOS CUADRATICA
FICADO. (3¢) (rie)
2 .2
&, a - 1 (i - 1) K4 4 -
* Z,E:: _Z_-;:: Sy saar e, /uc,
[o] 4] apc £ I
-2 )
DY
Dj b -1 (; -1 —mist = gt SC /-1 mCD/mCE
. i
-2 2.2
AD, . 2-1)(b-1) |(ii-i-3-1)% 13 &-"1.0 g -1 (b=
ij (e-1)(e-1) 1 e be 5C,p/2-1(b {l;
2 2
PRSFID
- —einl il 1C, /EC,
ac abe AD B

Blii)x eb(c~1)

(i3u-i3)

S¢_/ab(c-1)

Donde lz media cuadrética

reproducivilidad.

ol

3

error,

es un estizador de la



LINEALIDAD,~ Es el gredo en oue l& resruestz del método

se eproxima 2 una Funcidn de tipo lineal, esteblecida por

le siguiente ecuscidn: 1,7,%,9
Y =nmx -+ b
Donde: Y =
Xy =
m =
b =

utilirendo el

la recta que

. = Jentiiad adiecionediz,

o intercepio (poblacional

]
i$]
m
1]
3

recta (poblacional igual & -

=5

Para determiner numé€ricamente el valor de los coeficien

tes de rezresidn {ordenada 2l origen v pendiente de lg -~

o))

recta), se utilizsn las siguientes expresiones (m<todo e

5 - (zv)(E20) - (Za)(=xy)

n (.S::f.2 - (Z:x:2



25

Para determinar con nuf exactitud se ajusta wia recta de
regresidn al conjunto de valores obtenidos exnerimentalmen-
te nuevamente se recurre & establecer ovruebas de nindtesis
tanto para la ordenada el origen como oara la pendiente, -
estableciendo nara €stos sus resnectivos intérvalos de con-

fienza & un nivel de sismificencies dado.

I) INFEREIZIA PARA LA ORDENADL AL ORIGEN.

a2 el estadistico "t de student” definido vor la

wn
L
=4
ot
-
-
o
3

gaiente exvresidn: (1,7,9,14)

Se esteblece el contraste de nipbtesis.

- Hipdtesis nule (ﬁo).

-~ Hipdtesis alternativa (HI).

HI : b #;B
Donde ZB ec ieual 2 cero.
Para una reridn de aceptacidn o de rechazo del $5% con -
un nivel de siznificancia o= 2.05
La evaluscién del intervelo de confiznza (IC), para de--
terminar entrs ~ué velores se encuentra el velor verdadero

del pardmetrs se realize mediente la siguiente expresién:

Y
IC = b~to¢/o . 3
2 Dy/;




La pendiente de la recta de resresidn esta definida por:

este deinido por la sizuiente exprasidn: (7,3)

os cuesireios de los errores sea lo menor rosible, es decir

rue lag decviaciones de los runtos, del conjiunto de velores

experi-snteles & 1ls rects de regresidn eesn =fnimms, 21 -

narézstro ~ue ge utiliza pare deterniner estes desviaciones

es el error esidndar de ectimzcidn (g;/ ) v este definido
1 Y/x

7 cizuiente exoresidn: (7

2 ,
9 oy [Z=Y0_ = b(EY) - =(SEY)
V/x n -2
- =2 ) - e PR
Donisz: S = Error esténdar de estimzacién,
/%

bym = Son estimeciones de mfnimos cuadrados

deré? Y BA .
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DI L&

TE

DIEN

¥
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)

e utili

]

(= - ) s, Vo

<

Y/x

establece el

Se

Donde

.

i

A

o

¥
1
1
§
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Error esténdar de estimacidn modificado.

Centidad =24icionada,

Velor tedrico de lz ordensida &l origen (poblacio-

[s))

Valor tedrico de la pendiente de la recte (robla-

ciongl).

Valor pronmedio de las cantidades adicionsadas.

Nimero de determinaciones independientes.
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ESPECIFICIDAD.~ Es el grado de la medicidn cue Correspon
de sdlo » le sustancia en estudiio y no & otras sustencias -
cue pueden interferir o estzr opresentes en el materiel a -
anzlizares, tales como excivientes, impurezas, nproductos de
degradacidn, etc.

En lz »réctice le especificida

se puede denostrar, -~

4
mediante las cirfuientes metodolocies: (£,%)

2 0 no con le

to se podrén -
realizar lzs modificaciones vertinerntes al método. General-
mente este pardmetro se determina cuando el m€iodo seré uti

lizado parz control de calided, medisnte la siguiente meto-

dologie:

a) inalizar la sustzncia zctiva de interés, el placebo y
la muestra de un lote piloto de lz formulazcidén, utilizando
el nmnétodo desarrollado.

b) De los resultados obtenidos verificar, cue los exei--
rientes, lazs impurezas, los posibles productos de degrada--—
cidn pueden ser sepzrados de 1z sustancia active de interds

¢) Confirmar gue la respuesta obtenida corresponda sdlo
e la sustancia active de interds.,

d) si el método desarrollsio no es capaz de separar la -
sustencia zctiva de interds de los excipientes, de las impu
rezas y de los posibles nroductos de degradacidn, se desa--

rrollaré otro méftodo.
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ESTARILIDAD.~ Es un tino de especi
ficidad en el cusl las otras sustencias son las oue pueden

fornzrse duranie el 2lazcenemientio bajo condiciones especi-
ficas de huimedad, luz, pH, temperzturs, etc.. Fste pardme-
tro sz determina cusnio el método seréd utilizado pars estu-
dios 4e biodisnonibdilidad o bien narz estudios de egtebili-

f mediant siguiente metodologia: (4,8
dad, me e 1= te metodolos ’

e) Anelirzar l2 sustznciz activa de interés, el placebo v
la muestra de un lote piloto de la formulacidn, utilizando
el mftodo desarrollado.

b) Almacenar las sustancias antes mencionsdas bajo condi
ciones previamente definidas en t€rminos de himeiad, luz, -

i
pH, temperaturz, etc., durante cdeterminaio

s peribdos de --
tiezpo para propiciar la descomposiciédn v de 2otz formea --

obtener los productos de degradaciédn.

¢) Transcurrido el tiempo de elmacenamiento anelizar leas
muestras utilizando el método desarrollailo.

d) De los recultados obtenidos verificar, ocue las impure
zas, los productos de degradecidn, etc. pueden ser separa--
dos de la sustancis zctive de interés.

e) Si la respuesta obtenida corresronde =élo a la sustan
cie sctive de interés, el m€todo se llamzrd "especifico” y
podréd ser utilizedo como indicador de estebilidad.

In el caso contrario, c=e deberd estimar el efecto aparen
te de les otree sustancias sobre la sefial analitica y se --
estizard en cuanto y cuando este efecto podria ser importean

te.



31

LINMITE DE DETECCION.- Es la minima concentracidn  de
sugstancia activa cue se puede detectar con exactitud y pre-~
cisidn, utilizando las mismes condiciones de trabajo va -
establecidas en el m€todo desarrollado. Generalmente este
parémetro se determinz en métodos cuyas concentraciones de
sustancia activa son peguefias, tales como en los fluidos -
bioldgicos de los estudios de biodisponibilidad o bien en
los estudios de estabilidad pars determinar 1los productos
de degradacidn, no obstante se puede aplicar en los métodos
para control de czlidad de concentraciones peguefias, Yy se

determina de la siguiente forma: (3)

a) Adicionar cantidades exactas de la sustancia activa -
correspondiente & O, 1, 3, 5, 10, 15, 20 y 25% de la con
centracidn méxima ecsperada el flufdo bioldsico en estuiio o
al placebo de la Formulacidn.

b) Graficar: Zoncentracidén sdicionade Vs Concentracid
recuperadasa.

c) Determinar: Limites de confianza &l 35 % de la recta
de regresidn.

d) Trazar una recta paralela & la recta de regresidn a
una distancia de -1.96 Sy/k con respecto 2l valor Y -
obtenido.

Le recta trazeda es el 1limite inferior de confianza cuyo
intercepto con la ordenzda 21 origen derd el limite mfnimo

de deteccidn.



2,3 KONOGRAFIAS.
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2.3.1 ABOB.

WOIBRES CUIMICOS. (15,16,17,183)

’

Clorhidrato de N, N =anhidrobis{(B~hidroxietil) biguanida.
Clornidrato de 4-~lorfolincarboximidoileuanidina,
Clorhidrato de l1-(morfolinoformimidoil) guanidina.

Clorhidreto de 4-(suenidino-formimidoil) morfolina,

SINONIMOS.  (17,18)

Clorhidrato de bioxina: Clornidrato de moroxidine.
PORVIULA DESARRCLLADA, (17,18)

NH fH

I

CNHCNH, . HC
i 2

-

Al

MORNMULA CONDENSADA: C.H CIN_O
614 5

PES0 HMOLEZULAR: 207.7
DESCRIPCION: Felvo cristalino blanco, inodoro.
SOLTRILIDAD,

Fdcilmente soluble en 2gus y dcidos dilufdos; Soluble
en metanol; Poco soluble en dlcalis diluidos:; Ligeramente

soluble en etansl y cloroformo: Insoluble en acetone, éter

etflico y hexzno.



G
I~

PMTO DE  WISION: 203 - 207°%¢
pd en solucién reuoss al 29 5.5 -~ 6.5
ABSORATON AL TLTRAVIOLETA.

. . 1%
Zn erfua destiledia vresenta un méximo a 237 nm (El:m = M)
PERDIDA POR SECADD: Wéximo 0.1%
RESIDUO DE ISHNICION: ¥éximo 0.1%

TETABILIDAD.
Eg muv ecstable en estado seco y vuro & la luz y 2 tempe-—
o

raturas altas haste 45 C .

TO7ICOLONIA, (16)
Puertes dogis terzpfuticas interfieren con el color de -

le visién.

DOSIS TERAPEYTICA. (15) .
0.6 - 1.6 ¢ =21 die.
US0 TERAPEUTICO.
En le profilaexis vy en el traztamiento de infecciones virs
les.
CONSERVACION.
En recipientes herm€ticamente cerrados y protegidos de 1=

luz,
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2.3.2 ACFETANMINOPEY,

NOIMBRES QUINICOS. (5,13,16,18)

4'-hidroxiecetenilida; p-hidroxiacetanilida; p-acetami
dofenol; p-acetaminofenol; p-acetilaminofenol; N-acetil-

p-2minofenol; N-(4-hidroxifenil)ecetamida.
SIHONIr03: Traracetamol.

FORVITLA  DESARROLLADA.

9
HO—@—:{H-H-CH,

AL CONDEH3ADA: c
FORTLA ONDEN3ADA 8H9N02

PESO MOLECULAR: 151.2

DESZRIPCICON.

Yolvo cristalino blanco, inodoro, con sabor amargo.

SOLURILIDAD. (5,13,16,20)

Soluble, a 20°¢c una parte en 70 partes de agua destiladsg
una parte en 20 partes de agua caliente; wma en siete par-
tes de etanol: une en 13 partes de acetona; wuna en 40 par
tes de glicerina; un#z en nueve partes de propilenglicol; -
muy ligerzmente soluble en cloroformo; précticemente inso-
luble en €ter etflico; soluble en solucidn de hidrdxido de

sodio 1N,
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pd en solucidn acuosa saturada: 5.1 - 6.5 (15,16,21,22)
PUNTO DE FUSION: 168 - 172°%

A3SORCION AL INFRARROJO. (13,20)
En pastilla KBr los principales méximos se observan e:

1963, 1387, 1441, 1506, 1565, 1657, 3162 v 3326 cm * .

ABSORCION AL ULTRAVIOLETA,

SOLVENTE LONZITUD DE COTFICIENTE DE -
oNDA (nm). ABSORCION HOLAR.

(g)

Agua destilada. 242.5 10,037

Etenol. 249,0 13,090 a 14,000

¥Yetanol. 249.0 13,600

Sol. de hidrdéxido

de sodio  0.,01N 258.0 10,830

COTENIDO DE ASUA: Mdximo 0.5% (5,21,22)

CLORTROS: MKéximo O 0144

MITALES PESADOS: Mdximo 0,001%
SULPATOS: lMéximo 0.02%

RESIDUO DE IGNICION: Méximo 0,1%

CONSERVACION.
En recipientes herméticamente cerrados y protegidos de

la luz,
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ESTABILIDAD. (13) -

En estado =eco y nuro es muv estable a la luz y 2 tempe-
raturas altes hesta ASOC. En solucidn es sensible a la luz
v se degrads fécilmente a pH = 2, sin embargo en soluciones
alealines (p¥ = 9) la degrsdacidn se torna lents, Obtenien-
dose en ambos casos como producto de degradacidn el p-anmino
fenol y dcido asc€tico. Por lo cue para lasg preparaciones -
1f{guidas el pH deberd ser mjustaio aproximademente & seis
va que en este valor se ha encontraio el mdximo de estabili

dad.

PARITATODIN AT A, (15,16,20)

Se ebsorbe fécilmente en el tracto gastrointestinal,vor
lo ~ue se distribuve en todos los tejidos del organismo, se
metabolizs en el hicado v es excretado en le orina orinci--
perlmente ecomo glucurénido v sulfztos conjusedos. L=l mismo
también en menor pronorcidén como £cido mercanturico v cis--

teine coniugados.

TOXICOLO3IA. (13,13,16)

Los sintozzs cue se presentan en las primeras 24 horas,
cuendo se administra en dosis nmuy por arriba de la dosis -
terapéutica son: enorexiz, dolor a2biominal, ndusess v vdmi-
to. Sin embarzo cusndo las dosgi= son mayores a2 15 g oro-
duce necrosis hepftica, cuvos sintomeés se presentan de cua-
tro & seis Zias nés tarde, dsbkido 2 le gran acuaulacidn -

de los metzbolitos 2ltamente tdxicos.



ntipirético.

ndximo 4g/24 horas.

250 me/tres veces al disa.

500 me/tres veces &l dia.

38



3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.
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PLANTEANI®NTO DFL PROZBLENA.

Debido & rue actualmente no s= cuente con um método ade--
cuado para le determinacidn de 4%03 v Acetaminofén, presentes
en wna solucidr oral, se procederd a desarroller un mftodo -
analitico por crometografia de 1licuidos de 2lta resolucién -

neliticos CLR

M

(2LAR). Porrue & diferencia de otros wftodos
nernite entre oiras ventzjiszs deterninsr en forma confieble,
rénide, esnec{Tice, reproiucible v exzcte la seprracidn, 1la
curntificacidn e identificacidbdn de lass sustencias zctivas, -
les impurezes, i1os posibles proiuctos de degredaciédn, ete.,
nresentes en ine diferentes wroductos ferracéuticos.

Por otrz nzrte CLAR, tiene un &nplio espectro de zplica~--~

cidn con las sirFuientes ventajas:

- Permite 1z semerscién, le identificacidén y la cusntifi-
cecidn de diversos comnonentes en forma simulténesn,

~ E1 tiempo de enélisis eg corto,

- Se requierszn penuefias concentracioneg de muestrz.

- Es posible znalizer compuestos termolédbiles v no vold——
tileg, tzles como esteroides, pesticidas, plactificantes

vitaminas, etc.

Una vez deszrrollzdo el método znelitico se procederd a
velidarlo pera control de calidad, con el fin de verificar -
rue dicho método proporcione exaciiitud, vprecisidn, reoroduci
bilidad vy linezlidad durante los snflisis rutinarios y de —--
esta forme garantizar cue la solucién oral esté€ libre de im-
purezas, ~ue s:zz fisicz v cuimicazzente estable y rue contenga

la cantided de princivios activos cue egpecifica la etiouets



4.~ OBJETIVOS.
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OBJETIVOS,

- Desarrollar un nf€todo analitico para valorar ABOB y
Acetaminofén por cromatografia de liguidos de alta

resolueién, en una solucidén oral.
-~ Valider el método anelitico para control de calidad.

- Determinar la exsctitud, la precisidn, la linealidadg,

le reproducibiliged y 1la espeecificidad del método.



5.- HIPOTESIS.
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"HIPOTESIS

Se deserrollaréd un método analitico para valorar
ABOB y Acetaminofén presentes en une solucidn
oral, por cromatografia de 1fguidos de alta resolu~
cidén, el cuzl serd valido para control de calided y
serd exacto, preciso, reproducible, lineal y espe

cffico.
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6.- MAPERIAL Y METODO.



A) MATERIAL.

- Piltros Millipore & Pyrex 0.2 y 0.45 mm.

-~ Enmbudos de separacidn de vidrio de 125 ml.

- Katraces Kitasato de vidrio de 500 ml,

- Matraces Erlenmeyer de vidrio de 250, 500 ml.

- Matraces volumétricos de vidrio de 25, 50 y 100 ml.
- Pipetas voluzn€iricas de vidrio de 2, 5 y 10 ml.

- Pipetas graduadas de vidrio de 1, 2, 5 y 10 ml.

- Probetas graduajas de vidrio de 25 y 50 ml.

- Vasos de precipitados de vidrio de 50, 100 y 250 mi,

B) REACTIVOS Y SOLUCIONES ESTANDAR.

- fkgua destilads,

Acido acético glacial RA.

[}

Cloroformo RA.
- Ketanol RA.
- Hetanol grado HPLC & UVASOL.

C) EQUIPO.
- Bafio de ultresonido,

- Columa A{Bondapak CN de acero inoxidable de 30 cm
de longitud x 3.9 mm de diémetro {Waters).

- Cromatogrdfo de 1focuidos de alta resolucién (Waters
Associates, Inc.), eouipado con lo siguiente:

- Detector OV, modelo 440, de longitud de onda fija.

- Inyector autométicoe WISP 710 B .

- Registrador Data lodule, modelo 730.

~ Bombas de presién KKG (A) y ¥XG (B), modelo 6000A,.

- Programador esutomdtico de solventes, modelo 600 E.
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DETERMINACION SIKULTAVEA DE ABOB y ACETANINOFEN,

ABOB : 1.0 g/100 ml.

Acetaminofén : 2.5 g/100 ml.

PARAKETROS INSTRUMENTALES.

~ Cromatogrdfo de 1fonidos de 2lta presién (Waters o eguiva
lente).

- Columae: ,Q’Bondapak CN de acero inoxideble de 30 cm
de longituid x 3.9 mu de didmetro intemo -
(vwaters o eouivalente),

Detector: TJ.V. 254 nm .
- Flujo: 1.5 ml/min.
- Presién: le necesarie para mantener el flujo indicado -

(&prox. 25920 psi).

Sensibilidad: 0.1 AU?S,

Velocidad de la carta: 0.020 cz/min.

~ Volumen de inyeceidn: 10 mecl.

REACTIVOS Y SCLUZIONES ESTANDAR.
- ketanol graio HPLC o UVASOL.

—~ Solucidén de Zcido acético glacial 2% (CH3COOH 2%).

- Pase mgvil: Yetanol - CH3COOH 2% (50 - 50), degasificada

»

y filtrada & travé€s de una membrana de 0.2 umn J 90.45 umn
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SOLUCION DE COMPARACION O SOLUCION ESTANDAR.

e) Se pesd con exactitud alrededor 100 mg de ABOB, -
250 mg de Acetaminofén (sustancies de referencia) y se -
colocardén en un matraz volumétrico de 100 ml,

b) Se disolvio y se llevd a volumen con metanol RA .

¢) Se trensfirfo con pipeta volumétrica 5 ml de la solu
cién anterior a un metraz volumétrico de 50 ml, se llevd
& volumen con metanol RA y se mezclo (concentracién fi-

nal 0.10 mg/ml de AB03 y 0.25 mg/ml de Acetaminofén).

SOLUCION DE PRUEBA O SOLUCION PROBLEHA.

8) Se transfirio con pipete volumétrica 5 ml de la mues
tre (concentracidn aproximade 50 mg/5ml ABOB, 125mg/5ml
Aceteminofén) & un embudo de seperacidn de 125 ml.

b) Se sdicionardén 15 ml de mguz destilada y se mezclo.

c) Se adicionarén 20 ml de cloroformo RA y se mezclo -
durante un minuto, transcurrido este tiempo se dejo repo-
ser.

d) Se descerto le fese orgénica.

e) Se transfirfio con pipete volumétrica 2 ml de la fase
acuose & un matraz voluméirico de 50 ml, se llevé a volu-—
men con metenol RA y se mezclo {concentracidn finsl ---

0.10 pg/ml ABOB y 0.25 ng/ml Aceteminofén),.

PROCEDIMIENTO.

Se inyectardén en el cromatogrifo 10 nmcl de les solucio-

nes de comparacién y de prueba.



TIEFPOS DE RETENCION APROXIKADOS.

- A4BOB

- Acetaminofén: 2.40 mnin.

: 4.50 nmin.

CALCULOS.

A ¥ 5 20 _ 50

[
i
[
{
~
|
e
H
|
o]

00 2 — €2 ¢ 22
ng Agog/i m o= g 156 T 53 ¥ 3> % 23 x 100 x K

ng Asog/ioo m

]

i
o
[
bl

We x 10 x K

4 Fo 520 50
mg Acetaminoién/100 ml = Ze X 755 X 5 x -5 x =5 x 100 x K
A
ng Acetaminoféq/ioo ml o= KE' x We x 10 x K
(o]

Donde:

1

1]

i

Lrea del pico de la sustencis de referencia.
Area del pleco de la sustanciz de prueba.
Peso de la sustancia de referencias (mg).
Favtor de dilucidn.

Contenido porcentual de la sustancia de cozparacidn

(Sustencia de referencia).
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RESULTADOS.

SEPARACION OBTENIDA
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La tebla I, nuestira

ficer

cobros del 50, 7%, 100, 125 y 150% aproximadsmente de la -
cantidad etiquetada, con cuatro determinaciones pera cada -
uno. TFosteriormente se llevd a cabo la evaluacidn estedfs-

tica para dichos resultaios al determinar la exactitud, la

cidn
ng/ml

m o
m
o

ABOB

Concentracidn
Recunerada mg/ml

5.0
£.98
5.05
4.93
7.57
7.48
T.60
7.42
10.05
9.99
9.88
10.11
12.61
12.44
12.54
12.68
15,18
15.11
14.97
15.02

100.20
99,60
101.00
38.60
100.93
99.73
101.33
88.93
100.50
99.30
93.80
101.10
100.38
99.52
100.32
101.44
101.20
100.73
99.80
100.13

TABLA I, Resultedos obtenidos &l cusntificar

2l ABOB, pera determiner la exactitud,

lineelidad vy

el 4303 de la solucidn orzl (placebo), realizando re

la repetibilidad del m€todo.

linealidad y 1la repetibilidad,

lz -

3

los resultaios optenidos al cuanti--

tad

% Recuperado.
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Regidn critica bilateral a un nivel @e significancia (oX)

de 0.05

R = =2,108
51z ¥5.025 2.1009
ty 975 = 2-0930

= 52346

tCaWc. 1.205234¢%

Zntonces: t0~025 < “gale. < “0.975

Siendo: -2.0330 <7 1.2062 < 2.0930, con lo cuel

se zcente laz hipdtesis nula (I—IO).

INTERVALO DE  CONTILNZL (IC) DEL  95% PARL X,
ic = T * (s/vm)

*0.975

IC = 10U.232 ¥ 0.4025251
Limite inferior: 93.82%

Limite superior: 100.63%
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LINEALLIDAD,

Cdlculos para determinar la linealidad del método, ———-=
evaluzndo la relacidn entre 1z variable independiente (con-
centracidn zgregrias) y la varisble dependiente (concentrg
¢idn recusersdia), utilizanis los valores de la tabla I,
Ordeneiz al origen de Yz rectz estimada.
b = - 0,051

Pendiente de la recta estimzdisa,
= = 1.0082

Coeficiente de regresidén.
T = 0.3237875

Coeficiente de determinszecidn.

2
r = 0.9335351
Ecuacibn de 1le recta estimzida.

- 0.05%51 + 1.0082 X%

irs

PRUEBA DE HIPOTESIS FPARA LA ORDENLDA 2L ORIGEN.
ot o f,ﬁ? Donde ’ég =0
EI : s} f;ég

Nivel de significancia (eX)
<= 0.05
Estedistico de pruebe ( 8 ), con n-2 greados de liber-

ted.

-




Regidn ecritica bilsteral a un nivel de significancia de 0.05
t * t '
~rn < ¥ < Py

Pas

Si: SY/& = 0.0810075
5,025 - 2,1009
Yy 975 = 2.1009
7] = - 0.2385
Entonces: t0.025 e 28 < t0.975
Siendo: -2.1003 < ~ 0.9385 < 2.1009, con lo -

cuel se acepta la hirdtesis nule (Hy).

INTERVALO DE CONTIANZA (IC) DEL 95% PLRA ’fg.

con n-2 grados de libertad.

b - 2.1009 (0.0523214) < [3 < b + 2.1009 (0.0543414)

1¢ =
I = b  0.1141658
Ic = - 0.051  0.1121658

Limite inferior: ~ 0.1651658

Limite superior: 0.0631658



PRUEBA DE HIFOTESIS PAR4 LA PENDIERTE.

Bo 2 m = BN Donde ZA =1

HI: :17~=X\

Nivel de significaencia (<)

o= 0.05

Estadistico de prueba ( tp ), con n-2 grados de liber-

¥/x
Regidn critica bilzierzl & un nivel de significaznciz de
0.05 5 . _
gy << Y << Clewy
i - - 1
Si: t0.0?.S = 2.1008
t0-975 = 2.1009
= 1. J5
tr\ L SOJD

Entonces: T’O.OZS < T.x\ - t0.975

Siendo: -~ 2,100 <T 1.8005 <« 2.1009, con lo cual

se acepte la hipdtesis nula (H,).



INTEXVALO DE CONFIANZA (IC) DIL 95% PARA )«.

Ay
Ic -t —'Z/—/Z—-‘ < X\ < o+ 3 —E{ZE———
T2 "5 \Jaa 1-ey2 S_\/n-1
x X

I¢ =@ - 2.1009 (0.0051233) < XA<<: m + 2.1009 (0.0051233)

Ic= o Y 0.0107536

IC = 1.0082 * 0.0107636

Limite inferior: ©0.337436

-Limite supsrior: 1.018353

Fera los sizuientes valores de X (concentracidn sgrega—-

da mg/ml), /Y\ toma los siguientes valorea:
P

(%) (YY)

5.0 4.990

7.5 7.510

10.0 10.031

12.5 12.551

15.0 15,072

Coeficiente de correlacidn (r) = 0.329375675

determinacidn ( =2 ) = 0.39395351

[¢0}
4]

Coeficiente
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PRECISION {Repetibilidad).

Célculos para determinar lz repetibilidad del método, -
utilizando parz ello los resultados de porcentaje recupera

do de lz tazble I.

n = 20 i%:g = 8.91
n-1 = 19 g.1, 0.025
S = 0.8601015 -

ik; = 32.30
s = 0.7397745 0.975

PRUEBL DE HIPOTZSIS.

Donde

i
I
“o
il
dq
»
C:ﬂ
woe

Nivel de significancie (oX).
o< = 0.05

2
galc.

2 _ -y (%)
f};Calc. 0"2

Regidn critica unilateral a un nivel de significencia de 0.05

Voo, < XL

Estadistico de prueba (i}; )y con n-1 grados de -

libertsd.



‘. -
Si: z = 30.10
0.95
5
- = 2,811
cele,
Entonces: 2 2
%Calc. < (%0.95
Siendo: 2.811 <L 30.10 , con lo cual se acepta
la hipdtesis nula (Hq).

INT

con

ERVALO DE CONRILNZA (IC) DEL 95 % PARA q“

n-1 grados de libertad.

(2-1)(s%)




S}

Analista 1. Analiste 2,
99.78% 102.24%
pia 1. 100.96% 99,724
102.23% 100.58%
102.68% 100.82%
Die 2. 100.123% 102,19%
101.79% 23,63%

TABLA II. Resultados obtenidos 2l cuentificar
el 430B, rara determinar la reproducibilidad
del método analitico.

La tabla II, zusstra los resultados obtenidos al reeliza
recobros de 1z centidad de A30B etiocuetada, bajo diferentes
condiciones de trzbajo, es decir, en dos dias diferentes ¥y

corn dos analistzs diferentes.

PUINTE DZ GRADOS DE  SUMA DE YEDIA Poate Py .95

VLRIACION LIBERTAD. CUADRADOS CUADRATICA : :
A 1 0.47 0.47 0.29115 161.4
D 1 0.55 0.55 0.34071  161.4
AD 1 0.45 0.45 0.27875 5.32
Blij)e 8 12.9141 1.561426

TABLA TII. Resuliados obtenidos al evaluar el
efecto de =nalista y dia, mediante el znélisis
de vwvarianzsz (ANOVA).
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ACETAMINO FEN

Concentracidn Concentracidn % Recuperado
teregzda mg/ml ‘Recuperada mg/ml P :

12.50 12.52 100.16
12.50 12,33 93.04
12.50 12,31 38.43
12,50 12,43 39,84
18.75 18.95 101,12
18,75 18.66 33.52
18.75 18,81 100.32
18.75 18,48 33.5%
25.00 25.10 100.4
25.00 24,32 29,28
25.00 25.30 101.20
25.00 24.33 23.72
21.25 31,65 101.28

25 21.41 100.51
31.25 31.235 100,32
31.25% 31.15 ag9,63
37.5 37.32 39.52
37.50 37.82 100.3
37.50 37.63 100.48
37.50 37.55 100,12

TABLA IV, Resultedeos obtenidos al cuantificar

el Acetaminosfén, pera detesrminer la exectitud,

la linealifad y 1z repetibilidad del m€todo.

La tebla IV, zuesira los resultados obtenidos al cuantifi
cer el mcetamincién de le solucidn orel (placewbo), realizan
do recobros g4el 50, 75, 100, 125 y 150% aproxim=damente de -
la centidad eticuetada, con cuatro determinaciones para cade
uno. Posteriormente se 1llevé a cabo le evaluacibn estzdfsti
ca pare dichos resultados al determiner la exactitud, la --

linealidad y 1a repetibilidad.
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X = 100.022
S = 0.8106696
c.V. = 0.31043

n = 20

ot
1}
n
.
(@}
W
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PRUZBL DE HIFOTEZSIS.

1
o
w4
N
)
(o)
i3
[o Ny
m
~x
i
‘—J
o
o
A

ks 4
Ho: X 7

Calc.

4 A
[IR=Reury

. T -4

T, - = mme———ta

Czle.

§//Vn
Regidn critica pilsterzl z un nivel de significanciz (oK)

céz D.05
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Regidn critica bilateral a2 ur nivel de simificancia (eX)

de 0.0%
t“yb < Fgare. <J tl—o$/2
is = =2,
Si: t0.025 093
0.975 = 2:093
% = .121385
‘Cale. 0 13851

“ntonces: %0.025 < Pgere. <Z Po.973

Siendo: -2.093 << 0.12136 < 2.0930, con lo cusl

se aceptz la hipdtesis nule (Ho).

INTERVALO DZE CONFILIZA (IC) DIL 95% PaRs X.
ic = T = t5.975 (s/ n)
I = 100.022 * 0.3794

Lizite inferior: 99.64

Lizite superior: 100.40



h

LINE~ALIDAD.
Cdlculos para determinar la linealidad del método, =— --
eveluando la relacidn entre lz variable independiente (con-
centracidn agregada) y 1la variable dependiente (concentra
cidn recuperada), utilizsndo los valores de la tabla IV.
Ordenzdie al origen de la recta estimada.
b = - 0.16850
Pendiente de la recte estimada.
m = 1.003812
Coeficiente de regresidn.
r = 0.99932
Coeficiente de determinacidni
2
r = 0.333564
Ecuzcidn 8e la recta esiimada.

Y = -0.15835 + 1,00812 X

PRUEZ: DE HIFQTZISIS PARL L& ORDENAD: AL ORIGEN.
~o ¢ lg Donde 13 =0
T . A
Tt T ég

Nivel de significencia (X))

o= 0.05
staziistico de mrueba ( 35 ), con n-2 greios de liber-

o

tad.




Regidn critica bpilateral a2 un nivel de significancia de 0.05

fayy <L B T Fieopy

&

Si: ) = 0.1782119

/%

= - 10093
t0.025 2.19083
2.10

*0.975 03

- - - 1. I =

:E 1.40135
Sntonces: to.ozs <:: 19 <::uo.975
Siendo: - 2.1003 <:: - 1.24095% <:: 2.1009, con lo -

cuzl se acepta la hipdiesis nula (2 ).

INTEZRVALO DI CONFIANZA (IC) DEL  35% PARZ lf; .

con n-2 grados ie liber:zai.

m

{

I = b - 2.1003 (0.1135231) < /F<T® + 2.1009 (0.1135:31)

1
ic = -~ 0.1885 Y 0.2511586
Linite inferior: - 0.21356
Limite superior: 0.03264



PRUEBA DE HIPOTFSIS PARA LA PENDIEITE.
I -
to o m = Xﬂ Donde BA= 1
HI : n # X\

Nivel de sigmificanciz (<)

o= 0.05

Sstadifstico de prueba ( t)" }: con n-2 gredos de liber-
ted.
- -1
(m =) S,

’ 5
Y/x

Regidn critica bilateral 2 un nivel de significancia de 0.05

Yoy << PP < Pi-up

Si: t0.025 - 2.100%
2
t0.975 2.1009
t = 1.8011
r

Zntonces: t0.025 <:: taﬁ <:: t0.975

L1009 < 1.801 < 2.1009, con lo cual se

2
aceptz la hipdtesis nula (Hj).
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INTERVALO DE CONFPI&{ZA (IC) DEL 95% PARA <Kq.

N ~
ol o
. /% v/%
IC =m - tog, - —:l—i—:— <:: <::: m oty gy —;~-—-—:
< 5., fo-1 n-
P .

3]

L1203 (0.0045034)

IC = m - 2.1009 (0.0045034) << bﬁ < =+

ic n I 0.0094718

I1c = 1.00312 I 0.0034715
Limite inferior: 0.9386

Limite superior: 1.0175

Parz los siguientes velcres de X (concentrecidn egregada -
en mg/ml ), T toma los siguientes valores:
(x) (%)
12,50 12.433
18.75 18.733
25.00 25,034
21.25 31.235
37.50 37.636

w

Coeficiente de correlzeidn ( r ) = 0.939540
2

Coeficiente de detercirnzcidn ( 2 } = 0. 311

Q3
=

n)y



PRECISION (Repetibilidad).

Célculos para determinar la repetibilidad del m€todo, - -
utilizando para ello los resultados de porcentaje recuperado

de 1z takla IV.

n = 20 2 - 8.9
n-1l = 19 g.1. %0'025
S = 0.8106696 5
%‘ = 32.90
5% = 0.56571852 0.975
PRUEB4 DE HIPOTESIS.
%
.. 2 2
o ¢ S = (7~ Donde (T‘:
) 2 2
Hp s % g

Nivel de significancia (&%)

== 0.05

2
Estadfstico de prueda ( ;C;alc ), con n-1 grados de -

libertad.

2 _ {n=-1) (s
Lo,
Cale. a

Regidn critica unilateral z un nivel de significancia de 0.05

pAE



§i: 2 30.10
n.95

2
iX;Calc. = 2.4973
Entonces: 2 2
%}alc. < %0.95

Siendo: 2.4373 <« 30.10, con lo cual se acepte

hipdtesis nula (H,).

INTERVALO DE ©CONPIANZA (IC) DEL 95% Para (] .

con n-1 grados de liberted.

(n-1)(5°)

IC =




“Analiste 1. &nalista 2.
100.138% 101,905
Dia 1, 99.76% 162.22%
101,144 100,205

100,824 101.22%
Dis 2. 102.10: 33,95%
100,249 102.00%

b

PUZNTE DE GRADOS
VARIACICN LIBERT!

SUMA DE WEDIE
CUADRADOS CULIRATICA

3w
o

< {3

[ 54
|
L

©
|J
(o]
N
)
It
()
.
15
N
I
:
0
Q
H
-3
ta

TABLA VI. Resulizdos oObtenidos 2l evaluar el
efecto és znalista y dis, rediante el andli-
sis de ~wvarianze (ANOV:).

1.05 1.G5 1.154686 161.4

0.06 0.06 0.06538 1dl.4

AN



IETCO0

JEL

)

FICZIDA

Z3FPELT

L]
et

O

)

§4

)
Kal
Y

v}
G
2]
$4

a4

I3

w
[ad]

@
i

4

o



INJECT

tay
s
L]

2,39

-~
o)
hy
o8
H —
G




8.~ DISCUSION

DE RESULTADOS.

~]
i



RESULTADOS.
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LINEALIDAD.

Al evaluar la relszcidn de los datos, entre la con

)
<, éstos se en—-

cusntran dentro de unz rsgidn de aceptacidn, cuyos puntos
os { ), obtenidos de ta-
tlas esitaifsticas rzre 1z distribucidrn "t"de Student y -

s¢ obtuve lo sicuienie:

B = ~0.928 Ordenzde 2l origen -2.17009 « -0.938 < 2.1M09
- 2.1009 < 1.60 < +2.1009

[
-
.
[o)]
o
jao)
]
]
P
"
i
i3
ot
®

B=-1.403 Ordenada 2l origen =-2.1009 <-1.402 < 2.1003
Pendiznte ~ 2.1008 < 1.30 < + 2.1009

Zon lo cual en dichos coeficientes, terz embos activos

se  acepta la hipdtesis nula (Hgy).
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REPRODUCIBILIDAD.

Al evaluar el efecto de analiste, diz e interaccidn ana--
lista-d{a en los resultedos de les tebles III y VI para ABOB
¥ Aceteminofén respectivemente, mediante el enédlisis de va--
rienze (AKOVA), se observe gue a una confienza del 95% los - -

valores de ge encuentran dentro de regiones de acep

F

Calc.
tacién unilaterzl, cuyo punto critico es localizado en tables
estedf{sticas pera la distribucién P , obteniéndose lo si--

guiente:

ABOB ACETANINOPEN TABLAS

Foele. Feale. Fo.95

Efecto por Anslista, 0.23115 1.15466 161.4

BEfecto por Die. 0.34071 0.06598 161.4
Efecto por Interaccidn

tnalista-Dia, 0.27876 0.90173 5.32

Como se puede observar los valores de FCalc son menores
.

cue los velores de P (tables) en asbos activos, con 1lo

0.85
cusl se deduce cue no existen efectos por enaliste, por dia
ni por la intersccién enalistz-dfa y de esta forma se de—-

muestra cue el método es reproducible parz ambos activos.
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CONCLUSIONES

De acuerdo 2 log resultados obtenidos al desarrollar vy
validar este método para control de calidad, se concluye -

1o siguiente:
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correlzcign obienidos $.3337€7, r = 0.33354 cpare -
el y tceiszminofdn rsspectivemente, son aceptables.

¢) 21 m€todo desarrolisio reduce tiempo de endlisis, ya
cue permite la cuantificacién de embos activos en forma si
multénea y la obtencién del cromstograma se lleva & c&bo —
en siete minutos, por consiguiente disminuye el costo de -
operacidn y 2 su vez el de znélieis. Sin exbergo, en este -
caso se tuvo la disponibilided de los recursos econdmicos

¥y técnicos neceserios, pera la reaslizacidén de este proyecto

d) For lo anterior: y de ecuerdo & los objetivos que se

plantesron, éstos se cumplieron.

"y
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