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1. INTRODUCCION.

La Linvestigacidén ¥ el interés poer c¢ombatir las
dermatomicosis, ha reportado cOms agentes
antimiecrobianacs a ciertos aeides grases y compuestos

relacicnados % 2 3,

Se ha encontrado que la actividad sobre los hongos
de los Acidos grasos saturadecs con mas de 11 atomos de
carbono aumenta conforme se aumenta el ndmero de atomes
de carbone en la cadena, los acidos grasos con cadenas
laterales son menos actives que estos con  cadenas
lineales e igual numerc de &atomes de carbone, y la
sustitucidn de hidrdgenco por hidroxile disminuye 1la

actividad 1,

Tamblién ha sido demostrado que scbre los hongos
sapréfitos la actividad éptima es con los 4scidos de 12
Atomos de carbono, que los aniones de los 4cldos grasos
son inactivos, que los 4Acldes grases insaturados son mas
activos que sus correspondientes acidos grasos saturades

v que los Acidos dicarboxtilicoes carecen de actividad 1,

El Acide undecilénice, un Acido graso de 11 atomoes
de carbono, es active contra diverses hongos; sin
embargo, es fungistAtico y no fungicida b 2 3, aunque

puede abservarse actividad fungicida tras larga



exposicidn a concentracicnes elevadas 2,

I-'.’!.y &4cidoe undecilénico se presenta en diversas formas, .
far maéé‘uticas . estas inecl uyer;: espumas, unglientos,
polves., Jjabones, soluciones, aerosoles y champtes 2 3
4. Muy a menudo se acompalMa de sus sales de zine, cabre y

calcio 4 S,

Los preparados de Acido undecilénico, se emplean en
varlas dermatomicosis, especlalmente en la tiffa del pie
(pie de atleta). Las concentraciones de acido as{ somo su
sal de zinc para su aplicacidn a la plel son de hasta el
10 y 20% respectivamente. Para su uso en mucosas, las
.concentracicnes de acido no deben ser maycres del 1%,
Generalmente, los preparades, ne son irritantes para los
tejidos en las concentraciones <litadas, Yy la
sensibllizacidn a las mismas ne es <omdn, Los preparados,
suministran lindudables beneficlos en el retardo del
crecimliente fdngico en el ple de atleta, pero
frecuentemente la infeccidn persiste a pesar del
tratamlente intensivo atin con preparades compuestos del
dcido ¥y su sal de zinc, y cuando mucho el indice de
curacidn clinica es de alrededor del 50% 6, La eficacia
en el tratamiento de Tinea capitis (tiNMa del pelo) es

marginal, y el fArmaco ya no se usa para este fin 2 7,

Este trabajo, presenta el desarrollo y validacién de



un métede analitico para cuantificar acide undecilénico
total mediante el uso de la cromatografia de liquides de
alta resolucién en dos formas farmacduticas, que son

polve y crema.

Los pardmetros de validacién evaluados en el métode
analitico para cada una de las formas farmacéuticas
fueren: Linearidad del sistema, precisién del sistema,
linearidad del método, exatitud y repatibilidad al 100%,
precisién del métode Creproducibilidad) y estabilidad de

la muestra.

Leos resultados nmuestran que el método es especifico,
lineal, preciso, exacto y la muestra analitica estable
dentro de las 48 horas posteriores a su preparacidn para

ambas formas farmacéuticas.



II. FUNDAMENTOS.
1. ACIDO UNDECILENICO.
1.1, FORMULA.
£l 4cldo undecilénico, tambidén es llamado &cido-
10~-undecencico, 4cido-10-hendacenoico Y 4cido-G9-
undecllénico. Estad compuesto de un 71..80% de carbone,
10.94% de hidrégenc y un 17.308% de oxigeno. Su pesc

molecular es de 184,27 8.

C1sH2002

CHz: CHCCH2) s COCH €15,
1.2. DESCRIPCION.
El scido undecilénico, es un liquide clare incoloro
& amarillo palido, © una masa blanca ¢ amarilla pilida
con oler caracteristico 4 8,

1.3. SOLUBILIDAD.

Practicamente inscluble en agua, soluble en alcchol,

clorcformo y édter 4 9,



1.4. PUNTO DE FUSION.

El punto de fusidn del Acido~iO-undecenocico es de

24.9 grados centigradoes 8.

1.5. PUNTO DE EBULLICION.

Las temperaturas de ebullicidn a diferentes

condiciones de presidn son;

Presidn Cmm de Temperatura de
Hgd. ebullicidn C°C3,
780 278 (dese.)
is2 232 - 238
130 230 - 235
100 213.58
g0 : 188 - 200
15 188,3

1 131

TABLA I. Temperaturas de ebullicidn del acido

undecilénico a distintas presicnes 8,
1.6. DENSIDAD.

La densidad del acido—-10-undecencico a diferentes



temperaturas se muestra a continuacién:

Temparatura Densidad
37> Cgrmld
4 ~ 24 Cvaciod Q. 8072
a5 0.8102
45 ) 0. 8993
4 - 76.8 (vaciod 0. 8853

TABLA II. Densidades del 4cido -

undecencico a distintas temperaturas ©

1.7. INDICE DE YODO.

El indice de yodo del acido undecilénico es 137.3 8,

la USP lo especifica entre 131 y 138 8,

1.8. INDICE DE REFRACCION.

El {ndice de refraccidn esti entre 1.447 y 1.448 %,

1.9. ROTACION ESPECIFICA.

La rotacidn especifica a 25 grados centigrados y con

la linea D del sodio es 1,4486 8



1.10. OBTENCION.

1.10,1. A PARTIR DE ACEITE DE CASTOR & 2,

‘El aceite de castor es derivada de la habichuela da la
planta de castor, Rictnus communis L., de la familia
Eurphobiaceae. El aceite de castor es también conocido
como aceite de ricino, es tipico de la mayeria de las
grasas, es un triglicérido de &cidos grasos, es Gnica en
su tipo, y la grasa contiaene del 87 a 90% de &cide

ricinolelico (dcido-¢cis-12-hidroxioctadec-0-enaleed CIID:
CHaC CH22aCHCOHD CH2CH: CHC CH2) 2COCH ’ CIId.

Para la obtencién del #scido~iO~undecenoico a partir
del aceite de ricino, Perkins y Cruz 2, encontraron que
la destilacién a 400 grados cantigrados bajo una presidn
de %80 mm de mercuric de este aceite producia un
destilada compuesto de alrededor de 40% de heptaldehido

CIII> y 20% de acido undecilénico CID.

400 ‘o
CHeC CH2) sCHCOHI CH2CH: CHCCH2) 7CO0H (T 12 mrmmesmrr s s
580 mm de Hg

CHsCCHz)3CHO CIIID + CHz: CHCCHzdeCOOH CID.



1.10,8. SINTESIS.

Gaubert y cels, B, sintetizaron seido undecilénice
a partir de B-nonen-li-ol (IV) mediante la siguiente

secuencia de reacciones:

PBrs CHNaC CO2CHeCHRY
CHz: CHCCH2270H €I V) —————) CH2: CHCCH237Br (VD e
CsHaN
Hidrélisis

CHsz: CHCCH2 2CHCCOCH2CHaD 2 CVID

-COz

CHa: CHCCHaD 7CHCCOzHd 2 CVIID > CHz: CHCCHzd8COzH CID

CVID> Diéster etilico del 4icido nonenilmalénico.

La descarboxilacién del acido nonenilmalénico CVIi).
fué llevado a cabo a una temporatura de 140 °C por tres
horas; el residuc que sgolidificéd por enfriamiento fué
disuelto en una solucién de bicarbonato y se le extrajo
el material neutro por extracciones con dter; la solucién
remanente se acidificd y extrajo con éter; la destilacién
del tliimo extracto seco produjo un rendimienteo del 53,
ElL 4cide undecilénico asi obtenido tuve un punto de

fusidn de 24 a 24.5 °C.



1.
»

1.11. METODOS DE ANALISIS.

1.11.1. VOLUMETRIA.

EL National Formulary 5, describe un método para la
cuantificacidén del Aacide undecilénico en unglento, el
cual, involucra extracciones con éter etfilico y una

titulacidén posterior con hidréxide de sodio.
1.11.2. CROMATOGRAFIA DE GASES.

La United States Pharmacopeia, en su vigésima
-segunda edicidn ®, describe un métedo por cromatografifa
:_!e gases para la cuantificacidn total de 4Acido
undecilénico a partir de un unglento que también contiene
la sal de 2inc del Acido. El métode involucra
extracciones con cloroferms al ungliento gque ha side
acidificado con acide clorhidrico; el Acido undecilénico
extra.ld;: as scmetido a una reaccidén de derivacidén con
bisCtrimetilsilildtriflucrcacetamida durante 30 m.tnu!.c;s y
cuantificado as{ por cromatograria de gases. El sistema
cromatografico descrito es .un eéuipo con detector de
ionizacidén de flama, una columna de 1.8 m de longitud por
2 mm de diametro interno, er;\pacada con un sSoporte de
malla de 100 a 200 de tierra silicea para cromatografia
de gases que ha sido mezclada con diatomita y carbonato

de sodic y calcinada a 800 °C; y con un 3% de acelte de
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polisiloxano come fase liquida, El gas acarreador es
helio, la temperatura de la columna de 185 °'C, el fluje
del gas acarreador de 30 ml por minute, el estandar
interno es acido tridecanoico y el volumen de inyeccidn

recomendadc entre 2 a 5 microlitros.

1,11.3. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS.

Leung y Leung W, desarrollaron un método por
cromatografia de liquidos de alta resclucién para la
determinacién del Acide undecencico en preparados
dermatolsgicos con detegcidn ultraviocleta directa., Para
ello extrajeron el 4&cido a partir de una dispersién
acuosa con cloroforme, posteriormente para la separaclién
y cuantificacién usaron una columna de octadecil-silica
de 23 c¢m de longitud por 4.8 mm de diAmetro interno y un
tamaMo de particula de 7 i de didmetro, un flujo de 1.5
ml por minutoc de una fase mévil compuesta de 0.83 partes
de acetonitrilo y 0.35 partes de acido fosfériceo al O.1%,
tolnaftate como estandar interno, una longitud de onda de
deteccién de 200 nm. Se obtiene un tiempo de retencidn
del &cido undecilénico de alrededor de 8 mimutcs y el del

estandar interno de alrededor de 12 minutos.
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2. CROMATOGRAFIA.

La cromategrafia es uwna técnica desarrollada a
principieos de siglo, que permite la separacién de
sustancias que se encuentran en una mezcla, El nombre
cromatografia se debe a que las primeras separaciones se
llevaron a cabo con pigmentos de plantas, los cuales, 's-
observan coma  bandas coloridas, En general, la
cromatografia ss un proceso de migracidn diferencial en
el cual las componentes de una mezcla son Lransportades
par una fase mdvil, gas o liquido, y retenides
selectivamente por una fase estacicnaria que puede ser un
liquido o un sélido. De acuerda a la naturaleza da las
fases involucradas y los mecanismos de separacidn, la

cromatografia se divide en ;

Cromatografia de gas-liquido
CROMATOGRAFIA Cpartieidnd.
DE
GASES Cromatografia de gas-sdlido

Cadsarcidnl.




Cromatografia an
capa delgada
Cremategrafia Cadsorcidnd.

pPlana. E
Cromatografia en
papel Cparticiénd.

Cromatografia
CROMATOGRAFIA liquido-sélido

E Cadscercidnd.
LIQUIDA.

Cromatografia
liquide-liquido
Cromatografia Cparticidnd.

an 9
columna. Crematografia de
intercambio

idénico.

Cromatografia de
exclysién,

2¢1+. CROMATOGRAFIA DE GASES.

La cromatografia de gases es de los primercs y el
mas maduro de todes los métodes cromatograficos

instrumentales M B,

En la cromatografia de gases, la fase mévil es un
gas y la fase estacionaria es un liquido o =dlido. En la
cromatografia gas-liquido, la fase estacionaria liquida
es inmovilizada come una capa delgada sobre un soporte
sélido 4inerte finamente dividide, tales como tierra
silicea melida y calcinada, perlas de vidrio o scbre la

pared interior de un tuboc de pequefic diametro. Si el tubo
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es llenade con un sélide finamente dividi:do recubierto
con un liquido, es llamada columna empacada, Si la pared
interiocr de un tubo de pequefic dismetro es cublerta con
un liquide, es llamada columna capilar ¢ tubular abierta,
‘Sj. ‘el interior de la pared de la columna tubular a‘bl.ert.a.
es tratada depositando un soporte irregular o poroso que
’ hg. sido recubierte coen la fase liquida, es llamada
éc-lumha.—tubular abierta con soporte recublerto. En la
. eromatografia gas-sdlide, la situacidn es ldéntiea,
) émeptc que la fase liquida esti ausente y el sdélide son

adsorkbentes activos, tales como altgmina, silica gel, o

carbén % %6 W,

Los sistemas de deteccidn usados en cromatografia de
gases son el de conductividad térmica, de iocnizacién de

flama, de captura de electrones, entre otros % M 1,
2.2, CROMATOGRAFIA LIQUIDA.

En la cromatografia liquida mederna, se usan
sistemas de alta presidén para abastecer de liquide a
través de columnas gque son empacadas con pequefias
particulas. Esta forma optimizada de cromatografia ha
revolucionado muchos métedos analiticos deblide a su
eficiencia, rapldez y capacidad cuantitativa, Esta
técnica es conoclda como cromatograflia de liquides de

alta resoclucién o cromatograffa de liquides de alta
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presién, y no pocas veces es referida como HPLC Cde las

siglas en inglés "“High Performance Liquid

’ Chromat.cgr-aﬁhy").
- @, 2.1, CROMATCGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION.

Las fermas de c<romatograffa liquides de alta
resolucién mas usadas son: Intercambioc Idénico, Particidn,

Adsorelédn y Exclusidn Molecular % B 8B 2,

La cromatografia de intercambioc iénico es usada en
la separacién de materiales idnicos o ionizables de
pesos moleculares mencores a 1500, Las fases estacionarias
de intercambio 1énicec son usualmente resinas organicas
sintéticas. Las resinas de intercamble catlidnico
contienen sitics activos negativamente cargados, y son
usadas para separar sustanclias basicas tales como aminas;
mientras que las resinas de intercambio aniénice tienen
sitios activos de carga positiva, las cuales, se usan
para separar sustanclas con grupos tales come fesfates,
sulfonatos o carboxilatos, que estan negativamente
cargados. El pH de la fase médvil, la temperatura, el tipo
de ién, la concentracién lénica y modificadores organices
afectan la atraccién del soluto, por lo que, estas
variables deberan ser ajustadas para obtenear el grado de

separaclén deseado,
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En la ecrcmatcgrafia »de' particién,  se usan f‘ases
mbv.i..les" y estacionarias dg dlrerehté po;ari;dad; : Si la
fase médvil es pol;r y la fasé esLacionaria no poiar, se
) refiere a la cromatografia en fase reversa, en la cual es
factible separar, por su afinidad a la fase estacicnaria,
conpuest,os no polares con peso molecular menor a 1000,
tales como vitaminas liposolubles y antraquinonas. Si la
fase mévil es no polar y la fase estacionaria polar, se
puede cromatografiar material polar como lo son alccholes

y aminas.

La cromatografia de adsorcién, invelucra el usc de
sdlidos adsorbentes come fase estaclonaria, les cuales
son  particulas de gran Area superficial donde las
moléculas son atrafdas y retenidas, dande lugar a la
separacidén. Este tipo de cromatografia es usada para la

Separacidén de compuestes no idédnicos.

En la cromatografia de exclusién molecular, al
empaque es un material porosco donde el tamafo del poro
esta bien definido. De esta manera las moléculas que scon
demasiado grandes para el poro salen riapidamente de la
columna que las gque son pequelas, debide a que al
penetrar en los poros prolongan su tiempo de elucidn.
Este tipe de cromatografia es muy empleado para separar

compuestos por su tamafo molecular,
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"Aunque los |modos originales de cromatografia de
liquides de alta rescolucién fuercn los de adsorcldén vy
particidn, estos| han sido reemplazados por el usc de
fases enlazadas, |a tal grado que en la actualidad raras
vaces se¢ llavan cabo las separaciones liquido-liiquido.

La cromatografia| usande fases aenlazadas, es mas facil,

mas varsatil, mas rapida Y tiene mucho mayor
reproducibilidad [que los métodos mas viejes=s., En una fase
enlazada, la suparficlie polar mas alta de la si{lica es
alterada por el Ltaque de grupos funcionales, que pueden
ser no polares C‘er ejemplo: cetadecilo, fenlle, octilaed
polares Cpor ejemplo: amino, cianod o {lonizables Cpor
ejemplo: adcido | sulfénico, amenic cuaternariod. Asf{
tamblén, la introduccidn de grupos Llonizables produce
fases enlazadas Lan propiedades ttiles para llevar a cabo
swparaciones por|intercambic idnicc 3.
i

Los detectores mas cominmente usadas en
cromatografia de ligquideos de alta resclucion sen el
ultravioleta, el fluorémetro, el detector ultravioleta

cen arregle de | diedos y el refractémetro diferencial,

entre otros % B & 2,

Para llevar a cabo una Sseparacidn con el uso de la
cromatograrfia de gases, se cuenta con tan sole un minimo
de variables antre las cuales asta regida la

selectividad; estas son: el tipo de columna, la
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temperatura Celuciédn i1sctérmica o© con gradxente?.i la
prepracldn de derivados, ademis de la alta eficlencia de
las columnas y en general por la superioridad de j.'es
detectores, No as{, la cromategrafia de liquides de alta
resolucién, sin embargo, tiene la ventaja de poseer un
gran numerc de variables que pueden ser usadas para

variar la selectividad B & 3; astas son:

-Tipe de disclvente Cmet.anol ., acetonitrilo,
tetrahldrofurano, aguad.

-Porcentaje de la fase organica - agua.

-pH

-Tipe de columna.

=Concentracién de aditives Csoluciones
amertiguadoras, sales).

~Temperatura.
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3. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS 24,

La industria farmacéutica esta espacialmente
interesada en la validacién de métodos analiticos debido
al gran incremento de productos que tlenen que ver con la

salud y que requieren métodos de analisis apropiados.

La validacidn de un método analitico se define como
el procesc en el cual queda establecido, por estudies de
laboratorio, que la capacidad del método satisface los

requisitos para las aplicaciones anali{ticas deseadas,

Los parametros a valorar en un método analitico
dependen de la aplicacidén del mismo. Entre estos
pardmetros estan: la linearidad, exactitud, precisidn,
limite de deteccidn, limite de cuantificacidn,

especificidad, tolerancia y estabilidad de la nuestra.

3.1. LINEARIDAD.

La linearidad de un sistema o método analitico., es
su habilidad para asegurar que los resultades analiticos,
los cuales pueden ser cobtenidos directamente o por medio
de wuna transformacidén matemitica bien definida, seon
proporcicnales a la concentracidn dentro de un intervale

determinado.
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3,1.1. LINEARIDAD DEL SISTEMA.

Se determina censtruyende una curva de calibraecidn
Cconcentracidn vs respuesta medidad utilizando cuande
menos S dilucicnes preparadas a partir de una misma
solucldn patrén y haciendo 4a.néllsls cuando menos por
duplicado para cada dilucién.

El intervalo de concentracicnes a analizar dependera
del propésite del método, ¥y deberad estar incluida la
concentracidén seleccicnada como 100% (Se conslidera el
100% como la concentracién de la muestra en la solucidn
' fimal a analizar que proporeiona una respuesta adecuada

dependiendo del métode de cuantificaciond.
3.1.1.1. Criteria,

v < 1.5%
r » 0.69

rt > 0.8
3,4.2. LINEARIDAD DEL METODO.

Se determina a partir de placebos adicionades de
cuande menos 3 diferentes cantidades de la nmuestra de
interés C(placebos cargades)., cada une de manera

independiente, haciendo los anilisis por triplicade. Las
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concentraciones de los placebos cargados deben ser las
adecuadas para que, utilizando el método propuesto, las
concentraciones de las solucicnes finales a analizar
estén dentro del intervale de la linearidad del sistema,

incluyendo siempre la correspeondiente al 100X,

La amplitud del estudio dependerd de del uso y
aplicaclones del métado y deberd llevarse a cabo por un

mismo analista en las mismas condiciones de operacidén.
3.1.2.1. Criterio.

Cantidad adicicnada vs cantidad recuperada: m = 1,
b = 0, r* ) 0,88, Los porcientos recuperados y los CV a
cada nivel y los globales de todo el intervalo de la

linearidad deberan estar de acuerdoc con la Tabla III,

METODO PROMEDIC DE RECCHRO cv
Cromatografices 88 - 102% £ 2%
Volumétricoes o8 - 108% < 2%
Quimicos y es-
pectrofotomé~ @7 - 103% £ 3%
tricos
Microbiol bgices 85 - 108% < 5%

TABLA III. Criterios de aceptacién para el promedio de
recobres y ccoeficiente de variacién en la linearidad y

exactitud del método.
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Para 4suspensiones Y semisdlidos se acepta una
ampliacién del 1% en el intervale expresade en el

promedic de recobro y el CV ¢ 3%,
3.2, EXACTITUD.

La axact.;ttud de un método analitico, es la
concerdancia entre un valer cbtenide experimentalmente y
el valor de referencia. Se expresa como el porciento de
recobreo cbtenide del analisis de muestras a las que se

les ha adicionade cantidades conocidas de la sustancia,

Sa determina de cuande mencs 6 placebos cargados de
manera independiente con la cantidad necesaria de
sustancia de interés para obtener la concentracidén del
100, utilizande el método propussto y haciendo el
andlisis on las mismas condiciones de operacidn y por el

mismo analista.
3.2.1. CRITERIO.

El porciento recuperade y el coeficiente de

variacién deberan estar de acuarde a la Tabla III.
3.3. PRECISION.

La precisidén de un método analitico es el gradoe de
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concordancia entre resultados analiticos individuales
cuande el procedimiente se aplica repetidamente a
di‘ferant.es muestreos de una muestra homogénea del
producto, Usualmente se axpresa en términos de Desviacién

Estandar o del Coeficiente de Variacidn.

La precisidn as una medida del grado de
reproducibilidad y o repetibilidad del método analitico

bajo las condiciones normales de operacidén,

ad) REPETIBILIDAD, Es la precisién de un métede
analitico expresada come la concordancia obtenida entre
determinaciones independientes realizadas bajo las mismas
condiciones Canalista, tiempo, aparato, laboraterio,

ate. D,

BY REPRODUCIBILIDAD., Es la precisidn de un método
anali{tico expresada como 1la concordancia entre las
determinacicnes independientes realizadas bajo
condiciones diferentes Cdiferentes analistas, en
diferentes dias en el misme y/© en diferentes
laboratorics, utilizando el mismo y/0 diferentes

equipos, ete.D.
3,3.1. REPRODUCIRILIDAD,

Se determina de una muestra homogénea del producte
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cercana al 1004 de la concentracidn tedrica, analizada

ctande menos por dos analistas, en dos dias diferentes y

por triplicado.
3.3.1.1. Criterio.

El CV total debe cumplir con les siguientes

criterios:

METORO v

Cromatograficos { 2%
Quimicos y espectofotoméiricos ¢ 3%
Mierobioclégicos < 5%

CUando se establece la fuente de variacidén del
método mediante un aniAlisis de varlanza, los criterices
son: Feale ¢ Flee para determinar la reproducibilidad

dal método analitico para cualesquiera de las fuentes de

variaecién.

3.4. ESPECIFICIDAD.

Es la habilidad de un métode analitico para cbtener
una respuesta debida tnicamente a la sustancia de interés

¥y ne a otros componentas de la muesira,



LN

Se determina analizando placebos dsl producto. Se
identifican laCs) respuestalsd) delllosd activolCsd, y si
precede de los excipientes ys/o de otras sustancias

presentes,

3.4.1., CRITERIO.

Confirmar que el métode desarrollado es capaz de
cuantificar la sustancia de interés sin que exista

interferencia de otras sustanclias presentes.

3.5. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA.

Es la propledad de una muestra preparada para su
cuantificasidn, de conservar su integridad fisicoquimica
y la cohcentracién de la sustancia de interés, después de
al macenarce durante un tiempo determinado bajo

condiciocnes especificas,

Se determina almacenande las muestras inicialmente
analizadas bajo distintas condiciocnes (por ejemplo:
temperatura ambiente, refrigeracién, protegidas da 1la
luz, etc.d, durante un tiempo predeterminado por el
analista dependiende de las proplecdades Tisicoquimicas de
la sustancia. Se reanalizan bajo las mismas condicicnes
de operacidn, utilizande wuna solucién de reforencia

reclientementa preparada, para cada tiempo, de acuerdo a
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lo establecido en el método analitico. La determinacidén

debe ser efectuada por un misme analista,

3.5.1, CRITERIO.

La muestra es estable si el intervalo de confianza
CICY para la diferencia de la media de la muestra con
respecto a la media del anAlisis inicial incluye el valor
de cerec yrso la magnitud del efectec no excede los

sigulentes porcentajes:

1+

Cromatograficos 2%
Volumétricos + 8%
Quimicos ¥y espectrofotométricos + 3%

Miercbiclégices 5%

I+
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HI. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA,

’ Par; combatir y contribuir al tratamiento de micosis
superficiales, un laboratoric farmacéutico produce en dos
distintas formas farmacéuticas, polvo ¥y crema, un
producto que contiene en su formulacién Acido
undecilénico ¥y undecilenato de zinc come agentes

antimicéticos,

La cencentracidén de Acido undecilénico ¥
undecilenate de zine son del 2 ¥y 174 en el palve ¥y del 4

y 10% en la crema respectivamente,

El analisis quimico cuantitative del acido
undecilénico incluido en las formas farmacéuticas antes
mancionadas, r‘m es incluido en la Farmacopea de los
Estados Unidos Mexicanes, El National Fermulary XIII,
describe un método para unglientos que invelucra la
separacidn del Adcido undecilénico por extracciones y una
posterior cuantificacidn por volumetiria con hidréxido de
sodio, La Farmacopea de los Estados Unidos de América
CUSP), en su XXII edicidn, Iincluye un método para la
cuantificacidén de acide undecilénice total en un unglente
que contiene acide undeciléniceo y undecilenato de zinc;
este metodo involucra la hidrélisis del undecilenato de
2ine, la extraceidn del Acido undecilénico total, la

derivacidn del 4cide con bis-trimetilsilil~
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trifluoroacetamida y la cuanti!‘icaeién del derivado por

'cromatcgraria de gases con’ deteceidn por ionlzaclén de»

. t‘lama

“El’; mé odo descrito por el National Formulary. a.

“ de sy sencillez. as peoco . especifice y tiende a’

) formar emt_l.‘l._s_io:ies con clertos unglientos. El método de la
. ysp, es c:omparat.iva. y mayormente especifico, perc
requiere  de un reactivo de derlvacldédn relativamente
inestable y careo, incluyende que para el analisis
cromatograrico de cada muestra se requiere de un tiampo
relativamente grande, ademas de que el resultado cbtenido

depende directamente del gradeo de derivacidn lograde.

Actualmente, el laboraterio farmacéutice cuantifica
al acido unde'cilénicc', tanto en la crema como en el
polvo. medLanLe J.a sintesis de undecllenate de zinc a

parLir del A.cido undecilénico presente en la muestra con

un excesc de sulfaf.o de zine ¥y cuantificande la cantidad
de zinc consumido‘por la muestra mediante un método
: ‘.vclumét.rl.ce :ccén E.D.T.A.. Sin enmbarge, este meétodo
tamblién es inespecifico y es bastante cuestiocnable la
cuantitatividad de la reaccién llevada a cabe, EL
undecilenato de zinc, por su parte, es cuantificado sin
mayor preoblema mediante la utilizacién de una téenica por

absorcidn atdmica.
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Core puede obgervarse, los métodes analiticeos
antes mencionades tienen sus proplias deficiencias y
iimitacicnes en la cuantificacién de acide undecilénico.
Es por ello que en este trabajo se pretende deaesarrollar
un método analitico para cuantificar al dcido
undecilénico total ¥y gque pueda superar esta problematica,
ademas de que como parte integral del desarrellec de un
métode analitico se llevara a cabo la validacidn del

mismo para probar se efectividad.
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IV. OBJETIVOS.

Desarrollar un métode analitico, para contrel de
calidad, por cromategrafia de 1liquides de alta
resclucidén para la cuantificacidén de Acldo
undecilénico total en las formas farmacéuticas de

polve y crema.

Validar el . método analitico desarrollade,

involucrando los siguientes parametros:

a) Linearidad del sistema.

b) Precisién del sistema.

c) Linearidad del método.

d) Exactitud y repetibilidad al 100X,
@) Precisién Creproducibilidad),

> Especificidad

g> Estabilidad de la muestra.
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V. HIPOTESIS.

La croma!.ograf.!.n es un métode de separacisdn de los
compénnnt.es de una mezcla que ha sufrido constantes
cambics que casi siempre han side encaminados a aum;ntar
su eficacla en las separaciones, a tal grade gque ha
llagado a ser un método muy Gtil en el andlisis quimice
cuantitativo; una de las variantes de la cromatografia,
a5 la de liquidos de alta resclucién, la cual, aplicada a
la cuantificacidén de Acido undeciléniceo bajo condicliones
adecuadas, este seri satisfactorio para poder ser usado
como un método de control de calidad que permita conocer
la cantidad de Acido presente en las dos distintas feormas

farmacéuticas Cpolvo y cremad.
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V. METODOLCGIA.

1. MATERIAL,

~Embudos de sSeparacidén 125 ml.

=Scporte univarsal,.

—Anillos para Soporte
‘ -Matraces voluméatricos de S0 y 100 mt.

~Pipatas volumétricas de 1, 2, 3, 4, 5 y 10 ml.

~Embudos de filtracién tallo corto,

~Vasos de precipitados de 250 ml.

-Algodén.

~Papel filtro Whatman No. 4.

=Menbranas de 0.4% micras de tamaMo de poro millipere.
-Matraces kitazate de 500 ml.

~Columna de octadecil-silica de 18 cm de langiiud. 4.8 cm

de diametro internc y 5 micras de tamaffie de particula,

Spherisorb.
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2. EQUIPO,

=~Equipo de microfiltracién por vacic millipore,
-Equipo de baflo ultrasénico Mettler ME 4.8,
=Espectrofotémetro UVA/VIS Backlﬁan DU &8,
~Cromatdgrafo de liquides de alta resocluclidn con los
siguientes compenentes.

+Sistema de bombeo Beckman 114M.

+Loop de inyeccldn de 40 ul Beckman 340.

‘+Detector UV de longitud de onda variable Beckman

183,
+Integrador Spectra Physics SP4280.
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3. REACTIVOS.

~Agua deionizada.

-Acido fosférico R, A. J. T. Baker.
~Acetonitrilo grade HPLC Omnisolwv.
~Tolnaftato R. A, Sigma.

-Acido undecilénico R. A. Merk.
-Undecilenato de zinc R. A. Merck.
=Solucién de dcido clorhidrico 1 N.
-Cloroformo R. A. J. T. Baker.
-Metancl R, A. J. T. Baker.

Sigma.
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4. PROCEDIMIENTO.

1. Se llevd a cabo la estandarizacién de dcido
undecilénico y undecilenatoc de zinc mediante el uso de
técnicas volumétricas 4acido-base como lo describe la
Farmacopea de los Estades Unidos de Norteamérica 9, para

anbos cascs.

2. Se determind el espectro ultravicleta del 4acide
undecilénico en la fage mbévil descrita por Leung y
Leung 4 para sy andlisis cromatograficoe CAcido
fosfdérico 0.1% Acetonitrilo, 35:8%), entre las
longitudes de onda de 200 y 300 nm usando como blance la

misma fase movil.

3. Se reprodujo el andlisis cromatografico descrito
por Leung y cols. aplicindose a varias soluciones de
4cido undecilénico en fase mévil como disclvente
mxclusive, en concentracicnes aproximadas de 30, 80 y 06
Mg por ml, cen la variante de usar una coelumna de menot
longitud y de menor tamafo de particula, 13 cm y 8 u
respectivamente. Se ldentificd el pico y tiempo de
retencidn correspondiente al 4dcido undeclilénico en los

cromatogramas obtenidos.

4. Se reproeduje el procedimiento del pase anterior

para wl tolnartato Cestandar interncd) a concentraciones
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aproximadas de 1. 2, 3, 4 ¥y 5 ug por ml, para identificar
@l pleo y su tiempo de retencidn en los cromategramas

ebtenides,

Tea 5. Se astablecid un sistema de icido undecilénico y

tolnaftatoe disueltos en fase mévil a concentracicnes de
80 y 2.2 Mg por ml respectivamente para ser utilizado
come estandar de referencia en la cuantificacidn de acido

undecilénico contenido en distintas muestras,

8. Establecidas las condiciones anteriores, se
procedié a cuantificar icido undecilénico total a partip
de crema ¥y polve de distintas muestras de las formas
farmacéuticas as{ como a placebos sin dcido undecilénico
y undecilenatoc de zinc de las mismas, a las cuales se
pretendia aplicar el métcdo. Para wello s& pasaron
cantidades de muestra de crema, polvo y placebos de ambas
formas farmacduticas equivalentes a €60 mg de 4acide
undecilénico total, se pasaron a embudos de separacién de
12% mi, se suspendieron en 50 ml de acido clorhidrico 1 N
Yy se dejaron reposar -duranta 30 minutos con agitacién
ocasiocnal, Se extrajo con tres porciones de cloroformo de
40 ml recibiendc los axtractos en vascs de precipitado
que contenian perlas de ebullicién y filltrandolos a
través de pequelMos trozos de algodén. Se removid el
clorofermo, se receonstituyd con metancl transvasiandose

cuantitativamente a un matraces volumétricos de 100 ml,
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se mezcld y aford con metanol; la ;oluc:.én resyltante se
filtréd a través de papel whatman No. 4, se tomaron
alicuctas de S ml del filtrado y se transvasaron a
matraces volumdtrices de 50 ml, se adicicnaron 2 ml de
solucidn de estandar internc Ctolnaftato disueltc en fase
mévil a una concentracidn aproximada de S5 ug por mld, se
mazcld y llevd a wvolumen con fase mévil., Todas las
nuestras se filtraron a traves de membranas de ©.48 u y
se inyectaron al cromatégrafo para la cuantificacidn del
dcide undecilénico contenido en las muestras y para
observar que no existia interferencia para ello debida a
los excipientes de cada forma farmacéutica, lo cual, se

efectusd con la ayuda de los pl b pr ados y usando

comc referencia el sistema de de #cido undecilénico -~

tolnaftato descriteo anteriormentae.

Las condiciones finales del métede desarrcllade se

describen a continuacidn:

4.1. FASE MOVIL.

Se diluyd 1 ml de acido fosférico R, A, en 1000 ml

de agua delonizada Csolucion al Q.1% vrvd,

Se mezclaron 3% partes de fcido fosfdérico al 0.1%
eon B85 partes de acetonitrile HPLC. La solucidén

resultante se filtrd a través de membranas de 0.48 uy de
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tama%o de poro y se degasificd mediante baNo ultrasénico

durante 10 minutes.
4.2. SOLUCION DEL ESTANDAR INTERNC.

Se pesaron aproximadamente 5.5 mg de tolnaftate R.
A., Se pasaron a un matraz volumétrico de 100 ml, se
disolvié y aford con fase mévil Cconcentracidn: 53

HNg/mid.
4.3, SOLUCION ESTANDAR.

Se pesaron con exactitud alrededor de 150 ng de
4cido undecilénico estandar de referencia, se pasaron a
un matraz volumétrico de S0 ml, se disolvid y llevd a

volumen con metanol R. A.

Se transvasé una alicucta de 10 ml de la solucién
resultante a un matraz volumétrico de Z0 ml, se llevd a

volumen con fase mdvil.

Se transvasaron S5 ml de esta solucidén a un matraz
volumétrico de 50 ml, se adiclonaron 2 ml de solucidén de

estandar interno, se mezcld y aford con fase mévil.:

La solucién final Cconcentracidn: 80 y &.2 ugs/ml de

4cido undecilénice y tolnaftate respectivamented), se



38

filtrd a traveés cde una membrana de 0.435 y de tamafo de

poro ¥ se inyectd al cromatégrafo.
4. 4. SOLUCION MUESTRA.

Se pesé una cantidad de forma farmacéutica
equivalente a 80 mg de Acido undecilénico total (365.3 y
480.5 mg para polvo Yy crema respectivamented, se
transfiriéd a un embudo de separacion de 125 ml. Se
adicicnaren SO ml de una solucidn de Acido clorhidrico 1
N, se dispersé la muestra y se permitid reposar durante
30 minutcs con agitaclédn ocasional (2 a 3 veces). Se
extrajo con una porcién de 40 ml de cloroformo, se filtré
a través de una pequefia capa de algodén la capa organica
Y se colocd en un vaso de precipitados de 250 ml que
contenia perlas de ebullicidn, Se repitid por dos veces

mas la extraccidn y se combinaron los extractos.

Se evapord completamante ol cloroformo, se
reconstituyd con aproximadamente 30 a 40 ml de metanol
absoluto, se transvasd cuantitativamente a un matraz
volumétrico de 100 ml ¥y aford con el mismo disolvente., Se
filtrsd la muestra por papel whatman numerco 4 desechandose
los primeros mililitros del filtrade, Se toms una
alicuota de S ml del filtrado y se paséd a un matraz
volumétrico de‘ 50 ml., se aNadieron 2 ml de scluclén de

estandar interno, se mezcld ¥y Se lleavéd a volumen con fase
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mbvil,

La solucidn resultante Cconcentracién final d.o 0 vy
2.2 pg/ml de Acido undecilénice total y tolnaftato
respectivamanted, se filtrd a través de una nmembrana de
0.4% u de tamafio de pore y se inyectd al cromatégrafo.

4.5. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS.

~Columna de octadecil-silica de 13 cm de longitud, 4.8 mm
de.d.l.&metro interno y 8 micras de tamafic de particula,
-Velocidad de flujo de la fase médvil 1.3 ml por minuto,
~Presidén aproximada 1.1% Kpsi.

~Rango de absorbancia Q.08 Csensibilidad).

=Volumen de inyecciédn 40 microlitros.
4.0. CONDICIONES DEL INTEGRADOR.

=Modo de integracién por alturas,
-Atenuacidén 16,

~Velcocidad de carta 0.8 cm por minuto.
-Area minima de rechazo 100 Q00.
~Anplitud del pico 3.

-Nivel de ruide CPT? 200.
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- 4.7. PARAMETROS DE VALIDACION EVALUADOS.

Les parimetros evaluados se llevarcn a cabo tanto para
polve como para crema, ¥y se realizaron de acuerde a lo

siguiente:
4.7.1, LINEARIDAD DEL SISTEMA.

Se llevd a cabo mediante la preparacién de una
solucién stock de &cido undecildénice como a centinuacién

so describe:

En un matraz volumétrico de %0 ml se pesaron 150.1
oy de 4&cido undecilénico estandar de referencia, se
disolviéd y llovd a volumen con metanol R, A.. Se toméd una
alicucta de 8§ ml de eata solucidn y sSe pasaron a un
matraz volumétrico de 80 mi, se mazcld y aford con fase

mavil.

De esta solucién zmtock, por duplicade, s=e midiercon
por separado alfcuotas de 8, 8, 10, 12 y 14 ml, =ze
colocaron en matraces volumétricos de B0 ml, a cada
matraz se afladiercn ‘2 nl de solucidén de estindar interno,
fe mazcld y aford con fase mdvil, obteniendo axi las
concentracicnes del eo, 80, 100, i20 y  140%;
cuyas concentracliones fueron de 33, 48, 680, 72 y 84 ug/ml

respectivamente.
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Todas las scluciones se filtraron a través de
membranas de O0.45 micras de tamalo de poro, y se

inyectaron al cromatégrafo.
4.7.8, PRECISION DEL SISTEMA.

Sé llevd a cabo con el analisis por sextuplicade de
una misma solucién estandar correspondiente al 100% (80
ugrml de Acido undecilénicod de lo establecido en la

linearidad del sistema,
4.7.3. ESPECIFICIDAD DEL METODO.

Con'el métoedo propuesto .se hicleron anadlisis ‘para
cada una de las formas farmacéuticas de placebos y
placebos adicionados, y se identificaron las respuestas
del &cido undecilénico, tolnaftato Cestandar internod y

exciplientes.
4,7.4. LINEARIDAD DEL METODO.

El analisis se determind por triplicade a partir de
placebos adicionados de cinco diferentes cantidades de
dcide undecilénice - undecilenate de zinc (placebos
cargados de manera independiente con ambos principlos
activos en las cantidades proporecionales en que estas

suystancias Se encuentran en la forma farmacéuticad), que
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incluyercn el @0, 80, 100, 120 y 140% de Adcido
undecilénico total de las cantidades ost.ahl.\ecidas en la
linearidad del sistema, i

|
4.7.35. EXACTITUD Y REPETIBILIDAD AL 100%.

Se determind de 8 placebos cargadoﬁ de manera
independiente con las cantidades de acidoe unldacil&nico y
undecilenato de zinc equivalentes al 100;. de &cldo
undecilénice total de la cantidad establecida en la
linearidad del sistema y al mismo tiempo eﬁ cantidades
proporcicnales en gque se encuentran en.I la forma
farmacédutica, utilizando el métedo propuesto“‘y haciendo
@)l ansgli=zis en las mismas condicicnes de operklcién ¥y por

el mismo analista, .

4.7.8. PRECISION CREPRODUCIBILIDADY.:

Se llevd a cabo a partir de una muestra h::imagénua de
|

la forma farmacéutica cercana al 100% de la concentracion
tedrica de 4Acido undecilénico total, analizad“n por dos
analistas en dos dias diferentes, por trlpl.tcnd:‘o y usando

las condiciones de cperacidn del métedo propues#a.
i

4.7.7. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA. |
|

Se determind analizando con el métede propyesto a 3

l
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muestras con una cantidad cercana al 100% de Aacido
undecilénico total de la establecida en la linearidad del
sistema, ¥y reanalizande las mismas muestras después de
permanecer 48 horas en frascos de vidrio de coler Ambar,

tapa de plastico y a2 temperatura ambiente.
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VII. RESULTADOS.
1. METODO ANALITICO.

1.1, ESTANDARIZACION DE ACIDO UNDECILENICO Y UNDECILENATO

DE ZINC.

Acido undecilénico: 99.88% B. H.

Undecilenato de zinc: €8.76X B, H.

1.2. ESPECTRO ULTRAVIOLETA DEL ACIDO UNDECILENICO.

1 T
A
b
s
0
r
b
0.8 Concenicaelén: .
a $20 megim I, :
n
¢
i
a
e . —
200 . . 100 . 0 7iaan : 110
Longitud de onda (nm). ’
FIGURA I. Espectro ultravicleta del. = Acide

undecilénico en fase mévil,
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1.3. TIENPOS DE RETENCION APROXIMADOS PARA EL ACIDO
UNDECILENICO ¥ TOLNAFTATO.

Acldo undecilénico: 3 minutos aproximadamente.

Tolpafatate: 5.7 minutos apraximadamente.
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2. LINEARIDAD DEL SISTEMA.

Concentracién, Respuastia.

Cug/mld. CALL mtrasAlt std intd.
X. Yot Y.2 '
38. 024 0. 484758 0. 485687
48,032 0. 883635 C. 883762
80. 040 0. 808183 0.811485
72.048 Q.9g7680 0. 994243
84.0358 1.187310 1.170780

TABLA IV, Resultados anaiiticos de concentracidn vs
respuesta para la linearidad del sistema.

2.1, COEFICIENTE DE CORRELACION, COEFICIENTE DE

DETERMINACION, PENDIEKTE Y LA OREDENADA AL ORIGEN.

T =0, 68945470
r#=0, 9O890882
m=0, 014150835

b=~0. 02508962
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2.2. COEFICIENTE DE VARIACION,

Relacién respuestasconcentracién.

F.1 F.2
0. 01345647 0. 01348232
0,01381852 0.,01381018
0. 01347743 0.01351574
0. 01384757 0,01378873

0. 01388729 0, 01362833
CV=1.4117188%
2.3. ANALISIS DE VARIANZA.

Ho: La respuesta (YD) no depende de la concentracidén CXD.

Ha: La respuesta (YD depende de la concentracién CX2,

Fuente de|CGrados de| Suma de Media de| Feale Fteo

variacidén|libertad |cuadrados|cuadrados (4 5)

Regresién 1 0.57792 0.87702 |7330.80 7.87
Error 8 0.00083 |0. 0000788

‘Tabla V. Tabla de anAlisis de varianza para la regresidn.

Cwd: EL wvaler de Fieo con un nivel de significancia de

0. 08.
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2.4, GRAFICA.

LINEARIDAD DEL SISTEMA. .
12 ¢ : .

S v T
EEEEEE
CONCENTRACION [ugimi).

GRAFICA 1. Gréfica de conceniracién vs respuesta en la
linearidad del sistema.
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~ 3.'PRECISION DEL SISTEMA.

. Respuesta.
CALt mtrarAlt std intd,
Y N

0. 781626
0. 792548
0. 788955
0.793051
0. 780687

0. 792587

TABLA VI. Resultados analiticos CAltura de la
muestrasAltura del estdndar internol para la preciszidn

del sistema.

3.1. COEFICIENTE DE VARIACICN.

CV=0,5480410%
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4. ESPECIFICIDAD DEL METODO PARA CREMA.

U T U T
e pd
o ot
3 4
- iZn
e
hsts
5 hi
- iy
5 Is?'
i

. 39

4.78

cad (@-5] Ced
FIGURA II. Cromatogramas que muestran la espacificidad
del método en crema,
Cad) Solucién estandar, U: Acido undecilénico.
(b2 Sclucidn muestra, T: Tolnaftato,
Ccd Excipientes.
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5. ESPECIFICIDAD DEL METODO PARA POLVOC.

U
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cad ’ (45} (25}

FIGURA III. Cromatogramas que muestran la especificidad
del métcdc en polvo.

Ca) Scolucidén estandar. U: Acido undecilénico.
Cb> Sslucidén muestra. T: Tolnaftato.

Ced Excipientes.
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6. LINEARIDAD DEL METODO PARA CREMA.

Cantidad adicicnada. Cantidad recuperada.
C(mg de acido undecencico total)d.

X.q X. 2 X.a Y.1 Y.2 Y.s
36. 31 36,73 38,88 38.3C 38.88 36.79
48. 38 48. 48 48.08 48.87 48. 05 48.59
61.38 60. 79 80,85 80.28 80. 22 80.57
72.12 72.03 7a2. 00 72.08 72.08 72.18
84.88 84.94 84.74 B84. 41 a4, 61 84. 45

TABLA VII. Resultados analiticos de cantidad adiecionada

vs cantidad recuperada para la linearidad de! método para

crema.

6.1.

COEFICIENIE

DE

CORRELACION,

COEFICIENTE

DETERMINACION, PENDIENTE Y LA ORDENADA AL ORIGEN.

r =0, 898971056

ri=0, 904812

m=0, 68888678

k=0, 52001226

DE
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6.28. CONTRASTE DE HIPOTESIS PARA mwi E INTERVALO DE

CONFIANZA PARA LA PENDIENTE.

Ho: m=1
Ha: mpd
a=0, 05 g.l.=n-1
teale=—1. 53087056 tieo=+2,1325

IC=0.87579733 < m < 1,00397623

6.3. CONTRASTE DE HIPOTESIS PARA b=0 E INTERVALO DE

. CONFIANZA PARA LA CORDENADA AL ORIGEN.

Ho: b=0

Ha: b4O

a=0, OB g.l,=n-1

t.cale=1. 25001064 tieo=12,1315

I.C.=-0,368606712 < b < 1.406091864
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B.4. COEFICIENTE DE VARIACION DE LOS PORCIENTOS DE

RECOBRO.

PORCENTAJES RECUPERADOS,
R.a - R.2 R.=
89, 8724584 100. 408386 99. 4662088
101,01881S 1Q1. 817409 101.102788
a8, 2078853 89. 0523458 g9, 3765381
' 99, 6584027 100. 0830416 100. 208333
S8. 46687148 £8. 8114805 93, 6577767

TABLA VIII. Porclentos recuperados para la linearidad del

método para crema.

Cv=0. 808721 07%
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6.5. GRAFICA;,

LINEARIDAD DEL METODO PARA CREMA.

o0 -
80 + i
< 70
f
&
3A5)'
it
E >
Q 204
10 1
R
o a 8 R ay
8 € &5 & 3
GANTIDAD ADICIONADA (mg).

GRAFICA il. Grifica de canlidad adiclonada vs cantidad
recuperada enfa linearidad del método para crema,
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7. LINEARIDAD DEL METODO PARA POLVO.

‘Gantidad adicicnada, Cantidad recuperada.

o {mg de Acido undecencico totald,

C X.s X.z X.a Y.2 Y.2 Y.s |
38.10 368.87 3a. 52 358,70 35.64 36.10
48. 88 48.60 48. 70 48. 45 47.70 49,11
80. 82 81.08 80. 8% a81.38 50. 58 80. 72
73.78 72. 99 73.87 74.08 71.83 72.898
85, 48 86.74 85. 77 88. 74 88. 94 8%. 83

TABLA IX, Resultados analiticos de cantidad adicionada
vs cantidad recuperada para la linsaridad del método para

polvo,

7.1, COEFICIENTE DE CORRELACION, COEFICIENTE DE
DETEMINACION, PENDIENTE Y LA ORDENADA AL ORIGEN.

r=0, 90849818

r*=0, 88899657
m=1 . Q1 S65627
b=~1.10842068
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7.2. CONTRASTE DE HIPOTESIS PARA m=1 E INTERVALO DE

CONFIANZA PARA LA PENDIENTE.

Ho: m=i
Ha: midl
:
a=0, 05 cg.l.=n=-1
teale=l. 75368605 tieo=+2.1325

IC=0.986881808 < m < 1,03488448

" ?.3. CONTRASTE DE HIPOTESIS PARA bw0 E INTERVALO DE

CONFIANZA PARA LA ORDENADA AL ORIGEN.

Ho: b=0
Ha: b4oO
a=0, 05 g.l.=n-1
teale=—1. 853855687 tieo=12. 1318

I.C.=-2.31781883 < b < 0.20077748
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7.4. COEFICIENTE DE VARIACION DE LOS PORCIENTOS DE

RECOBRO.

PORCENTAJES RECUPERADCS.
R.t R.2 R.s
8. 85189668 g7. 3882571, §58. 8499452
og, 5275287 ©8,1481481 1Q0. 841888
101.008803 99, 132428786 a8, 7853588
100.4810L7 98, 4107412 99. 8042038
101. 474028 100. 230574 S9.8367728

TABLA X. Porelentos recuperades para la linearidad del

del método para polvo.

CV=1,14478509%
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7+ 5. GRAFICA.

mLINEARIDAD DEL METODO PARA POLVO.

80
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a
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° ® & z B8 B B 3
€ B8 R~ 3

CANTIDAD ADICIONADA {mg}.

GRAFICA IIl. Grifica de cantidad adicionada vs cantidad
recuperada en [a linearidad del método para polvo.
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8. EXACTITUD Y REPETIBILIDAD AL 188%¥ PARA CREMA.

Cantidad recuperada.
o,
R.

100.78
99.28%
89.11
9. 49
99, 87

€9, 44

TABLA XI. Resultados analiticos del porclento recuperads
para la exactitud y repetibilidad al 100% del matode para

creama.

8.1. COEFICIENTE DE VARIACION.

CV=0,6013198%

8.2, CONTRASTE DE HIPOTESIS PARA R=100 E INTERVALO DE

CONFIANZA PARA LA MEDIA DEL PORCIENTO DE RECOBRO EN LA

EXACTITUD DEL METODO,

He: R=100

Ha: R4400
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a=0Q, 05 g.l.=n-1

teale=-1, 54018148 tteo=12, 57085
IC=08.9894685939 < x < 100,2520072>
8.3. CONTRASTE DE HIPOTESIS PARA o¢2 E INTERYALC DE
CONFIANZA PARA EL VALOR DE LA DESVIACION ESTANDAR EN LA

REPETIBILIDAD DEL METODQ.

Ho: o¢E%

Ha: o>2%
a=0, 08 g.l.n=1
X'i~osz=12, 832 X'otr2=0, 831

Hoale=4. 19338368

IC=0.62572485 < « < 2.45883885
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8. EXACTITUD Y REPETIBILIDAD AL 188% PARA POLVO.

Cantidad recuperada.
c.
R.

ag, 30
100.15
100.54
100. 45
100.34

€8.76

TABLA XII. Resultados analiticeos del perelente recuperade
para la exactitud y repetibilidad al 100% del método para

polvo,
9.1. COEFICIENTE DE VARIACION.
CV=0, 47821 92%
6.2. CONTRASTE DE HIPOTESIS PARA R=100 E INTERVALO DE
CONFIANZA PARA LA MEDIA DEL PORCIENTO DE RECOBRO EN LA

EXACTITUD DEL METODO.

Ho: R=100

Ha: R{.00
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a=0. 08 g.l.=p-1

teale=0. 46346826 tteo=12. 5708

IC=09.500835683 < u < 100.5801844

9.3, CONTRASTE DE HIPOTESIS PARA o<2 E INTERVALO DE

CONFIANZA PARA EL VALOR DE LA DESYIACION ESTANDAR EN LA

REPETIBILIDAD DEL METODO.

Ho: cX2&%

Ha: o>2%
a=0, 08 g.1l.n-1
Xu~orz=1 2. 832 Xta, z=0. 831

Xeale=3, 32052685

IC=0. 48682282 < o < 1.85230741
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18. PRECISION DEL. METODO (REPRODUCIBILIDAD) PARA CREMA.

ANALISTA C¢4i2

Y1.. Yz..
1 2
98. 83 gg. 44
88.30 9. 886
1 D
100.73 9. 48
I
100. 03 88. 80
A
a - a8, 30 99,13
: €32
88.81 100.01

TABLA XIII. Tabla de porcientos de recobro por dia y por

analista, para la reproducibildad del método para crema.

10.1. COEFICIENTE DE VARIACION.

CV=0. 5881 054%



10.2., ANALISIS DE VARIANZA.

65

Fuente de|Grados de) Suma de | Media de| Feale Fieo
variacién|libertad |cuadrados|cuadrades Cxd
Analista 1 0,09363. | 0.00383 0. 88931 38,51
‘ Difa 2 0. 20968 0.1048B3 0. 2348 6.08
Error ] 3,8571286 0, 44640

TABLA XIV. Tabla de anAlisis de varianza

para cada una

de las fuentes de variacidén en la reproducibilidad del

métode para crema.

C®) El valer de Fieo es tomande en cuenta los gradoes de

libertad del numerador y los

grados de libertad del

denominador y con una probabiilidad acumulada del O.9785.
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1. PRECISION DEL METODO (REPRODUCIBILIDAD) PARA POLVO.

ANALISTA (43

R £ Yz..
R R R

. 28.80 . 100.48

9g.07 ' 100,88"
1 D

g8. 61 100.83

8. 90 99.94.
A

2 e8. 70 99,88
X5

8. 47 100.14

TABLA XV. Tabla de porcientos de recobro por dia y per

analista, para la reproducibildad del métcdo para polva.

11.1. COEFICIENTE DE VYARIACION.

CV=0. 0. 7884348%
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11.2. ANALISIS DE VARIANZA,

Fuente de{Grados de! Suma de Media de| Fealc Fteo
variacién(libertad |cuadrados|cuadrades [ ]
Analista 1 4.88063 4. 88863 i2.834 38.51
Dia . 2 0. 75603 0.37806 3.8714 6.08
Error ;] 0.78113 0. 44840

TABLA XVI. Tabla de anAllisis de varianza para cada una de
las fuentes de variacién en la reproduciblilidad del

métode para polvo.

C#) El valor de Ftee es tomando en cuenta los grados de
libertad del numerader y los grados de libertad del

denominader ¥y con una prebabillidad acumulada de O, 878,



12, ESTABILIDAD DE LA MUESTRA PARA CREMA.

Porciente recuperada. Porecliento recuperado.
to ten
Yo Y1
€9, 30 88, 48
100.18 100,08
100, 54 g9. 87

TABLA XVII. Porcentajes recuperados del anilisis de las
mismas muestras, inicial y 48 heoras después a temperatura
ambiente para la estabilidad de la muestra analitica para

crema,

12.1. INTERVALO DE CONFIANZA A TEMPERATURA AMBIENTE POR

48 HORAS,

El valor de t de Dunnett contemplado para el cAlculo
de este intervalc es tomande en cuenta 2 comparaciones, &
grados de libertad ¥y con una probabilidad acumulada de

Q. 875,

IC=-1.21473053 a 0., 8Q473053
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128.2. FACTOR I.

El siguiente resultado es el coeficiente de
variacidén glebal (media de toedos los factores I, les
cuales son los coeficlentes de variacién para cada tiempo

Yy muestra respecto al valor iniciald.

T=08, 74107%



13. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA PARA POLVOC.

Porciento rectperado. Perciente recuperado,
to tes
Yo Ye
100.78 80. 44
e8. 2858 09, 41
©8.11 €8. a2

TABLA XVIII. Porcentajes recuperades del anadlisis de las
mismas muestras, inicial ¥y 48 horas después a temperatura
amblente para la estabilidad de la muestra anali{tica para

polvo,

13,1, INTERVALO DE CONFIANZA A TEMPERATURA AMBIENTE POR

48 HORAS,

El valor de t de Dunnett contemplado para el calculo
de este intervalo es tomando en cuenta & comparacicnes, 8
grados de libertad y con una probabilidad acumulada de

Q. 678,

IC=-1,70682106 a O,B852880208
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13.2. FACTOR I.

El siguiente resultado es el coeficliente de
variacién global Cmedia de todes los facteres I, los
cuales son los coeficlentes de variacidn para cada tiempo

y muestra respecto al valer inicilal).

I-98. S4662%
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VIII. DISCUSION DE RESULTADOS.
1. DEL METODO ANALITICO DESARROLLADO.

ElL método analitico desarrollade en comparacién con
el descrito por Leung ¥y cols. W, difieren en un
principic en las caracteristicas de la columna usada en
la separacidn, esto es la longlitud y el tamafo de
particula del empagque, La longlitud y el tamafo de
partfcula de la columna descrita per Leung, es de 28 cm vy
7 u de didmetro y la usada en este trabajo de 1S cm y § u
respecti vamanta, Sin embargo estas medificaciones
no manifiestan interferencias ni ponen en riesgo la
raeseoluciédn en la separacién del Acido undecilénice y del
estindar interno Ctolnaftatod) de los excipientes de las

formas farmacedticas a las gque se aplicd,

Otra variacidn .significativa encontrada Y
consecuancla de la anterior, es la disminucién del tiempo
de anilisis, ya que Leung y cols,, obtienen un tiempc de
retenclién del 4cido undecilénico de alraededer de O
minutos Yy del estandar internco de alrededor de 12
minutos, en cémparacién con los que se cbtienen con el
método que aqui se propone, que son del alrededor de 3 y
5.7 minutos para el aclde undecilénice ¥y el astandar

interne respectivamente,
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2. DE LA VALIDACION DEL METODO ANALITICO.
2.1. LINEARIDAD DEL SISTEMA.

‘P.ara. la linearidad del sistema se tiene que hay un
coeficiente de correlacidn de O.88845478. un cosficiente
de determinacién de 0.80820882, ademis de una ppndlcnta
de O0.014185635, un valor de la ordenada al origcp de
=0, 02500628, la aceptacion de Ha en ei anaisis de varianza
de la regresidn, que aunque estos dliimos no son
pardmetros que se incluyan como criterics de aceptacidn o
rechazo en el Manual de validacién de Métodos Analiticos
24, se consideran importantes para observar el

compertamiente de la linearidad del sistema.

De acuerdo a los limites sugert&os por el Manual de
Validacién de Méteodos Analiticos, que son son para el
coaficlente de correlacién de 0,658 y para el cceficiente
de determinacidn 0.68, aunado a que el coeficiente de
variacion resultante fué de 1,4117158%, es dacir mencor
que el wvalor limite de 1.5%, 's- determina entonces, de
asta manera que el sistema es lineal para el intervaloc de

concentracicnes en las cuales se trabajé.
2.2. PRECISION DEL SISTEMA.

En la precisién del sistema se tiene que el
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coeficiente de variacidén pax"a les resultades analitices
es de 0.0580416%, menor al 1.5% del valor especificado
para. considerar la precisién del sistema, por lo cual se

establece que el sistema es preciso.
2. 3. ESPECIFICIDAD DEL METODO.

De acuerde a los cromatogramas de las figuras 1 y &,
se observa que tanto para crema como para polvo, el
matode es capaz de cuantificar al 4cldo undecilénico sin
que exista 1nter‘£‘er.encia por ninguno de les excipieﬁtes
de cada una de las formas farmacéuticas y sin que estos
mismaos causen interferencia a la respuesta del estandar
internc. Por lo ecuwal se censidera al método como
especéificc en la aplicacién a cualesquiera de las formas

farmacéuticas con las que se trabajd Ccrema y polved.
2.4 LINEARIDAD DEL METODO.

Leos c_:rlt.er.los de aceptacién para la linearidad del
método son m=1, b=0, r%=0.88, los coeficlentes de
varliacién de los porclentos recuperados ¥y los coeficliente
de varlacidh a cada nivel y los globales de todoe el
intervalo de la linearidad. deberan ser mencres o iguales

al a2x.

Los resultados mostrados en la linearidad del método
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Fara crema son r=0,888710%8, r*=0, 8904212, m=0,0B088678,
b=0. 52001226 y un CV=0,B80B72107%. Dads que m y b pueden
ser c.onsidarados como m=l ¥y b=0C de acuerde a los
coentrastes de hipétesis e& intervales de confianza para
.ashos paréme‘tros. ademias de que se cumple con las
aspecificacionas antes mencionadas, se coi\sidora al
método lineal cuando es apl.icadc. a la forma farmacéutica

de crema.

Los resultades mostrados en la linearidad del método
para polve Son r=0,88049818, r'=0.80808657, m=1,0156856827,
b==1,10842068, un CV=1,14478909% para los porclentos de
recabro y los contrastes de hipdtesis e intervalos de
confianza para m ¥y b mostrando que se pueden ceonsiderar a
coms 1 ¥ O respectivamente; por tanto, tomando en cuenta
‘el mi_.éma eriterlo usade para la linearidad del mé&todo
para crema; entonces, el mé&todo es lineal cuande se

aplica a la forma farmacéutica de polvo.
2.5 EXACTITUD Y REPETIBILIDAD AL 100%.

Los limites sugeridos por el Manual de Validacidén de
Métodos Analiticos para la exactitud ¥y repetibllidad al
100% del método son un coefiglente de variacidn menor o
tgual al 2% y un intervale para la media del porciento de

recobro entre 98 y 102%.
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Les  resultades muestran que el coeficliente de
variacién para crema es de 0.8013188% y para polve de
0.47821692%; el intervalo de confianza para la media de
los porcentajes recuperados es de 668.66485030 a
100,2520078 para crema y de ©0.59083503 a 100.5991044
para polvo. Aunandc esto a los intervalos de conflanza
para ei valor de la desviacidén estandar da 0O.8257248S a
2.456883885 para crema y de 0.45882282 a 1.83230741 para
polve, ademis de que el contraste de hipdtesis para el
valor de o{2% Se acepta en ambos casos, hace que el
métede sea exacto y repetible al 100X tanto para crema

como para polvo.
2.8, PRECISION DEL METODO CREPRODUCIBILIDAD).

En la precision del método sSe tiene que este es
praciso si el ceceficlente de varjiaclén de los porcientos
de recobro para los dos analistas en los dos dias es
mencer o igual al 2%. Cuando se establece la fuente de
variacidén mediante un andlisis de varianza, el método es
reproducible para cada fuente, cuando la Fcalc es menor a

la Fteo.

Ya que el CV para crema es de 0,5961054% y para
polve de ©.7684348%, el método es precliso para ambas

formas farmacéuticas.
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Respecto a la fuentes de variacidén, se tiene que la
Fieo para el analista es de 38.51 y para el dia de 8,08;
la Feale para el analista para crema y polvo son O.8631
¥y 12. 934 respactivamente, la Fealc para el dia para crema
Yy polvo son de 0.2348 y 3.8714 también respectivamente,
lo que hace qt-xe el método analitico sea reproducible por
los a.naust.as Yy reproducible en distintos dias por un

n‘\lsmo anal:.st.n. para ambas formas rarmcéutlcas
2. 7. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA.

De acuerdo con el Manual de Validacién de Métodos
X }Anallu. ces editado por el colegio de Quimicos
Farmacetticos Bidlogos, se dice que la muestra es estable
s{ el intervale de confianza para la diferencia de la
media del andlisis inicial incluye al valor de cero y-o
1a magnitud del efecto (factor I> se encuentre entre el

o8 y 102%.

Para""este pardmetro se tienm que el intervalo de
confianza para 46 heras a temperatura ambiente, dnica
condicidn a la que se evalué esta parametro, es de
-1,21473053 a 0.80473053 para crema y de <«1,78621606 a
0.85288628 para polvo; ademAs de que el factor I para
crema es de 9974197'” y para polve de 99.54662%, lo que
hace que la muestra a.naut.ica sea estable en ambas

formas farmacéuticas.
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IX. CONCLUSIONES.

1. El métcedo desarrcollado es un método similar al
descrito por Leung M, salvo que las variantes dque se
llevan a cabo en este método modifican notablemente los
resultados cromatograficos, disminuyendo en alrededor de
un 50% el tiempo de anilisis, lo que hace de este, un
método mas rapideo y como consecuencia de menor costo,
ademis de tener la ventaja de que se aplica a ¢l anAllsis
de dos distintas formas de preparades farmacéduticos

Cpolvo ¥y cremal.

2. Dades los resultades de la validacién se concluye
que el método es especifico, lineal, preciso, exacto y
que la muestra analitica es estable per 48 horas para
todas las condiclones y concentracicnes con que . se

trabajé para crema y polvo.

3. Por lo antericr, el método analitico es factible
de usar como un métode rutinario de control de calidad
para la cuantificacidén de acido undecilénico total en las
dos distintas formas farmacéuticas para las condiclones y

concentracloneé con que se trabajo,
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X. ANEXOS.
1. FORMULAS DE GALCULO.
GENERALES.
EX=nCXs + X2 + .,., + Xnd

EY=Yas + Ya2 4+ .., + Yan + Yz + Y2z + ... + ¥Yzn + ... +

Y + Ytz + ... + ¥Yin

EXtanCRet + X2 + ... + KD : S

EY*a¥1e® + Ye2® + ... + Yin® + Y24 + Ya22' + ... + Yan® +

cee YUt Y2t e L, + Yin®
EXY=XeCY11 + Yex + ..+ ¥Yend) + N2(¥2¢e + Y2z + ,,, + Yand
+ ... XY + Yez + ... + Ytnd

Para de la DE y el CV,. la x puede aplicarse como el
factor F Crelacidén respuestasconcantracion en fa

linearidad del sistemad, X, Y o a R,

s=DE=CCNCEX®D - D% ~ CNCN-1230"*

CV=DE »* 100/% ESTA m n GE
GMR BE LA BIBLIBTECY
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COEFICIENTE DE  CORRELACION . ' COEFICIENTE I DE

DETERMINACION,PENDIENTE Y ORDENADA AL ORIGEN.

reCCCnLCEXYY - CEXDCEYDIHN® / CCntCEXD - CEXIDINLCEIYSH -

CEYIHIIVE. .o

ro8fOntCEXYY ~ CEXDCEYII™ / COntCEX® -~ CEXIDONLEYD -
CEYDHD

maCnCEXYY) - CEXICEYIY / CnCEXD - (0%

TBeCEY - mCEXYY S n

CONTRASTE DE HIPOTESIS E INTERVALO DE CONFIANZA PARA EL
VALOR DE m.

tecalemCm—mod /CSxy ACCN~-1) inesOd

IC=m - Li-arzMaxy /CCn-1D Pasx) < m < m -

Li-orzusxy ZCCn=1D""s )

Donde: sx=desviacién estandar de los valores de.x.
syx=CCCn-1) % sy -m " usx3d /Cn-220"F

sy=desviacién est.andar de los valores de y
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CONTRASTE DE HIPOTESIS E INTERVALO DE CONFIANZA PARA EL
VALOR DE b.

teate=Cb=bo) ~CsxyMCl N+ CCN=1 I Rax® DD
TIC=D - ta-aredanydCl nt CCn-10%SxDID < b < b+

ti~orzesKy e 1N+t CCR=1 Mk 3 B

ANALISTIS DE VARIANZA DE LA REGRESION.

Fuente de|Grades de! Suma de Media de| Feale Fieo
variacién|libertad |cuadrados|cuadrados

Mce=Sce |Fe=Mee | Fglr

Regresidén| glr=a-1 Sce
glr Med gle
Errer gle=n-2 Sci Mci =Sci
gle

‘TABLA XIX. Tabla de cilculos en el anilisis de varianza

de la regresién

Donde: Sce=mfXY + bIY = CZYd)*n
Sci=LY¥* - mEXY - bEY

CONTRASTE DE HIPOTESIS E INTERVALO DE CONFIANZA PARA EL
VALOR DEL PORCIENTO DE RECOEBRO.

tcate=CR—pod ZCS/C NI "2
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IC=R = L1~ 295 CnI"™ ¢ p < B + Li-osznCs Cnd'D

CONTRASTE DE HIPOTESIS E INTERVALO DE CONFIANZA PARA EL
VALOR DE LA DESVIACION ESTANDAR,

Xcalc=Cn-1) #s /00
IC=CCn-1dus®/Nl1-cv2d™® ¢ o < CCn~1)%s®/Xlar2d'*

INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA ESTABILIDAD DE LA MUESTRA.

LIIc=c¥s - Yo) - t°Cs%pCa and'e

LSIC=CY¥1 - Yo + t7Cs%pea a3y
Donde: s®=CNCEY® - CEYI® , CNCN-13)

s'p=C2s%0 + 8sM) ~ &c + 1D
ANALISTIS DE VARIANZA EN LA REPRODUCIBILIDAD DEL METODO.

El modelo hipotético que representa este casc es el

siguiente:;

Yijk=p + od + &JCLJ + BkCL§D
Yijk=El ensayo de la sustancia de interés de la kaésima
muestra analizada por el iésimo analista en jésimo

dia,

=Media poblacional del ensayo de la sustancia de
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interds en la muestra.
ol =Efecto del analista en el ensayoc Cdonde (=1 hasta
a0.
SiCJd=Efactc del dia anidado en el analista Cdonde j=t
hasta d>.
k<1 o =Error dal metode analitico Cdonde k=1 hasta rs.
a=NGmero de analistas Cdonde a=2),
d=Nlmerc de dias (donde d=20.

rsuNtmero de replicaciones {(donde r=3).

Ye1. =¥eeq + Yaez + Yian
Yiz2, =¥12e + Yazz + Yi2a
Y21, mYr2a + Y21z + Y218

Y22, =Y22q4 + Y222 + Y228

Y1, . =Yeeq + Yaaz + Yaes + Yize + Y2 + Yizs

Y2, , =Y2as + Yzaz + Y2ta + Y221 + Y2r2 + Yzzs

Y...=Y1., + Yaz..

EECYL4.0%=CY14. 0% + CYe2. 0% + CY21.0% + CY22.0*

ECYL,.D*=C Y. . 0% + (Y2, .0"
SEECYL kD ®mYa14® + Yaez® + Ya42® + .., + Yza® + Yzoz! ¢
2

Y225

ScasECYL, .d%dr - CZY...d%adr

Scd=EECYL . )% r - ECYL..O%dr



Scd=ITECYLJkI* -~ EXCYL 4. )%

Fusnte de|Crados de| Suma de Media de| Faale Fteo
variaciéni{libertad |cuadradosicuadrados

Analista gla=a~1 Sca McasSca ([FaoMcy Fala
Cod gla Med gld’
Dia gld= Sed Med=gid |FdsMed Fald
(-] ¢d-1Da gld Mce gle

Error - glLu= Sce Meco=SCe
(4 » Cr=1duad gle

TABLA XX. Tabla de célculos en el Anslisizs de Varianza

para la reproducibilidad del método.
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r:

g

®
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2. ABREVIATURAS.

Ordenada al corigen o intercepto,
Ceeficlente de correlacidn.
Cceficiente de correlacidn.
Coeficiente de variacidén,
Intervalo de confianza.
Sumatoria,

Pendlente.

Numarc de aplicaciones.

Ndmero de diluciones o de cantidades adiclonadas, o

el valor de la distribucidn t de Student
probabilidad acumulada de 0.975.

Media aritmética

Namero total de determinaclones.

Desviacidn estandar.

varianza.

Desviacidn estandar.

Dilucidn o cantidad adicienada.

Propiedad medida o cantidad recuperada.
Hipétesis nula,

Hipdtesis alterna.

Nivel de significancia.

Valor de la distribuclién de Jji-cuadrada.
Desviacidn estandar poblacional.

Valor de la desviaciédn estindar poblaclonal

el valor presunto en Heo.
Porclento recuperado,

con  una

que toma
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Promedio aritmético del porcelaente recupsrado.
Grados de libertad de 1a regresidn,

Grados de libertad del error.

Suma de cuadrados referentes a la desviacidn
explicada o al error.

Suma de cuadrados referentes a la desviacién
inexplicada.

Madia de cuadrados de la desviacién explicada.

Media de cuadrades de la desviacidn itnexplicada.
Valor de la distribucidén & de Dunnett con una
probablilidad acumulada del 0.8579
Varianza pondsrada.

Suma de cuadrados refarentes al analista,

Suma de cuadrados refentes al dia.

Media de cuadrados referentes al analista.

Media de cuadrados referontes al dia.

Valor de la distribucidn F da Fischer con una
probabilidad acumulada de 0.978 o factor para
caloulas en la linmaridad del sistema.

Gradas de libertad,

Tatal. .

Faclor de cilculos en la estabilidad de la muesira.

Numero de comparaciocnas en la pruaba t de Dunnett.
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3. TABLAS.

doce  leas | faws  fes  fean feae  faan

07310 1376 Jurg  a3lx 12,706 LI ) 63.637
t . 6903 9.914%

US4 OYTE  LelX FRYTI X I
0.5092 U941 1.533 M1 s
05593 ©€520 14 1265 403
03536 0506  |.440 ENVERN K 1
(1339 081§ L4l 2993 3dwes
u. oEE  1LWT RTINS BT
03418 OB} 1381 I dis
03416 033 132 1764 M6
0.5400 0876 [.36) 2718 31058 a3
03387 0871 13ss 2681 Y054 .
03175 0370 [.3% 60 Yol 4
05166 O0.K68 1345 2621 29785 €130
05358 0%86 1,341 2601 25467 4073
0.5)58 0865 LT 2s8) 2908 4018
0,534 0] 1IN 2367 8> 1.94%
03108 0882 1.130 s52 0 2.801 39
05133 0881 128 339 2me03  )8d3
05339 0860 1328 I35 24450 YEse
0,515 0859 1323 2518 28314 39
05311 0438 1321 23508 288 1192
05318 0858 139 . 2300 2y013 )87
03315 0857 1318 - LA0I 20839 2491 27960 343
0332 0838 KJI§  LI0El 20598 2485 20EN )
0.3J09 056  1J1S 20555 2479 2I17 107
03)a7 0835 1314 20518 2473 27107 X&)
03lo4 0835 1313 204rg T4p] 27631 )64
Q.52 0854 111 2.0452 2482 238 J.659
% 05300 085 1o 20423 2431 27500 Yols
Y 05292 0.8521 12062 20100 2438 27239 18019
30 Q06 08501 1303 2021 2433 27035 13808
a3 39 03341 0.8897 13007 20141 1412 26896 33307
50 S 03171 08489 12987 I 20086 2403 26778 3.4368
60 5¢5 05272 08477 1.2959 16307 20003 2390 26601 J.4606
70 54) 05268 OB463 12038 1.6669 19943 218 2.64K 3.4338
* 80 3 05265 0.8462  1.2921  ].66d) i.9¥01 274 2.6 14169
90 1 03263 0.8437 12910 1.6620 1.9867  2.368 2.6)t6 34022
100 00,5361 08432 12900 (6602 1940 2J6d  2.6260 13909
.120 9 0.5354- 0.8446 1.2887 1.6577  1.979% 258 2617 13136
140 3 0.5136 08442 12876 1.6558 19771 2333 26114 13618
160 5 05255 0.8439 12869 1.6345 19749 2330 24000 13527
180 37 0323) 08416 12883 16834 19T AT 24008 33436
00 o 0.5332 ©.8434 12858 16325 [,9719 2,345 26006  1.3100
w 02533 03334 08416 L2816 16449 19600 2026 28758 3.2905

TABLA XXI, Tabla de valores de la distribucién t  de

Student.
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Tabla XXII. Tabla de valores de la distribucién X'
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a.ey

.47

LM

Continuacidn.

TABLA XXII.



Grados de | .
fibertaddel 0 - T oum‘a bertad del numerador
3 L]

desominador | 2y 1 [ 9

10 64187993 . 8642 K996 9218 93N 94B1 9367 963
. 39.00 39, 31925 3930 39933 3936 3907

1604 1544 1500 14B0  JATY 1462 T4S4 1447

083 2.9 9.60 9.36 220 9.07 89t .90

BAL T3 739 S - 698 &85 676 .48
P16 660 62) 599 42 330 S60 382

S.46 483 447 424 4.07 .08 s

526 4.6} 423 4.04 138 318 1%

s.10 a8 412 189 173 .61 44

491 438 400 wn 3 ia m

416 424 389 350 238 32

. 477 4.43 a0 3.58 3.4 31 2
.69 4.08 1 3.50 p 2T 3 J.08

4.62 4.01 166 pE ) 328 316 298

4.36 198 361 13 322 0 29

4.51 30 156 a3 ar 3.08 248

446 " 3a8 bRl 39 an 2.01 284

442 i 14 3 3.00 2.97 0

Al in 144 3.2 .08 2.9 276

435 35 A4 i 3.0z 2% 2.13

412 mn ) pAE] 299 207 2370

429 .69 138 m A 2.85 2.68

427 167 pB1) Lo 4 2.2 163

424 1.6 1 3.08 an 2.8 16

4 1.6 319 1.06 250 .8 161

420 81 32T 304 a.n 236 159

- 0 587 4.1 359 128 303 2.8 275 .57
40 42 408 248 11 .90 M 2.62 244
60 529 393 pa 1) 101 219 2.6 251 13
7o 348 At 1) 2.89 167 .52 2.39 222
x 3. pN LN} .13 237 241 129 n

TABLA XXIII. Tabla de valores de la distribucién F de

Fischer con una probabilidad acumulada de O.87S.
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