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l. INTRODUCCIÓN 

La incipiente industria farmacéutica esta esp~'Cialmente interesada en la validación de 

métodos analíticos, debido al gran incremento de nuevos productos que tienen que ver 

con In salud, y que requieren de métodos de análisis adecuados. 

Al utilizar un método de analítico es indispensable determinar la exactitud y 

establecer la variabilidad de los resultados que nos proporciona; debido a que es la única 

manera de mostrar que dicho método es el apropiado para cuantilicar la sustancia de 

intercls presente en nuestro producto , bajo las condiciones de laboratorios existentes . 

En este trabajo se presenta el desarrollo y la validación de un método analitico para 

cuantificar Clorhidrato de Fenilefrina mediante una reacción colorida con Ferricianuro 

de Potasio y 4-Aminoantipirina en medio alcalino y la posterior detenninación de la 

absorbancia del producto a una longitud de onda de 490 mn. 

J)FMRROl.t.o \' VAl.ll>Al'IÓ~ UF. UN \l~:TOt.XJ MóAI .tnco PAN.A ('llA~ TJFIC',\R ('UJRlllUNAT«• oc 
ff.SJl,J.:fRL'lA ES SOU ~IÓS<WrAJ . .\llCA 
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11. FUNDAl\U:NTOS 

A. PROPIEDADES FÍSICAS Y QUIMICAS. 1,2 

1. NOMBRE QUÍMICO. 

Clorhidrato de 3-hidroxi-a·((metilamino)mctil)-bcnccnomctanol. 

2. ESTRUCl'URA. 

3. PESO MOLECULAR. 

203 67 gimo! 

4. DESCRIPCIÓN .. 

Cristales blancos o casi blancos ; inodoros, con sabor amargo. en solución acuosa 
es neutra. 

5. PUNTO UE FUSIÓN. 

140ºC-150ºC 

6. SOLUHll.IDAD. 

Soluble en agua y metano! 

( 



7. ROTACIÓN ESPECIFICA. 

[aJ"·= (-46.2-47.2) 

8. PK. 

pKI =8.77 
pK2 =9.84 

9. ESPECTRO EN El. ULTRAVIOLETA. 

10. SÍNTESIS. 

solución , 
0.0SNHCL 

O.OS N NaOH 

puntos 
isobesticos ··· · 

i..max: nm. 
216 
274 
279 

_239. 
292.5 

·2ns· .. ·. 
260 .· 
278.5 

/.,\MORA kA\Uff~'./. RIC,\HI><> 

". I0-3 
5.91 
1.81 
1.65 
8.95 

. 3.04 
4.28 
6.66 
1.67 

La Fenilefrina Clorhidrato puede s~;. sintéth:rida .·nledi;.;,'t~ lahidr~genación del m· 
hidroxi-w-metilamino-acetofenona • en presencia· de: paladio·: coloidal ·o· inédiante el 
tratamiento del 5-(3-benzilofcnil)-3-metil-2-oxa1.01ina ". wn· una ·solución de ácido 
clorhidrico al 40 %. ., · · · ·· ' 

1 l. ESTABILIDAD. 

La Feniletiina Clorhidrato presenta una adecuada estabilidad en forma de cristales. en 
solución acuosa es estable a un pi! neutro, sin embargo cuando se presenta degradación 
en solución acuosa ,esta ocurre sobre la amina secundaria , Ja cual es catalizada por 
metales pesados, obteniéndose como producto probable el 5-hidroxi-N-mctilindoxil. 

B. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS. 3 

l. LlSOS OnALMICOS. 

La Fenilefrina se utili~a principalmente con dos finalidades en el tratamiento 
oftalmológico; la primera de ellas es para dilatar la pupila con la finalidad de examinar el 
fondo del ojo denominado efecto midriatico. y en el tratamiento del glaucoma de ángulo 
abierto , su acción vasoconstrictora local disminuye la producción del humor acuoso y 
con ello disminuye la presión intraocular causante del glaucoma mencionado. 

glaucoma. es una enfermedad que se caracteriza por un aumento en Ja presión 
intraocular; que si es suficientemente alta y persistente conduce a la ceguera irreversible. 

l>J..S·\HIWl.JO'I:' \',\J..Jl),\t:/fl\. PI l'' .~Jl-.JOPO ,\~.\! JT/('CIJl,\ft,\(.t1A~llHl'Aff('UlfOlf/IRXllll)I-. 
n~u.ti.RISA 1.N SOi l'r!I)\; onAl~\tll'A 
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C. MÉTODOS DE ANÁLISIS PARA EL CLORHIDRATO DE FENILEFRINA. 4 

l. ANÁLISIS ESPECTROFOTOMETRICO CON SEPARACIÓN EN CROMATOGRAFIA 

Absorbente. se hierve la mezcla de 150 gr. de tierra silícea cromatografica y 1000 mi de 
ácido clorhldrico diluido durante 1 O minutos , se enfría, se filtra por succión y se lava 
con agua , hasta que et ultimo lavado sea neutro a la s. i. de anaranjado de metilo. se 
deseca a 105°C durante toda In noche y enseguida se deseca se incinera a 500°C durante 
dos horas. 

Solución Amortiguadora. Se disuelven 10.89 gramos de fosfato monobnsico de 
potasio, en 50 mi de agua y se agregan 3.48 gr. de fosfato dibasico de potasio. Se 
mezclan hasta disolución, se diluye con agua hasta 100 mi y se ajusta el pH a 5.8 0.05. 

Prepa,..ción Tipo. Se disuelve una porción de Clorhidrato de Fcnilcfrina, patrón de 
referencia , en ácido sullürico diluido t :3 50 y se disuelven cuantitativamente con el 
mismo disolvente hasta obtener una solución de concentración aproximada a 60 mcg/ml. 

Preparación por Valorar. Se diluye un volumen de la muestra, equivalente a cerca de 
50 mg de clorhidrato de Fenilefrina, con soluciim amortiguadora hasta 50 mi y se 

./ mezcla 

Proredhnlento. En un vaso de precipitados de 100 mi, se me1clan . con un a espátula 
flexible, 4 gr. del absorbente y 3 mi de la preparación por valorar, hasta obtener una 
pasta suave. En un columna cromatogratica de 25 por 200 mm, provista de una porción 
de vidrio fina, comprimida en el fondo, se deposita la mezcla_ cmpacándola 
moderadamente Con la espatula se frota el vaso de precipitados , agregando un gramo 
del absorbente, de.pues de lo cual se pasa a la columna )' se empaca como se indico 
antes. 

Se usa una porción de fibra de vidrio para limpiar el vaso de precipitados, el agitador 
y In espátula. y en seguida S<.' deposita en la parte superior de la columna y se comprime 
hacia abajo hasta limpiar las paredes de la misma Se pasan 50 mi de éter saturado con 
agua a través de la columna v se desechan Se coloca en un embudo de separación 
pequeño que contenga 20 mi de ácido sulfürico diluido ( 1 .150) a hajo de la columna y se 
pasan, a través de esta 50 mi de una 'olucion 1 SO de ácido bis( 2-etilhexil)-fosforico en 

_i.tcr saturado con agua y enseguida 25 mi de c1cr saturado con agua. Se enjuaga la punta 
de la columna cromatografica con éter, se comhina con el cluato y se agita La capa 
ácida se pasa a través de un matraz vnlumctrico de ~o mi y se repite la extracción con 
20 mi de acido sulfürico diluido ( 1 .lSOl hasta el aforo En un cspcctrofotometru se 
determinan concomi111ntcmcntc las absorhancias de C!:ita solución y la de la preparación 
tipo. en celdillas de 1 "'" a la longitud de onda de la ma\ima absorbancia. cercana a los 
271 nm va las lon!.litudcs de onda de las mínimas absorhancias, cercanas" 292 nm y 238 
nm. usando romo hlam:o. acidl' sulfürico diluido l .~ 50 St:' traza una línea recta 
uniendo las dos mínimas y las aflsorhancias corregidas rt:'spectivas de- Ja preparación tipo 

~~·~j~~-~~:~,t\l)-\\~!ll;>~\~·!~~ 1 :1: ~l.~l~l\l"lll:MI \.\\l.lllCl>l'\ll.\(I \'l"lil( Wl..lllRllll)lt.\Jl)J))- 4 
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y de la preparación por valorar, se detcnninan trazandb una linea perpendicular desde el 
pico correspondiente a la absorbancia máxima de cada una de las dos soluciones antes 
mencionadas, hasta la línea recta que une los picos de las mínimas. Se calcula la 
cantidad , en mg de C9Hl1N02 HCI, por mi, en la cantidad utilizada de la solución 
muestra, por medio de la formula 0.833(C/V)(Au/As), en la que Ces la concentración 
en mg por mi, clorhidrato de Fcnilefrina patrón de referencia, en la preparación tipo; V 
en el volumen, en mi, de la solución muestra utilizada y Au y As son las absorbancias 
corregidas de la preparación por valorar y de la preparación respectivamente. 

2. ANÁLISIS ESPECTROFOTOMÉTRICO DIRECTO. 2 

La Fenilefrina puede ser L'Uantiticada por su banda de absorción en ultravioleta a 290 
nm de forma directa o después de una extracción, así como también mediante la 
oxidación de la Fenilellina a m-hidroxiben7.aldehido, a una longitud de onda de 257 o 
315 nm. 

3. ANÁLISIS COLORIMETRICOS. 2A6.7,11J1.10,11,u.u .... 1~16.11,1• 

a.. 1'i11111ra "º" 11ulofá1of. 

La tintura de indofcnol es formada por la reacción de p-Me2NC61!4NH2CI y 
K3Fe(CN)6 con un para sustituto fenólico en medio alcalino. La coloración resultante de 
esta reacción con Fenilefrina presenta un máximo de absorción de alrededor de 620 nm. 

h. Reaccione.\' c:on itcidos nitro.w .... 

Cuando las soluciones de Fenilefiina son calentadas en presencia de sales de mercurio 
y después reaccionadas con ácidos nitrosos se desarrolla un color rojo cobrizo con un 
máximo de absorbancia de 495 nm 

c:. Reacciones p11r t·mnpltyw.:i<m. 

L.a Fcnilefrina puede ser complcjada con diuo-p-nitroanilina en solución ácida. El 
componente resultante es posteriom1ente basilicado y cuantificado a 495 nm 

La Fenilefrina puede ser t amhién complejada con varias tinturas de sulfoftalcina en 
soluciones neutras o ligeramente ilcidas. los complejos resultantes son después extraídos 
mediante un disolvente orgánico polar y cuantificado espcctrofotometricarnente. 

J)}.S \RROl.IO y \'.\J flH( le)' m. l "\ \U-.!"000 r\\.\/ JTl('I) JIAR.\ ('l'A~'íll-1('1\R ('f OHlflílR<\TO Uf' 
H ~JI HIH~"i l ."tSOl l'f 10, OVI ·\J.\llC\ 
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d. Otro.> métodos. 
Muchos otros métodos de cuantificacion de Fcnilefiina mediante reacciones coloridas 

han sido descritos en al literatura; por ejemplo: la reacción de Fenilefrina con ácido 
indico produce una coloración con ahsorbancia a 490 nm. La reacción con 2,6-
Dicloroquinona y Fenilefrina genera un producto que puede cuantificarse a 625 nm. La 
oxidación de Fenilefrina a aldehído seguida de las reacciones con ácido tiobarbirurico o 
con 3-metil-bcnzotiazolin-2-ona son también cuantificables por cspcctrofotometria. La 
ninhidrina reacciona con la Fcnilcfrina para producir un color rosa con un máximo de 
ahsurbancia a 440 nm. 

e. El método de este trabajo se.fundamenta en la s/guiellfe reacción. 19.20 

ALCALI 

En esta reacción observamos que la Fcnilcfrina reacciona con la 4-,\minoantipirina en 
medio alcalino y es catali1ada por la presencia de Ferricianuro de Potasio para obtener 
un compuesto que absorbe a una longitud de onda de 490 nm. 
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D. ESPECTROFOTOMETRIA. 22,23 

Una de las técnicas que nyuda a la química analítica es la cspeclrofotometria que se 
utiliza para el análisis cualitativo y cuantitativo de moléculas presentes en una solución. 

Estas medidas detectan IR presencia o ausencia de diferentes elementos o 
compuestos, que bien, proporcionan información en relación á la estructura de lo que se 
esta anali1.ando. 

E. CLASIFICACIÓN DE LA ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCIÓN. 22,23 

l. l>F.FINICIÓN. 

Es la medida de la absorción de la radiación electromagnética por las moléculas o 
átomos de una sustancia química. 

2. ENERGÍA RADIANTE. 

la energía radiante <e define como la energía transmitida en fonna de radiación 
electromagnética. 

Esta energía puede ser absorbida, transmitida. reflejada o refractada por muchas 
sustancias en diferentes estados de agregación. 

3. LEYES DE LA F.SPFCTROFOTOMETRIA. 

Cuando un haz de energía rndianle monocromática incide sobre una capa homogénea 
de una sustancia transparente, parle de la energia es absorbida y el resto transmitida. Si 
la energía radiante incidente tiene longitudes de onda de la región visible del espectro y 
el medio a través del cual tiene que pasar. nhsorbe selectivamente ciertas longitudes de 
onda, el color observado corre,pondeni a las longitudes de onda de la energía 
transmitida. 

4 CONSIDERACIONES 

Todos los átomos y rnolCculas son capaces de absorber energía de acuerdo con 
ciertas limitaciones. las cuales dependen de la estructura de la molecula. Las moléculas 
poseen energía debida al movimiento y a la rotación 1\dcmás po~een una configuración 
electrónica que se manifiesta en fonna de energía electrónica, cada molécula tiene 
cuantizada su energía, si npane la molecula pasa desde su nivel de energía basal hasta 
uno mas alto. se dice que se ha producido una absorción de radiación por la molécula y 
paso a un estado excitado Cuando la molecula retoma espontaneamente a su nivel basal 
o de mínima energía por medio de una perdida de radiación se presenta una emisión de 
radiación. 

l)LSARRoJ.lo r \ \1 lf}\Cf1'1\: DI '" \{f.:JtJl.ll) ·" \l lncu l»\l(,\C.TM.;fll IC:AR C:I O!Ullllll·\10 Uh 
1P\IU1RISA1 ~ SOi t ·c.·111' t.1'"1Al.\fl(',\ 7 
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5. LEY DE llOlJGUER O DH LAMIJERT llEER. 

La relación que existe entre la absorción de radiación y la longitud de la trayectoria a 
través del medio absorbente fue fonnulada primero por Bouguer ( 1729), aunque algunas 
veces se le atribuye a Lambert (1768). Dividamos un medio absorbente homogéneo, 
como una solución química, en una serie de capas imaginarias del mismo espesor. Si 
dirigimos un haz de radiación monocromática a través de la solución, encontraremos 
que cada una de las capas absorbe una fracción igual de radiación o que cada capa 
disminuye el poder de radiación del haz en una fracción idéntica. Este descubrimiento se 
puede formular en forma matemática: 

di' -;¡¡; = Kil'o 

El signo negativo indica que la energía disminuye con la absorción . Po es la energía 
radiante incidente y P es la que sale de una capa del medio de espesor b. 

La disminución de la energía radiante por unidad de espesor del medio absorbente es 
proporcional a la energía radiante sea: 

di' 
-¡;~Kidb 

y resolviendo la integral entre los limites Po y P; y O y b: 

/'o 
l.Jt¡;"'Klb 

Por lo general la ecuación se escribe utilizando logaritmos base 1 O, lo cual solo 
cambia Ja constante: 

Po 
log-p=K2h 

La radiación transmitida disminuye en forma exponencial al aumentar en forma 
aritmética el espesor del medio absorbente. 

6. LEY DE BEER. 
En 1859 formuló la telación entre la concentración de la especie absorbente y el 

grado de absorción. Esta ley es análoga a la ley de Bouguer al describir una disminución 
exponencial de la energía radiante transmitida con un incremento aritmético en la 
concentración: 

di' 
--···=K.f' 

ilC 
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Resolviendo obtenemos: 

La ley de Bcer se explica solo para la radiación monocromática y en donde la 
naturale1.a de la especie absorbente permanece constante en el rango de r.oncentración 
en cucst ión. 

7. LEY COMBINADA DE BOlJGER·BEEK. 

Las leyes de llouger y llecr se pueden combinar fácilmente para obtener una 
expresión conveniente. Al estudiar el clbcto del cambio de concentración en la 
absorción, podemos notar que la longitud de la trayectoria a través de la solución se 
mantendrá como constante, pero que los resultados dependerán de la magnitud de este 
valor constante. En otras palabras K4 = f(b); en forma similar, en la ley de Bogue K2 = 
f(c). Substituyendo estas relaciones fundamentales en ambas leyes obtenemos: 

/'o 
{.og-

1
-; ~ f(c)h 

Las dos leyes deben aplicarse de forma simultánea en cualquier punto, así que: 

f(c)= f(b) e 

Separando variables: 

f(t:) =f(b) 
e h 

Ahora, la ünica condición para que las dos funciones o variables independientes 
puedan ser iguales es que las dos sean iguales a una constante. 

f(t:) /(h) . -e-= -h-= K o bien, f(c)=Kc y f(b)= Kb 

Al sustituir en la expresión de llouger o en la de lleer obtenemos el mismo resultado: 

/'u 
logp = j(c)h = Kbc 

Po 
log- = j(h)c =/\he ,, 

Donde Po y P son la energia radiante incidente y transmitida respectivamente. El 
termino Log Po/P es la ahi.orbanda y se le adjudica el termino A La b representa la 
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longilud de la trayectoria del haz de radiación a través del medio absorbente expresado 
en centímetros. Para la concentración del soluto absorbente c, se presenta con 
frecuencia en dos unidades diferentes, gramos por litro y moles por litro, claramenle se 
nota que el valor de la constante (K) dependerá del sistema de concenlración que se 
utilice; cuando e sen en gramos por litro se denomina absortividnd (a) y cuando este en 
moles por litro se denomina absortividad molar(&). 

Por lo anterior podernos redefinir las ecuaciones a la forma : 

A~Kbc 

La transrnitancia T = 
1
1' es sencillamente la fracción de la energla incidente que es 
'o 

transmitida por la muestra. El porciento de transmitancia es% T = -1~'·•100. " 
K. DESVIACIONES DE LA LEY DE BOUGER-BEER. 

De acuerdo con la ley de Bcer una gráfica de la nbsorbancia contra la concentración 
molar será una linea recta de pendiente igual n ch . Sin embargo las mediciones de los 
sistemas químicos reales dan grálicas de la ley de !leer que no son lineales en todo el 
rango de conccntracion que nos interesa Esta curvatura sugiere que t: no es una 
constante independiente de la concentración en estos sistemas. Se supone que el valor 
de & depende de la naturale'a de la especie absorbenle en solución y de la longitud de 
onda de la radiación La mayoría de las desviaciones de la ley de Beer que encontrarnos 
en la practica analítica se atribuye a la dificultad para controlar estos dos aspectos y, por 
lo tanto. se las puede llamar desviaciones aparentes por que retlcjan dificultades 
cxpcrimcntalc!-i mas que alguna insuficiencia de la ley de D~er por si nti1'ma. 

D. VALIDACIÓN. "-'' 

l. DEHNtCIÓN. 

La validución de un mctodo analítico es el proceso de determinar la estabilidad o dar 
una metodologin de datos analíticos útiles 

La validación de un mélodo analítico consiste en de1em1inar su exactitud y establecer 
la variabilidad 

La validación de un mdodo analítico es el proceso por el cual queda establecido por 
estudios experimcnlalcs que la capacidad del método sa1isface los requisitos para la 
aplicación anahtica deseada 
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2. LINEALIDAD DEL SISTEMA. 

a. /Jeji11icló11. 
Es la relación que se establece mediante un modelo ideal entre una propiedad flsica, 

quimica y/o biológica con la cantidad del f'annaco. 

h.Determi11ació11. 
Un analista debe preparar por lo menos 3 diluciones como mininio por duplicado, de 

manera independiente, a partir de una solución patrón, midiendo su propiedad bajo las 
mismas condiciones de medición. · 

c. Criterio de aceptación. 
-La relación entre la concentración y la propiedad medida,. debe• ser altamente 

significativa. . 
-El coeficiente de determinación de la relación lineal simple debe ser mayor a 0.98 

y/o la falta de ajuste a la relación lineal simple, no debe ser estadlsticamente significativa. 

3. LINEALIDAD DEL MÉTODO. 

a. /Jeji11icití11. 
Es la relación que se establece mediante una recta, entre una propiedad medible 

(cantidad del fármaco recuperado) y el valor real de la propiedad (cantidad del fármaco 
adicionado). 

h. /Jetermmación. 
Se detcrminarn con placebos adicionados de principio activo, (placebos cargados) 

cada una de manera independiente, cuando menos a 3 diferentes concentraciones 
incluyendo al 100 % , haciendo análisis por duplicado para cada concentración bajo las 
mismas condiciones de análisis. 

t'. Criterios ele uceptucián. 
-La relación lineal simple. cantidad adicionada-cantidad recuperada, deberá ser 

altamente significotiva 
-El coeficiente de determinación de la relación lineal simple de cantidad adicionada 

cantidad recuperada dehe ser mayor de 0.98 y/o la falta de ajuste a la relación lineal 
simple cantidad adicionada cantidad recuperada. no debe ser estadisticamente 
significativa. 

-La ordenada al origen de la relacion lineal simple cantidad adicionada cantidad 
recuperada, debera de ser estadi•tiramcntc i¡,,'Ual a cero 
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4. ESPECIFICIDAD. 

a.1Jeji11ic:ití11. 
Es la habilidad de un método analilico para obtener una respuesta debida únicamente 

a Ja sustancia de interés y no 11 Jos otros compone111cs de la muestra. 

h. Det1..•rt11inac:ió11. ,, . 
La especificidad consiste en: · ,· •. • , , , ' . · 
Analizar placebos del producto con el método propuesto e identificar las respuestas 

de el (los) activos, excipientes (en ca.so de tenerlos) yde otras sustancias auxiliares. 

c. Criterio de t1c.:eptació11. . . ) '.·::·~} ::~ · ... :,;· " .... 

-El método no debe responder a los placebos y su respuesta debe ser únicamente a la 
sustancia de interés. 

5. PRECISIÓN DEL MÉTODO. 

a. l'reci.litin (ll<'pmducihilidad y /lep<'lihilidml). 
La precisión del m~todo ::inctlitko es el grado de concordancia entre resultados 

analíticos individuales, cuando el procedimiento se aplir.a rcpetid1m1cnlc a diferentes 
muestras de una muestra homogénea drl producto. Usualmente se expresa en términos 
de desviación estándar. La predsion es d grado de Reproducibilidad y/o Rcpetibilidad 
del ml'todo analitil'O bajo conclicinncs normalc:s de operación. 

h. flt•pet1hilida./. 
Es la precisión de un mClrnJo analítico expresado como la concordancia obtenida 

entre determinaciones independientes re•ilizadas por un solo analista usando Jos mismos 
aparatos y técnicas. 

c. NL'¡Jtoducihilidml. 
Es la precisión de un mC1odo analítico expresado como la concordancia entre 

determinaciones independientes rcaliz.ulas pl\í diferentes analistas. en diferentes días, 
utilizando los mismos o difcri:ntes apilrntos 

,l /)l'/t'IWÜUtcit)JI. 

Se dehen lle\'ar a cabo cuando menos por dos analistas. en dos días diferentes y por 
triplicado cada muestra. 

Trabajar de, manera independiente partiendo de una muestra homogénea del 
producto, l'r.rcano al 100 % de la conccnlrarión teórica. 
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e. Criterio de accplaclón. 
-El coe!ieicnte de variación total debe cumplir con los lines para el cual el método 

será utilizado. 

Método Coeficiente de Variación 
Cromatogrnticos menor del 2.0 % 

Volumctricos menor del 2.0 % 
Químicos menor del 3.0 % 

EsnectrofotomCtricos menor del 3 .O % 
Microbiologícm, menor del 5 O% .. .. Tabla 1. Tabla que muestra los diferentes cocfic1entcs de vanac1on para mctodos 

analítico:; 

-La repctibilidad del mt\todo de medición dehe satisfacer los requisitos establecidos 
para el principio de medición y/o para la utilización del mt\todo de medición. Se evalúa a 
través del e~tadígrafo de contraste X' 

-La reproducibilidad interanalista debe '"tisfacer los requisitos establecidos para el 
principio de medición y/o para la utilización del método de medición. Se evalúa 
estadísticamente a través de la construcción de una tabla de análisis de varian1.a. 

ó. EXACTITUD. 

a. /Jefi11iciri11. 
Es la concordancia absoluta entre el valor de una propiedad medida 

experimentalmente (estimador) y su valor real de referencia (parámetro}. 

h. Determi11ació11. 
Analizar 10 muestras preparadas por adición de la sustancia de interés al 100 % de la 

cantidad etiquetada a un placebo del producto. 

'" ('rllerios ele acep1ació11. 
·El intervalo de confiania (LC.) para la medida debe incluir el 100 %. 
·El coeficiente de variación del método debe cumplir con el propósito para el cual va 

ha ser empicado. 

l>F.SARROl.IOY \'Al lnACIO!'\i !n. l'!'li MtlOUOA..~ALlrtt."'O P.\RAC\ 'A,,'TlnCARCl.ORlllllRATnm: 13 
n.SIU FRINA f.N SI 11.l \.'IÚ' on.\1 Mil',\ 
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7. ESTABILIDAD .. 

u. D•Ji11ició11. 
Son las condiciones en las cuales la muestra mantiene constante su propiedad medible 

en un lapso determinado.· 

h. Determinm:ir'm. 
Se determina mediante el análisis, por triplicado, de una muestra homogénea 

analizadas de manera independiente. Almacenar las muestras analizadas bajo distintas 
condiciones (ejemplo: temperatura ambiente, refrigeración, ele.). Durante un tiempo 
preestablecido por el analista. Analizar las muestras bajo las mismas condiciones de 
operación utilizando una solución patrón recientemente preparada .. para cada tiempo. 
de acuerdo a lo establecido la dclcnninación dchc ser efectuada por un mismo analista. 

c. Cril<!l'io Út! A"·,•ptac:iún. 
·La muestra ce; estable si Ja valoración de las muestras efectuadas es estadísticamente 

equivalente a la valoración inicial. 
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llJ. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Debido a que el mtótodo analítico propuesto por la Farmacopea Nacional de los 

Estados Unidos Mexicanos Edición 1992 para analizar Fenilefiina Clorhidrato mediante 

cspectrofotometria con separación por cromatografia, requiere de un lapso de tiempo 

relativamente largo (aproximadamente de 4 horas) con variables ditlciles de controlar ; 

se desarrollo un método analítico que requirió de un tiempo menor (aproximadamente 1 

hora) y con variables mas iaciles de controlar, lo que representa ventajas evidentes de 

aplicación. Por todo lo anterior se realizaron las determinaciones de los parámetros 

experimentales y sus respectivos análisis estadlsticos , los cuales son necesarios para 

OJ!timizar y validar el método en cuestión, y de esta manera establecer que el método 

desarrollado es el adecuado para utilizarse en el laboratorio como prueba de rutina (en 

producto a granel y producto terminado). Y esto por que el método dilucidado resulto 

ser exacto, especifico, preciso y líneal. 



7.A.\IURA RAMIKF.7. H/C,\JUXJ 

IV. OBJETIVOS 

• Desarrollar un método analítico para cuantificar Clorhidrato de Fenilefrina en un 

producto oftálmico que requiera un menor tiempo de nn.álisis y variables controladas. 

• Determinar la exactitud y establecer la variabilidad del método analítico para 

cuantificar Clorhidrato de Fenilefrina en una solución oftálmica. 

llF~!it.\RHOI J.O ,. \'AJ.IUACJÓS OE ~ Ml1nuo ANA!.JI ICU ~ARA C.:UAN1lt'ICAR C.'l.OR)llDRAlO m: 16 
H:Nll.H'RISA F.N st)l.l;CIÓS nrrAl.\llCA 
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V. HIPÓTESIS 

Evaluando los parámetros precisión (repctibilidad -y reproducibilidad), exactitud, 
- . 

linealidad y especificidad del método analítico ~spectrofotométrlco d_esariollado para 

cuantificar Clorhidrato de Fenilefrina en una solución oftálmica !le establecerá la validez 

de los resultados que proporcione, y con ello la conveniencia de utilizarlo como método 

de control de calidad en pniebas de rutina. 

I>F:SARHOLl.0 r \'Al.ll)A(.'IÓS o~: t:S \IÍTOOO A.llVAIJTI('() PARAL'llA.~'flfIC,\R CIORllJDRATO [lF. 17 
FF.Sll.f:FRISA ES S\>l,l'CIÓS lH·rAi.AllCA 
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VI. 1m:TODOLOGÍA 

A. MATERIAL Y MÉTODO 

• llalanza analítica Sartorius 1801 

• Espcctrofotómctro U.V. y visible pye unicam sp 8-400 

• 20 Matraces volumétricos de 25 mi . PYREX 

• JJ Matraces volumétricos de 50 mi. PYREX 

• 2 Matraces volumétricos de 100 mi. PYREX 

• 4 Pipetas volumétricas de 1 mi. PYREX 

• 2 Pipetas volumétricas de 2 mi. PYREX 

• 7 Pipetas volumétricas de 3 mi. PYREX 

• 4 Pipetas volumétricas de 4 mi. PYREX 

• 4 Pipetas volumetricas de 5 mi. PYREX 

• 1 Pipeta volumétrica de JO mi. PYREX 

• 1 Matraz Erlen /l..feyer de 50 mi. PY REX 

• 1 Probeta graduada de 50 mi. PYREX 

B. REACTIVOS 

t Fenilefrinu Clorhidrato patrón primario. Sigma 

t Levofenil producto terminado. Laboratorios Grin S.A. de C.V. 

• Tetraborato de Sodio al 5 % . J.T. Daker R. A. 

t Ferricianuro de Potasio al 4 %. J. T. Baker R.A. 

t 4-Aminoantipirina al 3 %. J.T. Baker R.A. 

t Agua Destilada Teissier. 
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C. PROCEDIMIENTO 

l. LINEALIDAD Y PRECISIÓN DEL SISTEMA. 

• Pesar SO mg de Clorhidrato de Fenilefrina patrón primario y transferirlos a un matraz 
volumétrico de 100 mi, disolver y aforar con agua destilada. 

• De la anterior solución extraer las siguientes alícuotas: J de J. 7 mi (74%), 6 de 5 mi 
(100%) y J de 6.J mi (126 %), y transferirlas a 12 matraces de 25 mi, diluir y llevar a 
volumen con agua destilada; mezclar. 

• Tomar una alícuota de 4 mi de cada matraz y transferirlas a matraces volumétricos de 
50 mi rotulados, que contengan previamente 40 mi de Tetraborato de Sodio al 5 %. 

• Adicionar 40 mi de Tetrahorato de Sodio al 5 % en otro matraz volumétrico de 50 mi 
y etiquetarlo corno blanco de reactivos 

• A cada uno de los 1 J matraces anteriores, el blanco de reactivos, el patrón de 
referencia y muestras, y en ese orden, adicionar 1 mi de Fenicianuro de Potasio al 4 
% y un 1 de 4-Aminoantipirina al 3 %. Aforar con Tetraborato de Sodio al 4 % y 
mezclar. 

• Inmediatamente detcnninar la absorbancia del patrón de referencia y de las muestras, 
con un espectrofotómetro en celdas de 1 cm, a una longitud de onda de 490 nm, 
empleando el blanco de reactivos como blanco de ajuste. 

2. EXACTITUD DEL MÉTODO Y ESPfflFIClf)AD DEL MÉTODO 

• Pesar JO mg de Clorhidrato de Fenilefrina patrón primario y transferirlos a un matraz 
volumétrico de 50 mi, disolver y aforar con agua destilada. Mezclar. 

• Pesar por sextuplicado JO mg de Fenilcfrina clorhidrato patrón secundario (•justado 
al 100) y translf:rirlos a matraces volumétricos de 50 mi; disolver y aforar con 
placebo, mezclar En olro matra, volumétrico de SO mi adicionar placebo hasta el 
aforo y etiquetarlo como tal. 

• Tomar una alícuota de 4 mJ de cada uno de los matracr.s y transferirlos a respectivos 
matraces volumétri.:os de 25 mi. llevar al volumen coo agua destilada y mezclar. 

• F..xtraer alícuotas de 4 mi de cada uno de los anteriores matraces y transferirlos a 
matraces volumetricos de 50 mi, que previamente contengan 40 mi d~ Tetrahorato de 
Sodio al S % e identificados 

• Adicionar 40 mi de Tctrahoraro de Sodio al S % en otro matraz volumCtrico de SO mi 
y etiquetarlo como blanco de reactivos 

• A cada uno de los <> matraces nnteriores, el blanco de reactivos. el patrón de 
re!Crcncia y muestras y el placebo, y en ese orden, adicionar 1 mi de l'erricianuro de 
Polasio al 4 % y de 4-Aminoanripirina al 3 % Aforar con Tellahorato de Sodio al 4 
% y mezclar 

Ul·SAl!ROl.IO Y \'Al 111\l'IO'\: IJI l·\ '11 hll)l\,\~·\l.ITIU•l'.~lt:\U A\lll IC\N.t'UIHlllURXJtJIW, 
H.,Jl}llU'A P,!'0/1 UO'\OnAI \lle\ 19. 
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• Inmediatamente detcnninar Ju absorbancia del patrón de referencia, las muestras y 
finalmente del placebo, con un espectrofotómetro en celdas de 1 cm, a una longitud 
de onda de 490 nrn, empleando el blanco de reactivos como blanco de. ajuste . 

3. LINEALIDAD DEL MÉTODO 

• Pesar 30 mg de Clorhidrato de Fenilefiina patrón primario y transferirlos a un matraz 
volumétrico de 25 mi, disolver y aforar con ab'lla destilada. Mezclar. 

• Pesar por triplicado: 25.5 mg (85 %), 30 mg (100%); y 36 m& (120%) de 
Clorhidrato de Fenilefiina patrón secundario y transferidos a matraces volumétricos 
de 25 mi, disolver y aforar con placebo. 

• Tomar una alfcuota de 2 mi de cada matraz y transladarlas a matraces volumétricos 
de 25 mi, diluir con agua destilada y mezclar. 

• Extraer alícuotas de 4 mi de cada uno de los anteriores matraces y trnnsferirlos a 
matraces volumétricos de 50 mi, que previamente contengan 40 mi de Tetraborato de 
Sodio al 5 % . 

• Adicionar 40 mi de Tetraborato de Sodio al 5 % en otro matraz volumétrico de 50 mi 
y etiquetarlo como blanco de reactivos. 

• A cada uno de los matraces indicados, el blanco de reactivos, el patrón de referencia 
y muestras, y en ese orden. adicionar 1 mi de Ferricianuro de Potasio al 4 % y de 4-
Aminoantipirina al 3 %. Aforar con Tetraborato de Sodio al 4 % y mezclar. 

• Inmediatamente determinar la ahsorhancia cjcl patrón de referencia, las muestras y 
finalmente del placebo, con un cspcctrofotómetro en celdas de 1 cm, a una longitud 
de onda de 490 nm, empleando el blanco de reactivos como blanco de ajuste. 

4. PRECISIÓN DEL MÉTODO 

• Pesar 30 mg de Clorhidrato de Fenilefrina patrón primario y transferirlos a un matraz 
volumétrico de 25 mi, disolver y aforar con agua destilada. Mezclar. 

• Extraer una alícuota de 5 mi de la solución anterior y transferirla a un matraz 
volumétrico de 25 mi, diluir hasta el aforo con agua destilada y mezclar. 

• Mezclar el contenido de 7 frascos de lcvofenil producto terminado en un matraz 
Erlen Meyer. 

• Extraer tres alícuotas de 2 mi ele la solución anterior y venirlas en respectivos 
matraces volumétricos de 25 mi, diluir hasta el aforo con agua destilada y mezclar. 

• Obtener alicuotas de 4 mi de cada uno de los anteriores matraces y del matraz con el 
patrón referencia y transladarlos a matraces volumétricos de 50 mi , que previamente 
contengan 40 mi de Tetraborato de Sodio al 5 % 

• Adicionar 40 mi de Tetrahorato de Sodio al 5 % en 01ro matraz volumétrico de 50 mi 
y etiquetarlo como blanco de reactivos. 
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• A cada uno de los matraces indicados anteriormente, el blanco de reactivos, él patrón 
de referencia y las muestras, y en ese orden, adicionar 1 mi de Ferricianuro de 
Potasio al 4 % y de 4-Aminoantipirina al 3 o/o. Aforar con Tetraborato de Sodio al 4 
%y mezclar.· 

• lnmediatanientc determinar la absorbancia del patrón de referencia y las. muestras 
con un espectrofotómetro en celdas de 1 cm, a una longitud de onda de 490 nm, 
empleando el blanco de reactivos como blanco de ajuste. " 

S. ESTABILIDAD ANALÍTICA DE LA MUESTRA. 

• Pesar 50 mg de Clorhidrato de Fenilefiina patrón primario y transferirios a un matra;< 
volumétrico de 50 mi, disolver y aforar con agua destilada. Mezclar. 

• Extraer una allcuota de 3 mi de la solución anterior y. vertida en un matraces 
volumétrico de 25 mi, diluir hasta el aforo con agua destilada y mezclar. Identificarlo 

. como matraz No. 1. 
• Mezclar el contenido de 5 frascos de Levofenil en un matraz Erlcn Meyer. 
• Tomar una alícuota de 10 mi del matraz anterior y vertidas en respectivos matraces 

volumétricos de 50 mi; aforar con agua destilada y mezclar. Identificarlo como 
matraz No. 2. 

• Extraer tras alícuotas de 3 mi del matraz No.2 y una alícuota de 3 mi del matraz No. I 
y colocarlos en matraces volumetricos de 50 mi , que previamente contengan 40 mi 
de Tetraborato de Sodio al 5 % . 

• Adicionar 40 mi de Tetraborato de Sodio al 5 % en otro matraz volumétrico de 50 mi 
y etiquetarlo como blanco de reactivos. 

• A c:ada uno de los matraces indicados anteriormente, el blanco de reactivos, el patrón 
de referencia y las muestras, y en ese orden, adicionar 1 mi de Ferricianuro de 
Potasio al 4 % y del 4-Aminoantipirina al 3 %. Aforar con Tetraborato de Sodio al 4 
% y mezclar 

• Inmediatamente determinar la absorbancia del patrón de referencia y las muestras 
con un espectrofotómetro en celda. de 1 cm, a una longitud de onda de 490 nm, 
empicando el blanco de reactivos como blanco de ajuste. 

• Extraer 18 alícuotas de 3 mi del matraz No.2 y vertirlas en matraces volumétricos de 
50 mi. que previamente contengan 40 mi de Tetraborato de Sodio al 5 % . 

• Tres de los aoteriore. matraces etiquetarlos como temperatura ambiente 24 horas y 
tres como temperatura amhiente 72 hora.~ y colocarlos en donde perciban los cambios 
de temperatura a través del dia 

• Rotular otro grupo de J matraces como refrigeración 24 hrs y tres mas como 
refiigeración 72 hrs, transforirlos a un refrigerador. 

• Etiquetar dos grupos de 3 matraces como obscuridad 24 hrs y obscuridad 72 hrs y 
colocarlos en un sitio obscuro 

• Transcurrido un lapso de 24 horas. preparar la solución del patrón de referencia 
efectuando las operaciones 1 y 2. 
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• Tomar unas allcuota de J mi del matraz No. 1 y ve11er en un matraces volumétrico de 
50 mi , que previamente contenga 40 mi de Tetraborato de Sodio al S % . 

• Sacar del refrigerador el grupo de matraces rotulados como refrigeración 24 hrs y 
permitir que alcancen la temperatura ambiente. 

• Efectuar la operación 6. Y las operaciones 7 y 8 para los matraces rotulados como 
refrigeración 24 hrs, obscuridad 24 hrs y temperatura ambiente 24 hrs. 

• Transcurridas 72 hrs, preparar la solución del patrón de referencia efectuando las 
operaciones 1,2 y 13. 

• Reali•.ar la operación 14 para el grupo de matraces etiquetados como refrigeración 
72~ . 

• Efectuar la operación 6. Y las operación sucesivas 7 y 8 para los matraces rotulados· 
como: refrigeración 72 hrs, obscuridad 72 hrs y temperatura ambiente 72. hrs. · 
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6. DIAGRAMA lJE FLUJO. 

(SISTEMA) 

LINEALIDAD V PRECISIÓN 

Pesar 50 mg de Fenilefrina HCL 
patrón primario. , 

.j. 
Disolver con agua destilada y 
n 100 mi· ·· 

.j. 

J. 
Tomar 3 alicuotas de J. 7 mi. 
6 de 5 1111y3 de 6.3 mi 

J. 
Transferir alícuotas de 4 mi de cada 
matraz a volumétricos de 50 mi 
que conlcngan 40 mi de Tclrahorato 
de Sodio al 5 % . 

.¡.-
Preparar un blanco de reactivos 

J. 
Efectuar una reacción colurida con 
Ferricianuro de Potasio al 4 % y 
4-Aminoantipirina 

J. 
A!brar los matraces con 
Tctmborato lle Sodio al 5 % 

J. 
Determinar las absorbancias de 
cada uno de los matrac~s a 490 n111 

(MÉTODO) 

EXACTITUD\' ESPECIFICIDAD 

Pesár 30 mg de Fenilefrina HCL 
Patrón primario· 

.j. 
Disolver con agua destilada y aforar a 50 mi 

J. 
Pesar 6 muestras de 30 mg de Fenilefrina 

Clorhidrato 
Patrón secundario 

J. 
Disolver con placebo y aforar a 50 mi 

J. 
Tomar alícuotas de 4 mi de cada matraz y 
diluir a 25 mi con agua destilada. 

.!. 
Transferir alícuotas de 4 mi de cada 
matraz a volumCtricos dt! 50 mi 

que contengan 40 mi de Tetrahorato de 
Sodio al 5 %. 

J. 
Preparar un blanco de reactivos 

1 . 
F.fcctuar una reacción colorida con 

Fcrricianuro de Potasio al 4 % y 
4-Aininoantipirina 

J. 
Aforar los matraces con 
Tctraborato de Sodio al S % 

.l. 
Dclcr minar las absorhancias de 
cada uno de los matraces a 490 nm 

IJES...\kklll.1.11 \" \"Al llMl'IOS llf.I ~s M~.TOl>I) \~ \l.fl in 11'.\fl \ n !,\\'"J U"ll'.\k ("(.OkllltlRATO f>f. 
n.MIJ;J'NISA ... ~ Sfll l 'Cl(I\' 1 irrAL~lll'A 23 



LINEALIDAD DF.L MÉTODO 

Pesar· 30 mg de Fenilefriná llCI 
patrón primario · 

. .J. 
Disolver' y aforar a 25 mi con 
agua destilada . 

.j. 
Pesar por triplicado 25.5 mg, 
30 mg y 36 mg de Fcnilcfrina 
Patrón secundario 

.j. 
Disolver y aforar a 25 mi con 
placebo. 

matraz 
Tomar alícuotas de 2 mi de cada 
matraz y diluir a 25 mi con agua 
destilada 

.j. 
Transferir 4 mi de cada matraz a 
matraces aforndos de 50 mi con 
40 mi ele Tctraborato de Sodio 
al5%. 

.J. 
Preparar un blanco de reactivos 

.J. 
Efectuar la reacci6n colorida con 
Fcrricianuro de Potasio al 4 % y 
4·Aminnantipirina al J %. 

! 
Determinar la ahsorhancia de Jos 
matraces a 490 11111 

ZA.\I( HM RAMIRf:Z RICARl>l 1 

PRECISIÓN DEL METOllO 

Pesar 24 rng d~ Fe~ilefrina 1 ICI 
Patrón primario · · 

.J. 
Disolver y aforar a 50 mi con 
agua destilada · 

.J. 
Tomar una alícuota de 5 mi y diluir 
a 25 mi con agua destilada 

.J. 
Mezclar el contenido rle 7 frascos 

de levofcnil 
.j. 

Tomar 3 alicuotas de 2 mi del 

anterior y diluir 11 25 mi con agua 
destilada 

J. 
Transforir 4 mi de cada matraz n 
matraces aforados de SO mJ con 
40 mi de Tetrahorato de Sodio 
al 5% 

J. 
Preparar un blanco de reactivos 

.[, 

Efectuar la reacción colorida con 
Ferricianuro de Potasio al 4 % y 
4-Aminoantipirina al 3 % . 

.j. 

Determinar Ja ahsorhancia de los 
matraces a 490 nm 

IJESAIUUJLLO r \'Al lllr\l'ICl!'IO IW l'r..' MfTOIHJ ,\N·\lfnn1 r,\ffAl'l~1\STIFll'AR ('(.Cll(llJIJR.\Tll IJE 
íF.Sll.1-:fRINA fN se 11.l ,l'lllN ( lrTAl.Mll'•\ 24 
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VII. Rt:SULTAOOS 

A. LINEALIDAD DEL SISTEMA 

CONCENTRAí:IOl'i AUSONHANCIA PONCENTAJE 
MICROGRA\IOS/ML OBTENIDA 

5 9200 0.375 73.8189 
5 9200 o 373 73.4252 
5.9200 0.374 73.4252 
8 0000 0.508 100.0000 
8.0000 0.508 100.0000 
8.0000 0.509 100.1969 
10.0800 0643 126.5748 
10.0800 0.643 126.5748 
10.0800 0.644' 126.7717 

Tabla 11. Resultados analilicos de la cantidad de fenilemna adicionada contra la 
absorbancia para la linealidad del sistema 

l. CALCULO DU PARAMllTROS USTADISTICOS 

:E X•Y = 39.2966 :EX= 72.0000 

r. y =2.4365 E (X')= 601.9584 

I:(Y •)=4.577 t. (X)'= 5184.0000 

l:(Y)'= 20.9489 D = nt = 0.0647 

R = 0.9999 

l:(Xi- ,\')'= 25.9584 



2. GRAFICO DE LINEALIDAD DEL SISTEMA 

LINEALIDAD DEL SISTEMA 

0.8 ~----------
0.6 

0.4 

0.2 

o 
5.92 8 

CONCENTRACION 
(MCROGRAMO&M...) 

10 

3.CONTRASTE DE HIPÓTESIS PARA B. 

Con una: 

Obtenemos: 

Hipótesi• Ho = A = b = O 
Hipótesis alterna Ha= A= b ., O 

S y/x = 0.0137 

' Sy/x=0.0155 

Tcal = -0.3788 
Ttah1,,,.,,,= 2.365 

arca de aceptación 

-0.2.3650 < ·0.3788 < 2.3650 

RICARíXJlAMURA ft.\MIRt:l 

·-------, 
!-Serie1 ! 

Sr arrpta llo la ord•nada al orlgrn es lr.ual a rrro 

l>Uir\RROUO \" \',\JJf)!\(.'JÚ\ m: t ,, Ml:Tol.>O .\.~,\J.IT!cn p.\ff,\ ct:A~l ll-1CAR CIJ JRllll>RA1U f>F. 26 
H'.~11.f .. 'RJ"SA EN SCJI l'Clcl'i un Ar .J\fC..\ 
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4. CONTRASTE DE HIPÓTESIS PARA LA PllNDlllNTE 

Hipótesis : Ho B = m = 1 
flipó_tcsis altc_ma Jla := B = m ·"" 1 : 

Obtenemos :. 
Tcal "'2.3382 

11ah1,,,,"1 = 2.365 

Área de aceptación : 

-0.2.3650 < 2.3383 <2.3650 

Se acrota 11 o I• pendiente e• igual a 1 

B. PRECISION DEL SISTEMA 

CANTIDAD PORCF.NTAn: 
OBTF.Nll>A DE ACTIVO 

IMICROGRAMOS\ 
8 0[!00 t00.0000 
8031 s 100.3938 
8 0157 100. 1963 
7.984.l 99.8038 
8.03 t 5 100.3938 

~---· 

7 9843 99.8038 .. . .. ... 
Tabla 111. Resultados anaht1cos de prec1s1on (repcub1hdad) del sistema 

1 CALCULO DE PARAMETROS ESTADISTICOS. 

X= I00.0986 
s = 0.2711 

Hipótesis: La desviación es menor o igual al 2.0 %. 
Hipótesis alterna : La desviación en mayor al 2.0 % 

Obtenemos que: 

xi cal =0.0919 

xi liab'°"''~ 12.83 

l>l::SAMMUIJtJ\' \'Al.IUACJÚ~ m.11s ME ll)J)C),\SAl.tnro PAHACllASTffll',\RCIJ>RlllORATOUF: 27 
fESll.F.fRIN,\ ~:~ SOl.l T('f(JN IJFT.\1.1\fCA 



Área de aceptación: 
00919 < 12.83 

RICARl>tJ ZAMORA RAMIREZ 

Se ar.tota llo ; por consiguiente la desviarión es menor o igual al 2.0 °/o 

C EXACTITUD DEL METODO AL 100 % 

CANTIDAD CANTIDAD PORCENTAJE 
ADICIONADA RECUPERADA DE 

IMICROGRAl\IOS) CMICROGRAMOSI RECOBRO 
7.6800 7.7270 100.6120 
7.6800 7 7113 100.4079 
76800 7.6643 99.7927 
7.6800 7.6800 100 0000 
7.6800 7.6957 100.2044 

Tabla IV. resultados analíticos de la exactitud de metodo al 100 %. 

1. CALCULO DE PARAMETROS ESTADISTICOS 

Hipótesis µ = 100 % 
Hipótesis alterna µ "1' 100 % 

obtenemos: 
Tcal ~O 1641 

1/ah1, •. ,,,= 2.5710 

Área de aceptación-

-2.5710<0.1641 <2.5710 

Se 11rrpta llo lo uur significa gur mrdi• murstrM H i1u1I al 100 º/o 

O. ESPECIFICIDAD DEL METOl>O 

SOLUCION ABSORBANCIA 
fnm) 

ESTANDAR 490 
PLACEBO CARGADO 492 r-·------------ - -- - ---·-·- --------

PLACEBO -001 

Tabla Y Resultado!!. de la C<ipcc1fo..uiad del mCtodo 

!)t~í~~ .. ~~:~:\J ,\ \;~!, 1:?¡~~-:~~.:!ul·~~~~·11I)( 1 ·\' o\J 1 ne~ t I' \RA l'I ·\'\ l llll . .\R l"!.IJRlllURAIO l>F 28 
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E. LINEALIDAD DEL METOOO 

CANTIDAD CANTlllAD l'Ol<CENTArn DE 
ADICIONADA RF.CUl'F.RAl>A RF.COBllO 

IMICROGRAl\IOS) (MILIGRAl\IOS\ 
6.528 6.5428 85.1927 
6.528 ú.5428 85.1927 
6.528 6.5272 84.9896 

7.6800 7.C.800 100.0000 
7.6800 7.6857 100.2028 
7.6800 7.6856 100.20) 1 

9.2600 íJ.222::? 120.0781 
9.2600 9.1911 119.6758 
lJ.2600 9.1911 119.6758 

TAíll.A VI. Rcsult¡idus a11ali1icos de la linealidad del mélodo 

l. CALCULO DIJ PARAMIJTROS ESTADISTIC'OS. 

EXY=5S9.SOIS E X= 70.2728 

¡;y= 70.2728 ¡; ( .\'') = 599.5955 

¡; ( )'') = 559.4095 E (X)' = 49J8.l540 

¡; (¡')'= 49.18.2664 1:1=m=0.9CJ08 

r = 0.9999 A= b = 0.0718 

l:(.\'i-X)'= 10.9118 



2, GRAFICA DE LINl;ALIDAO DEL METODO 

~ 

ºº ~~ -w .... a. 
z :::::> 

"'º (,) w 
a: 

LINEALIDAD DEL METODO 

10 

8 

6 

4 

2 

o 
6.528 7.68 9.26 

CANTIDAD ADICIONADA 

3,CONTRASTE DE HIPÓTESIS PARA U 

l lipótcsis l lo '" A = b = O 
Hipótesis alterna l la = A = h " O 

Con unas: 

• S y/x ~ 0,0330 y Sylx = 0,0374 

Obtenemos: 

Tcal = 0,8040 y Tll1h1,,,,, = 2.365 

área de aceptación 

-0,2,3650 < 0,8040 < 2.3650 

RlCARIX>l.\MORA RAMIRY.1. 

_____ , __ , 
,-Serie1 ¡ 

Se acrpta Hola ordtn!!da 111 origen es Igual erro 

()l·:SARROl.IO y VAIJl>ACJÚN r>F. t:N MtTOllO ASAJ.tnco PARA Cl 1 A~Tlf:IC'AR CI URHIDR,.\TO DE 10 
n~sn.FFRl~A EN St)(.l'CIÓ'I OFJ'All\f(.',\ 



4. CONTRASTE DE HIPÓTESIS PARA LA PENDIENTE 

llipótcsis : Ho B = m = 1 
Hipótesis alterna Ha= 1.1 = m; 1 

Obtenemos: 

Tcal = -0.0230 y 1iah1,,,,¡= 2.365 

Área de aceptación : 

-0.2.3650 < -0.0230 < 2.3650 

Se ncr11ta la prndirnte es igual a 1 

F. PRECISIÓN DEL MÉTODO 

l>IA l 

ANALISTA l 100.2044 
100.0000 
100.0000 

100.0000 
ANALISTA 2 99.7969 

99.7969 

RICi\RIXJ Z.AM<>RA RAMIKJ::Z 

DIA 2 
99.5938 

100.2031 
100.0000 

100 2031 
100.0000 
100.4063 

Tabla VII. Porcoento de recobro por día y por analista para la precisión del 
mctodo (reproducibilidad) 

l. CALCULO DE PARAMETROS ESTADISTICOS 

Yi' ¡;;; = 120040. 9343 

!' .. ' 
ahc ~ 120040.9035 

r;¡' ~ 120041.1065 
e 

l"ijk, = 120041.4369 

l".J' = 120040.9069 
ac 
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TABLA DF: ANAl>l::VA 

FUENTE GRADOS DE SUMA llt: MElllA llf. FDF. 
tn: F.l(ROR LlllERTAll CUADRADOS CUAlllL\IJOS CALCULO 

Ai 1 0.0380 0.038 0.1825 
Bj 1 3.40• 10 3.40•10 0.0201 

ADji 1 0.1688 0.1688 4.0872 
Eiik 8 0.3340 0.0413 

Tabla VIII. Talila de análisis de varianza para la precisión del método (reproducihilidad). 

B. ANALISTAS. 

C. DiA. 

~n·•ml!,tl = 161.4 

como: F cal= 0.1825 

F cal ( 0.1825) <T tab (161.4) 

110 rtistt~ eferfo nnr rl nnnli~tn 

/·~u·m~UI = 161.4 

como : F cal = 0.1825 
F cal ( 0.0201) < T tab (161.4) 

no e~btr rfrrlo drhido ni día 

D. INTER.t\CCIÓN ANALISTA-DÍA. 

f;,,~1\l!l.•I= 5.32 
como: 

F cal ( 4.087.l) < T tah (5 32) 

no nl•tr rl't•rto tlrhido n In lntrr:trrh\n nnall•tn din 



G. ESTABILIDAD ANALITICA DE LA MUESTRA 

DIA 1 TEMP.AMD. Rft"RIGERACION OBSCURIDAD 
%0EACTIVO % DE ACTIVO %DEACTIVO % DE AC:TIVO 

101.0875 100.8736 101.3097 1013097 
101.3042 101.0917 101.5278 101.0917 
101.0875 101.0917 1013097 101.7472 

X e 101.1597 X~ 101.0190 X= IOl.3824 X~ 101.3829 
s = 0.1251 S=0.1259 S=0.1259 s = 0.3338 

Tabla IX. tabla de estabilidad analítica de la muestra bajo los difercnlcs factores, 
evaluados en las primeras 24 horas. 

TEMP.Al\IU. REfRIGERACION OBSCURIDAD 
% DE ACTIVO % DE ACTIVO % DE ACTIVO 

100.087~ 101 8ó% 101.3042 
101.8694 1o1.3042 101.5222 
101.0875 1011)875 101.7391 

X= 101.0875 X~ I00.8696 X= IOl.5218 
s = 0.4514 s = 0.4043 s =0.2175 

Tabla X. Tabla de estabilidad analítica de Ja muestra bajo diferentes factores, 
evaludados en las primeras 72 horas 
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H. RESUMEN DE RESULTA DOS 

DETERJ\llNACION CRITEIUO DE RESULTADOS 
ACEPTACION 

LINEALIDAD DEL D=m= 1 m = 1 (-2.365<-0.37K8< 
SISTEMA A= b=O 2.365) 

b =o (-2.365< 2.3382<2.365) 

PREC.ISIO:'li DE c.v. <2.0% C.V.<2.0% 
SISTEMA )( TAll <J(i CAL 0.0919 < 12.83 

(llEl'ETllll LI DA I>) 
·. 

EXACTITUD DEL ¡t= 100% Jl.;, 100% 
J\IETOI>O AL JOO 'Vo T tab <Tcat · -2.571 <0.1641 <2.571 

ESPECIF'ICIDA.D DEI;· .• ,'. La respuesta será 
l\IETOl>O : úniéamente debida a la ACEPTADA 

sustnncia de interés 
·.:' 

" 
LINEALll>AD .DEL ll=m= 1 m = 1 (-2.365<0.8040<2.365) 

METODO' A=b=O b =o (-2.365<-0.0230<2.365) 
. .-··, .• 

... 
PllECISION DEL Tabla de ANADEVA 

l\IETOl>O l. Analisla Fcnk Ftab 0.1825< 161.4 
(llEPIWl>UCllllLlllAD) JI. Dia F cak Ftab 0.0201< 161.4 

IJl.lnteracción analista-día 4.0873< 5.320 
Fcak Ftab 

ESTABILIDAD 
ANAl.ITICA IJE LA DE.< 1.0% D.E. < 1.0% 

MUESTRA 

.. 1 abla XI. Tabla que contiene un resumen de los resultados de la validación analihca 
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VIII. DISCUSION DE 1u:su1,TADOS • 

. . . -

En los resultados correspondientes a linealidad_. del sistema .. observamos. que la 

absorbancia presenta una correlación lineal positiva ~ la é~nticlad d~ feniiefrina presente 

en cada muestra; con una pendiente estadlsticam~nte i~alFI };.ll~~~rd~n~da al~rigen 
igual a cero, confirm~mos que tenem~s u~a·~o~i~ciÓna;;;¡,1~\Ji~de°'Jas_.variabl~s (r = ·. 

0.9999), El error proporciÓnal ~v~~~dÓ~n i~e ¿aso ~~in~ignin~illtíe'~ por,~oñ~lguiente 
podemos decir qu~ se c~~pli~,.¿¡; ~ó~ iris·~k;.ki:t~~~·';~'fici~:t~s ~~ra afl~a~ que el 

":,:"·,>·.:~·,-·- ,·';.>:_,,:, ,. '.·;".',' -"·" - ·-'.'.'~ .. '._,,._/'~e·;·,:'. 
sistema es lineal. 

Con respectoa l~prcci~i6~\1~l~i~teiriá(r:pe;i~ili~~j) ~lmzi~d~ ~~m~;~t¡distica de 

prueba X y con una región de recha¡o del 0,05% confirmamos que nue¿tro método es 

repetible ya que la di~per~ión asociada a las c~ntidades .de activo valoradas fue menor al 

limite del 2.0 %, consecuentemente nuestra hipótesis nula es verdadera y el sistema es 

preciso. 

Los resultados obtenidos durante la evaluación del parametro denominado precisión 

del método nos indican que el error constante a un porcentaje fijo es estadísticamente no 

slgnlflcativo (Tcak Ttab) por lo que inferimos que la cantidad de fcnilefrina recobrada 

es estadísticamente igual a la cantidad adicionada del placebo, asi mismo el método es 

exacto. 

El método es especifico para el principio activo, es decir se obtiene seftal debido 

ilnicamente al principio activo valorado sin interferencia de los demás excipientes de la 

formulación, esto lo dilucidamos por que las absorbancias para el estándar y el placebo 

cargado son 490 y 493 respectivamente y la correspondiente al placebo es de -0.001 . 

Con referencia a la precisión del método (reproducibilidad) el modelo estadístico 

utili1.ado para representar una relación lineal inicialmente hipotética entre las variables 

nos demuestra que no existe significación en nuestra variable de respuesta 

(concentración de activo) cuando el método es sometido a los factores de variación 

analista y día, e igualmente presenta insignificancia la interacción de estos dos factores; 

rcsumiblemente obsrvamos que el efecto que presentan el analista y/o el día carecen de 
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VIH. DISCUSION DE Ht:SUl.TADOS. 

En los resultados correspondientes a linealidad del sistema observamos que la 

absorbancia presenia una correlación lineal 'prisitiva a la cantidad de fenilefHna presente 

en cada muestra; con una pendiente estadlsticamente igual a 1 y una ordenada al origen 

igual a cero, confirmamos que ten~mo~: una asociación aceptable de las vari~bÍe.s . (r ~ 
o.9999). El error proporcional evaluado en este caso es insignificante y p~r:co~sig1Íiénte . 

podemos decir que se cumplieron. eón los parámetros_ sullcient~s para afinnar que el 

sistema es lineal. 

Con respecto a Ja precisión del sistema (repetibilidad) utilizando é¿n10 estadística de 

prueba x y con una región de reehaz~ del 0.05% conílrrnaníÓs.qiic ¡;~~sir~;~étod~ es 

repetible ya que la dispersión asociada a las cantidades de activo ~alorádas fue menor al 

limite del 2.0 %, consecuentemente nuestra hipótesis nula es verdadera y el sistema es 

preciso. 

Los resultados obtenidos durante la evaluación del parámetro denominado precisión 

del método nos indican que el error constante a un porcentaje fijo es estndisticamente no 

significativo (Tcak Ttab) por lo que inferimos que la cantidad de fonilefrina recobrada 

es estadísticamente igual a la cantidad adicionada del placebo, asi mismo el método es 

cxacco. 

El método es especílko para el principio activo, es decir se obtiene seHal debido 

únicamente al principio activo valorado sin interferencia de los demás excipientes de la 

formulación, esto lo dilucidamos por que las absorbancias para el estándar y el placebo 

cargado son 490 y 493 respectivamente y la correspondiente al placebo es de -O 001 

Con referencia a la precisión del método (reproducibilidad) el modelo estadístico 

utilizado para representar una relación lineal inicialmente hipotética entre las variables 

nos dcmuesrra que no existe significación en nuestra variable de respuesta 

(concentración de activo) cuando el método es sometido a Jos factores de variación 

analista y dia, e igualmente presenta insignificancia la interacción de estos dos factores; 

resumiblementc obsrvarnos que el efecto que presentan el analista y/o el día carecen de 
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significancia en los resultados durante la valoración del activo,' 'consecucmemcnle 

nuestro error aleatorio es nulo y el método es reproducible.' 

refcrentemcnte a la estabilidad analltica de la muest~¡ en cada una de las 'condiciones 

evaluadas obtenemos una estabilidad de la muestra, áce~ta.bl~ (luz, temperatura y 

refrigeración) con una variabilidad estadlsticam.ente nul~ (desviación menor del 2,0 %) 

es decir que nuestra muestra podría ser 8Jmacenada en cualesquiera de las condiciones 

mencionadas hasta por 72 horas sin sufrir un deterioro significativo. 
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IX. CONCLUSIONES. 

Determinándose de manera estadística cada uno de los posibles tipos de error (error 

sistemático y error aleatorio ) y asumiendo que en dichos tipos de error las füentes de 
. - ~- . . 

variación no son significativas, podemos afirmar que el.método desarrollado es exacto y 

no presenta variabilidad de resultados (es repetible, reproducible, lineal, y específico) 

para cuentificttr lenil.:frina clorhidrato presente en una solución ofiálmicn; 

consecuentemente es conveniente de utilizarse como método de control de calidad en 

pruebas de rutina. 
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Estadígrafo de Contraste: 

APENDICE 

x-100 
Tcal=-.-­

Sx / .Jñ 

Donde:· 

x = Media poblacional 
Sx = Desviación Estándar 
n =numero total de datos 

Estadígrafo de Contraste :. 

(n- l)S2 

zical = 2 r 

Donde: 

n = Numero total de datos 
S = Desviación estándar 

y= Variación poblacional 
Nivel de signiflcacia =a= 0.05 
G1ados de Libertad= gl ~ n-1 

RJCARlXJ7.1\MORA RAMIRF.7. 

ln.S:\RROI.1.0 y VAl.IDACl(J" l>I-', ITN MtTOl>O 1W,\l.hll.'O rAK.\ Cl!A\1UICAR l'l...UIUlll>RAn> DI:•'. 40 
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UNEALl/JAll /JW. ,\'IS7'f:Jv!A Y 11/,'/. ME1fJ/JO 

Modelo de uná línea recta : 

Y=A+UX 

Donde': 

A = Ordenada al Origen 
B = Pendiente 
Y= Cantidad Recuperada 
X= Cantidad Adicionada 

ORDENADA AL ORIGEN: 

(LY) 2(L: x)-(L:x)(LXY) 
A= 2 

n(L:x')-(L:x) 

11(LX>')-(l:x)(l:Y) 
IJ - ·-=---:::::e--,,---

- n(l:x')-(l:x)' 

,~¿,\T)-(l:x)(l:r) 

r = ((nLX' )-(L:x )2(11LY' )(LY )' )''' 



INFERENCIA PARA A. 

A-An 
leal= --- ---

sY / _ _(¿~r~')_ -
' lx 11(L(x;-x¡)' 

RJC,\RlXJ i".AMOKA RAMIRf..Z 

s% = ~(Lr)' -A(LY)- B(LXY) 
11 

sYI =Sy/ 4 n 
lx lx n-2 

S y/x = Error tlpico 
A 
S y/ x = Error tipico modificado 

INFERENCIA PARA U : 

leal= 
(H- Hn{s%J ./n-1) 

"

Y/ 
'lx 

T tablas con un nivel del signiticancia (a) de O.OS 

Con grados de libertad (mg) ~ n-1 

l>fliANRIJIJ.(I y ,._\J ll>AC'!Cl~ ni: 1 N \.tfTll()l),\NAIJTlroPARAl'l'ANllrlCAR rtHRIUDRATCJ DI~ 42 
n:~JLrJ'Rl~A t~S SOl l 'l'lt~'li <IFrAl.IMCA 
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REPRODUCIBJLIDAD 

Modelo de análisis de varianza para ·dos factores aleatorios. 

Notación: 
Yijk = Porciento cuantificado para el i-esimo analista en el j-esimo dfa de la k-esima 

repetición. · 
Ai i-esimo analista. 
Dj j-esimo día. 
k Repetición. 
ADij = Efecto debido a la interacción anafista:dfa. 
Eijk = Error experimental. 
~1 = Media poblacional. 

Modelo: Y= 11 + Ai + Dj + ADij + Eijk 

TABLA DE ANA.QúYt\ 

t"l/t:NTt: GRADOS SUMA DE Cl/AllRAllOS 
DE DE 

ERROR LIBt:RTAll 

Ai (a-1) r; Ir' - -
he abe 

Dj (b-1) Ir.'J _Ir' 
ae abe 

A Dij (a-l)(b-1) Ir¡;' Ir;' Ir.J' Ir . .' · -----------+---
e be .ac. abe 

nijk (a «Xc-1) L>'iik' - I Yi}' 
e 

MF.DIA Dt: FDt: 
CUADRADOS CALCUL 

o 

SCA MCA ---
(a-1) MCAD 

SCD MCD 
(i,-=l) ---

MCAD 

SCAIJ MCAD 

(a-l)(h-1) AJC~,~-;;; 

SC/i 

(axb)(c-ll 

lll::NAltXOLLO Y \'AUDACIÓN m; L'N MtTOOO A.~AIJTICO PARA C11ANTIFICAR C:l.t1Rllll>Rl\TI1 OE 4] 
Ff.NJl.Et-"RNA F.N SOl.U<.'IÓS Ul·TALIMt'A 
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