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L INTRODUCCION

La industria famacedtica esta especialmente interesada en la validacion de
métodos analiticos debido al incremento de nuevos productos de uso terapeutico
que requieren de métodas de andlisis confiables, para evaluar su calidad.

En este trabajo se presenta el desarrolio y la validacién de un método de
andlisis indicador de control de calidad para cuantificar N-butilbromuro de
hioscina en comprimidos que también contienen metronidazol. Este alcaloide
posee una actividad antimuscarinica ya que inhibe las acciones muscarinicas de
la acetilcolina en efectores auténomos inervados por neuronas colinérgicas
posganglionares y es por-ello que se utiliza como un agente antiespasmdodico.

Debido a que el N- butilbromuro de hioscina es una sal cuaternaria de
amonio se utilizé el método del Colorante &cido, el cual se basa en la reaccion
de un colorante anidnico (Azul de bromotimol), con un compuesto catidnico (N-
butilbromuro de hioscina), en una solucién amortiguadora de pH especifico (7.3 +
0,1) , para producir un compuesto de adicion o par idénico coloride ; el cual es
soluble en un disolvente orgénico (Cloroformo) con el que se extrae. La fase
cloroférmica se traté con una solucion diluida de hidréxido de sodio para formar la
sal del colorante, la cual es soluble en la fase acuosa impartiéndole una
coloracién azul. Esta intensidad de color de la sal se determina en la region
visible a una longitud de onda de aproximadamente 677 nm obteniéndose en
forma indirecta la concentracidn de N-butilbromure de hioscina.

Para comprobar la confiabilidad de! mélodo, se evaluaron los siguientes
parametros estadisticos: Linealidad y Repetibilidad de! sistema , Especificidad,
Exactitud , Linealidad , Precision ( evaluada como Repetibilidad vy

Reproducibilidad ) del método y Estabilidad de las soluciones obtenidas durante
el andlisis. :

Para comprobar la confiabilidad de los resultados , los datos obtenidos en
cada determinacion se trataron estadisticamente realizandose pruebas de ¢ para
establecer los limites de confianza para la pendiente y la ordenada al origen .
También se realizd andlisis de varianza en la evaluacién de la reproducibilidad



del método , para comprobar que no existen diferencias significativas entre los 2
diferentes analistas que efectuaron las pruebas en distintos dias.

1.1 OBJETIVOS

- Desarrollar un método indicativo de control de calidad para determinar N-
butitbromuro de hioscina en comprimidos que también contienen metronidazol.

- Validar el método analitico desarroliado, evaluando los siguientes
parametros:

Sistema:

Linealidad
Repetibilidad

Método:

Especificidad

Linealidad

Precision (Repetibilidad y Reproducibilidad)
Exactitud

Estabilidad de ia muestra analitica.
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Il. GENERALIDADES"

El N- butilbromure de hioscina o Escopolamina es un farmaco que inhibe las
acciones de la acetilcolina {Ac) sobre los efectores auténomos inervados por

fibras colinérgicas posganglionares. También inhibe tas acciones de la Ac sobre

los receptores muscarinicos neuronales y ganglionares y sobre las células del
musculo liso que carecen de inervacién colinérgica. Dado que este tipo de
farmacos antagonizan las acciones muscarinicas de la Ac, se conocen como
agentes antimuscarinicos o agentes bloqueantes colinérgicos muscarinicos. Como
los principales efectos de la- mayoria de los miembros de esta clase de farmacos
son cualitativamente similares a los de su miembro mas conocido, la atropina , se
utiliza también el término atropinico.

Las uniones neurcefectoras parasimpéticas de los diferentes érganos no
son sensibles por igual a los antogonistas de los receptores muscarinicos. Las
dosis pequefias deprimen la secrecién salival, bronquial y la sudoracién. A dosis
mayores se dilata la pupila, se inhibe la acomodacién ocular para la vision de
cerca y se bloquean los efectos vagales sobre el corazén, de modo que la
frecuencia cardiaca se incrementa. Dosis mayores inhiben el control
parasimpatico de la vejiga y e! tracto gastrointestinal, inhibiendo asi la miccién y
disminuyendo el tono y la motilidad del intestino. Se requieren atn dosis mayores
para inhibir la secrecion y motilidad gastrica. )

i

1.1 FUENTES DE OBTENCION'

Los agentes antimuscarinicos naturales son los alcaloides de las plantas
de la familia de las solaniaceas y los mas importantes son: fa atropina y la
escopolamina. .
Estas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza. La Atropa
belladona conliene principalmente el alcaloide Atropina. E! alcaloide
Escopolamina se halla principalmente en el arbusto Hyoscyamus niger y en
Scopolia carniolico.

.2 QUIMICA®

Estos alcaloides son ésteres organicos formados por fa combinacion de un
acido aromatico, el &cido tropico.y bases orgénicas complejas, tropina {tropancl) o
escopina. La escopolamina sélo difiere de la tropina en que posee un puente de
oxigeno entre los atomos de carbono designados con los nimeros 6y 7 en las
formulas estructurales del cuadro siguiente:




ATAOPINA ESCOPOLAMINA

tructurales de alroping, csr:oeafaminu‘

.3 RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD™

El ester de la tropina y el acido trépico son esenciales para la accidn
antimuscarinica, porque ni el &cido libre ni la base muestran actividad
antimuscarinica importante. La presencia de un grupo OH libre en la porcion
acida del éster también es importante. La sustitucién del acido tropico por otros
acidos aromdticos modifica la actividad antimuscarinica, pero no produce su
abolicién, Cuando son administradas por via parenteral, los derivados del amonio
Cuaternario de la atropina y la escopolamina en general, son mas potentes que
Sus. compuestos originales (Acido trdpico  sin sustituir), en actividad
antimuscarinica y en actividad bloqueante ganglionar y carecen de aclividad enel
ststema nervioso central, por.su escasa absorcién en e! encéfalo. Administradas
por via oral se absorben poco.

Por otra parte la actividad antimuscarinica se debe a la forma / (levégira) de
origen natural . . )

.4  MECANISMO DE ACCION"?

La atropina y la escopolamina son antagonistas competitivos "de las
acciones de la Ac y otros agonistas muscarinicos €on un sitio comdn de unién en
el receptor muscarinico. En consecuencia, el antagonismo puede eliminarse
aumentando la concentracion de Ac en los sitios receptores del drgano
efector.Los receptores afectados son fos de las estructuras periféricas que son
estimulados o inhibidos por muscarina , es decir, las glandulas exdcrinas y los
musculos cardiacos y liso. También se afectan los receptores muscarinicos de
los ganglios .- '




.5 MONOGRAFIA

11.5.1 NOMBRES Quimicos @

- Bromuro de N-butilescopolamonio.

- Bromuro de [ 7(S}1(x)2(B), 4B.5a,7f] -9-butil-7-{3-hidroxi-i-axo-2-
fenilpropoxi)-9-metil-3-oxa-9-azoniatriciclo {3.3.1.0%*] nonano.

I1.5.2 NOMBRES GENERICOS*®

Bromuro de butil escopolamina

N- butil bromuro de hioscina

N- butil bromuro de escopotamina

Bromobutilato de escopolamina

1.5.3 NOMRES COMERCIALES®

Amisepan Buscapina

Buscol Buscalamin
Buscolysin Scobro

Tirantil Buscopna
Butyimina Sparicon
Sporamin ’

11.5.4 FORMULA CONDENSADA®®"

021 H30NO4BF



I5.5 FORMULA DESARROLLADA®®

I0SCINA, BUTILBROMURO DE

I.5.6 MASA MOLECULAR®*#

440.40

1.5.7 DESCRIPCION®4557

Es un polvo cristalino, blanco o ligeramente blanco, inodoro y con sabor amargo.

I.5.8 SOLUBILIDAD® 5"

olv
Agua Muy Scluble
Cloruro de metilenc Muy Soluble
Cioroformo Soluble
Diclorometano Soluble
Etanocl ’ Poco soluble
Eter Insoluble

I.5.9 PUNTO DE FUSION®"

140°C a 144°C



I.5.1¢ PRUEBAS DE IDENTIFICACION
11.5.10.1 Espectroscopia Infrarroja

El espectro infrarrojo de una dispersion de la muestra en bromuro de potasio,
exhibe maximos y minimos solamente a las mismas fongitudes de onda, que las

de una preparacion similar a la sustancia de referencia de butilbromuro de
hioscina, @

Los principales bandas de absorcién de Ila escopolamina se presentan a las
siguientes longitudes de onda:
1175, 1721, 1052, 874, 1072, 708 em™* (nujol)™

1.5.10.2 Espectroscapia Ultravioleta™™®

El espectro de absorcién en la regién ultravioleta ( 240 nm a 350 nm) de la
muestra al 0.05 porciento p/v en solucién de acido clorhidrico 0.01N, presenta
maximos de absorcidn aproximadamente a 252 nm , 258nm y 264 nm y un

maximo menos definido a 247 nm; los valores del
1%

lem a estas longitudes de onda son:

N-Butilbromuro de , 252
hioscina
258 48
264 36
1.5.10.3 Identificacién de Bromuros®™

Da positivas las reacciones caracteristicas del jén bromuro.

1.5.10.4  Reacciones especificas para alcaloides tropanicos'®

Reaccién de Vitali's Morin:

A un miligramo de la muestra, agregar 0.2 mL de acido nitrico fumante y evaporar
a sequedad en un Bario Maria . Disolver el residuo en 2 mL de acetona y agregar

0.1 mL de solucion reactivo de hidréxido de potasio en metanol al 3 porciento miv.
Se produce un color violeta.



1.5.10.5 Rotacién especifica™

Entre —18° a —20° calculada con referencia a la sustancia seca. Determinar en
una solucidn al 5.0 por ciento preparada con agua libre de didxido de carbono,

i.5.11 METODOS DE VALORACION
iI.5.11.1 Método volumétrico®™®
a. Titulacidn no acuosa

Se utiliza acido acético glacial como disclvente, se agrega solucién de acetato de
mercurio y se titula con una solucién valorada de acido perclérico. El punto final
se determina potenciométricamente o bien se utiliza 1- naftolbenceina como
indicador.

b. Titulacién acuosa

Et N-butilbromuro de hioscina asi como otras sales de amonio cuaternario de los
alcaloides del tropano, pueden ser determinadas por titulacion después de pasar
sus soluciones acuosas a través de una resina adecuada de intercambic iénico,
como a continuacion se indica:

Una cantidad exactamente pesada de la muestra se disuelve en 10 mL de agua ,
se pasa a través de una columna de resina empacada con IR A 400, con flujo de 1
mL por minuto. La columna se lava finalmente con agua; se agregan al eluato 10
mL de solucidn valorada de HCI 0.1 N y 10 mL de agua y el exceso de acido es
retro-tituiado con-sofucién de NaCH 0.1 N.

1.5.11.2 Método colorimétrico!"'**¥

El método dei Colorante Acido es un método de analisis aplicable para la
evalyacién de sales de amonio cuaternario y de bases nitrogenadas como las
aminas primarias, secundarias y terciarias10. Este procedimiento también llamado
Extraccion de Par I6nico , esta basado en la reaccién de un colorante aniénico
con un compuesto catidnico, en una solucion amortiguadora de pH especifico,
para producir un compuesto de adicién o par ionico colorido, el cual es soluble en
un disolvente organico, con el que se extrae cuantitativamente, permitiendo su
determinacion espectrofotométrica.

I.5.12  CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO""*®

Protéjase de la luz



.6  INFORMACION MEDICA DEL N- BUTIL BRROMURO DE
HIOSCINA

1.6.1 Indicaciones terapéuticas!'>*

El N-butilbromuro de hioscina esta indicado para el tratamiento del colon irritable,
dlcera gastrica y duodenal y transtornos de la motilidad de! tracto gasfrointestinal,
pilorospasmo del lactante, vémitos postanestésicos , estrefiimiento espastico.
Espasmos y disquinesias de las vias biliares y urinarias. Espasmos de las partes
blandas musculares durante el parto y trastornos dismenorreicos.

1.6.2 Farmacodinamia y Farmacocinética™*

Farmacodinamia:

Se carateriza por su especial punto de accién en las células nerviosas de los
plexos parasimpaticos de los érganos internos . Ejerce asi una accion
espasmolitica especifica sobre la musculatura lisa del tracto gastrointestinal y de
las vias biliares y urinarias.

El mecanismo de accidén que sigue el N-butilbromuro de hioscina es inhibir las
acciones muscarinicas de la acetilcolina sobre los efectos auténomos,
produciendo disminucion de secreciones y motilidad gastrointestinal.

Farmacocinética:

- Absorcién: El N-butilbromuro de hioscina es rapidamente absorbido por
via oral y se acumula en e! tejido gstrointestinal, higado y
rindn.

- Distribucion: Se distribuye ampliamente en todos los tejidos del cuerpo.

Cruza la placenta y probablemente la barrera
hematoencefdlica. '

Metabolismo:  Probablemeénte se metaboliza por completo en ei higado; sin
embargo, se desconoce su destino metabolico exacto.

Excrecion; Se excreta probablemente en ta orina como metabolitos.

)

I.L6.3° Contraindicaciones!"*'

Se desconocen hasta el momento las contraindicaciones por via oral.



No debe administrarse por via parenteral en las siguientes enfermedades;
glaucoma, hipertrofia de la préstata con tendericia a retencion de orina . estenosis
mecanicas a nivel del tracto gastrointestinal, taquicardia y megacolon.

I1.6.4 Preacauciones o restricciones de su uso durante el embarazo y la
lactancia 11519

Embarazo: No es aconsejable su uso durante el primer trimestre det embarazo.

Lactancia: Puede excretarse en la leche materna, produciendo posible toxicidad
para el lactante. Las pacientes que estan lactando evitaran este medicamento.

11.6.5 Reacciones secundarias y adversas!'s'¢™

Sistema Nervioso Central (SNC): -

Cefalea, desorientacion, inquietud, letargo, imritabilidad, mareo, alucinaciones,
trastornos de la memoria, confusion, conducta violenta, amnesia, inconsciencia.

Cardiovascular (CV):
Palpitaciones, taquicardia, bradicardia.
Oftaimico:

Pupilas dilatadas, vision borrosa, fotofobia, sequedad, comezén o enrojecimiento
ocular, glaucoma ocular,

Gastrointestinal (Gl):

Estrefiimiento, sequedad bucal, erupcién, eritema, disfagia, nauseas, vémito,
malestar epigastrico.

Genitourinario (GLJ);

Disuria.
Piel:

Rubor, sequedad



1.6.6 Interacciones medicamentosas 1'%

En el caso de administracién parenteral, es posible que los antidepresivos
triciclicos, quinidina y amantadina, potencien la accién anticolinérgica del N-
butilbromuro de hioscina.

I1.6.7 Via de administracién y dosis"'*'®

Adultos
DOSIS VIA DE . TIEMPO
ADMINISTRACION
0.5mga1mg Oral 3 a4dveces aldia
0.3mga0.6mg Intramuscular , venosa o | 3 a 4 veces al dia
subcutanea
04a0.6mg Subcutanea Para reducir secreciones
en el preoperatorio
Nifios
DOSIS ViA DE TIEMPO

ADMINISTRACION

0.006 mg/kg Oral'o Subcutinea 3 a 4 veces/dia




.7 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS!" %2020

En los dltimos afos la validacién de métodos analiticos ha adquirido gran
importancia en la industria farmacedtica, cuyo objetivo principal es fabricar
productos que permitan recuperar la salud o prevenir padecimientos y que por lo
tanto, tienen requisitos estrictos de calidad. Por esta razon, es necesario validar
tanto el proceso de fabricacion de dichos productos como el método analitico para
evaluar su calidad. . :

La validacién de un método analitico se define como el proceso por el cual
queda establecido, por estudios de laboratorio, que la capacidad del método
satisface los requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas. La capacidad
se expresa en este caso en términos de parametros analiticos.

Todo método debe de estar soportado con suficientes datos de laboratorio (lotes,
estandares de referencia, espectrogramas, resultados, célculos, etc.) que
documenten su validez.

1.7.1 ParAmetros utilizados en la validacidn
La validacion incluye :

a) SISTEMA: Se utliza solamente 1a sustancia que se analiza. Se evalGa:

Linealidad-
Precision (Repetibilidad)

b) METODO: Las determinaciones se realizan con muestras que contienen
los compenentes de la formulacian. Se evalla:

Especificidad

Linealidad

Exactitud

Precision (Repetibilidad y Reproducibilidad)
Estabilidad de la muestra analitica

Il.7.2 Definiciones
1.7.2.1 ESPECIFICIDAD
Es la habilidad de un método analitico para obtener una respuesta debida

Unicamente a la sustancia de interés y no a otros componentes de la muestra,
como excipientes, productos de degradacion, sustancias relacionadas disolventes



residuales, compuestos de sintesis, elc: los cuales no deben interferir ni
influenciar e! resuitado analitico

Este es un requisito importante para pruebas de identificacion y para métodos
cuantitativos indicadores de control de calidad e indicadores de estabilidad de
principios activos y formulaciones. '

Para evaluar este factor, se necesita reconocer las posibles interferencias
procedentes no del proceso de manufactura sino también de los productos
producidos durante el almacenaje.

I.7.2.2 LINEALIDAD

Es la habilidad de un sistema o de un método analitico que permite
asegurar que la respuesta analitica es proporcional a la concentracién de la
sustancia dentro de un intervalo determinado.

a. Linealidad del sistema

Se determina construyendo una curva de calibracion (concentracion vs respuesta
medida) utilizando cuando menos 5 diluciones preparadas a partir de de una
misma solucién del analito y haciendo el andlisis cuando menos por duplicado

‘para cada dilucidn. Debera estar incluida la concentracion seleccionada como
100%

El intervalo entre las concentraciones a analizar, dependera del propodsito del
método; para control de calidad y de seguimiento de la estabilidad de un farmaco
en una forma farmacéutica.

Criterio:

b. Linealidad det método

Se determina a partir de placebos adicionados de cuando menos 3

diferentes cantidades de la sustancia de interés (placebos cargados), cada uno
de manera independiente, haciendo el analisis por triplicado en cada caso.
Las concentraciones de los placebos cargados deben ser adecuadas para que,
utilizando el método propuesto, las concentraciones de las soluciones finales a
analizar estén dentro de la linealidad del sistema, incluyendo la correspondiente
al 100%. :

La linea recta se obtiene a través de tratamiento estadistico y est4 definida por la
siguiente ecuacion:
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Y=mx+Db

En donde:

= Cantidad recobrada

=  Cantidad adicionada

=  QOrdenada al origen
m=  Pendiente

Pruebas de t y F se encuentran en el Anexo 1

11.7.2.3 PRECISON

La precisién se expresa como la concordancia entre los valores de los
resultados de mediciones experimentales sucesivas , que se obtienen bajo las
mismas condiciones ( repetibilidad ) yfo bajo diferentes condiciones de trabajo
{reproducibilidad). '

a. Repetibilidad

- La repetibilidad del sistema se determina por el analisis sextuplicado de
una misma solucién del analito correspondiente al 100%.

Criterio:

- La repetibilidad del método se determina al realizar el andlisis de un
minimo de seis muestras correpondientes a un placebo adicionado con e! 100%
del analito. Se calcula el coeficiente de variacién con los resultados obtenidos.



Criterio:

b. Reproducibilidad

La reproducibilidad del método se refiere a la concordancia de los valores
de los resultados de mediciones experimentales sucesivas, que se obtienen bajo
diferentes condiciones de trabajo.

La reproducibilidad del método se determina al analizar muestras de placebos
cargados, por triplicado con dos analistas , en dos dias diferentes. Se trabaja de

manera independiente partiendo de una muestra homogénea del producto
cercana al 100% de la concentracion tedrica.

Criterio:

E! Coeficiente de variacién total debe cumplir con el siguiente criterio:

WETODOS. e _.
Quimicos y espectrofotométricos

Los resultados de repreducibilidad se sujetan a un disefio factorial de dos factores
o niveles y a un tratamiento estadistico de analisis de varianza para obtener el
coeficiente de variacion total; donde se generan las F correspondientes a las dos
fuentes de variacidn analitica: dias y analistas.

Criterio:

Fa < Fougu00s = Método analitico es reproducible por los analistas
Fazx F-gh‘gu;n,(xs: Método analitico no es reproducible por los analistas

Fd < Faage00s = Método analitico es reproducible en

Fd 2 Faga00s = Método analitico no es reproducible en

I.7.2.4 EXACTITUD DEL METODO

Es el grado de concordancia entre un valor obtenido experimentalmente y
el valor de referencia, se expresa como el porciento de recobro obtenido del




Es el grado de concordancia entre un valor obtenido experimentalmente y
el valor de referencia, se expresa como el porciento de recobro obtenido del
analisis de muestras a las que se les han adicionado cantidades conocidas de ta
sustancia.

Se determina por sextuplicado, con placebos cargados de manera
independiente, con la cantidad necesaria de la sustancia de interés para obtener
la concentracién del 100%, utilizando el método propuesto.

Criterio:

Los porcientos de recobro deben encontrarse en el intervalo indicado en la tabla
siguiente:;

Los CV de cada nivel y los globales deben estar de acuerdo al siguiente criterio:

Quimico y 97.0 - 103.0% <3.0%
espectrofotométrico

Prueba de ¢

1.- Si la /t calf < f tab {n-1, 0.975) y los limites de confianza incluyen al 100 %,
entonces se acepta Ho y se concluye que el valor de Ia media que se obtiene en
forma experimental, no es significativamente diferente del 100%.

11.7.2.5 ESTABILIDAD DE LAS SOLUCIONES OBTENIDAS EN EL PROCESO
DE ANALISIS

Es la propiedad de una muestra preparada para su cuantificacion, de
conservar su integridad fisicoquimica y la concentracion de la sustancia de
interés, después de almacenarse durante un tiempo determinade bajo
condicionas especificas.

Este parametro es impartante, pues permite la versatifidad del método.

Se analiza una muestra por triplicado en las condiciones normales, en
seguida se almacenan las muestras bajo diferentes condiciones como por
ejemplo: temperatura ambiente, refrigeracién, protegidas de la juz, etc. Al cabo de -
un tiempo determinado, se reanalizan bajo las mismas condiciones de operacion,
utilizando una solucidbn de referencia recientemente preparada, para cada
condicién,

l.a determinacién debe ser efectuada por un mismo analista,



La media del factor (l) para cada condicion/tiempo se debe encontrar entre
los valorés de 97.0% y103.0%.

Nota: Los célculos para cada uno de los parametros de la validaciéon se
presentan en el Anexo ’



Aplicacion del método analitico, para cuantificar N-butilbromuro de hioscina
contenido en la forma farmacética (comprimidos) que presenta la siguiente
formulacién.

. PARTE EXPERIMENTAL

Fénmula:

Cada comprimido contiene:

Metronidazol 500 mg
N-butilbromuro de hioscina 10 mg
Excipiente cbp 1 comprimido

.1 DESARROLLO DEL METODO ANALITICO

li.1.1 Reactivos,soluciones y sustancia de referencia

- Cloroformo (Reactivo Analitico)

- Solucién amortiguadora de Azul de Bromotimol, pH 7.3 (£ 0.1).

En un matraz aforado de 500 mL, disolver 0.200 g de azul de bromotimol en 3.2
mL de NaOH 0.1 N, agregar aproximadamente 200 mL de agua destilada y 0.5775
g de acido citrico monohidratado, agitar y adicionar 6.317 g de fosfato dibasico de
sodio anhidro, agitar hasta disolucion y llevar al aforo con agua destilada.

- Solucion de Hidréxido de Sodio 0.05 N aproximadarmente.

- N- butilbromuro de hioscina, sustancia de referencia.

- Preparacion de la solucién de la sustancia de referencia.

Transferir 0.025 g de de N-butilbromuro de hioscina sustancia de referencia a un
matraz volumétrico de 500 ml, agregar aproximadamente 200 mL de agua

destilada, agitar hasta disolucion, llevar al volumen con agua destilada y
mezclar. .



- Preparacion de la solucion problema.

Pulverizar finamente 20 comprimidos, pesar el equivalente a 0.0005 g de
N-butilbromuro de hioscina (aproximadamente 38 mg de la mezcla) y transferirlo a

un embudo de separacion de 250 mL; agregar 10 mL de agua destilada y agitar
durante un minuto.

li.1.2 Procedimiento.

Transferir 10.0 mL de la solucion de la sustancia de referencia a un embudo de

separacion de 125 mL .Con dicha solucién y con la solucién problema proceder
‘como a continuacion se indica:

a. Agregar 10 mL de solucién amortiguadora de pH 7.3 azul de bromatimol,

mezclar durante 30 segundos y extraer con 3 porcionejs de 25 mlL de
coloroformo,cada una.

b. Filtrar la fase orgéanica por papel filtro whatman No. 1, recibiendo los extractos

cloroformicos filtrados en un matraz volumétrico de 100 mL y llevar al aforo con
cloroformo.

¢. Transferir 15.0 mL de la solucién a otro embudo de separacion, adicionar 15.0
mL de {a solucién de NaOH 0.05 N y agitar durante 30 segundos.

d. -Dejar separar las fases y fillrar |a fase acuosa por papel filtro Whatman No. 1,
recibiéndola en un vaso de precipitados de 50 mL.

e. Determinar las absorbancias de la solucién de |a sustancia de referencia y de

ta solucion problema, en un espectrofotémetro adecuado, a aproximadamente 617
nm, utilizando solucién de NaOH 0.05 N como blanco de referencia para ajustar,

1.3 CALCULOS

Calcular la cantidad de N-butibromuro de hioscina expresada en
miligramos por comprimido, aplicando la siguiente formuta:

mg de N- butilbromuro de hioscina/cemprimido - (Ap /Ast)XC XFDXPM

M




En donde:

Ap = Absorbancia de la solucion de la muestra problema
Ast = Absorbancia de la solucién de la sustancia de referencia
C = Concentracién de la sustancia de referencia en la solucidn final, expresada

en mg
FD = Factor de dilucion de la muestra
PM = Peso promedio del comprimido, expresado en mg
M = Muestra utilizada en el andlisis expresada en mg

Hl.2 VALIDACION DEL METODO DE ANALISIS PROPUESTO
Para validar el método analitico, se evaluaron los siguientes parametros:

ll.2.1 Especificidad

Se efectud un barrido espectrofotométrico en un intervalo de iongitudes de onda
entre 560 nm y 650 nm, de las siguientes soluciones obtenidas después de
aplicar el procedimiento en ias siguientes muestras:

1. Placebo preparado con todos los componentes de |a formulacién,
excepto el N-butilbromuro de hioscina,

2. Sustancia de Referencia

3. Muestra Problema

.2.2 Linealidad del sistema

Se construyé una curva de calibracién {Cantidad adcionada vs Absorbancia) con
los datos obtenido al analizar soluciones de N-butilbromuro de hioscina, sustancia
de referencia, en concentraciones correspondientes al 80%, 90%, 100%, 110% y
120%, partiendo de una solucion inicial.

Cada una de las concentraciones se analizé por duplicado.

lIl.2.3 Repetibilidad del sistema

Se determiné por el analisis sextuplicado de una misma solucion correspondiente
al 100% de N-butilbromuro de hioscina.
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11.2.4 Linealidad del método

Este parametro se evalud con muestras de placebos adicionados con la sustancia
de interés ( N-Butilbromuro de hioscina ), con diferentes concentraciones ( 80%,
90%, 100% y 110%) de la cantidad expresada en el marbete de los comprimidos
que se analizan. El analisis de cada placebo se efectud por triplicado.

1I1.2.5 Exactitud del método

Se efectué analizande 6 muestras diferentes de placebos cargados con N-
butiloromuro de hioscina, sustancia de referencia, en una concentracion del 100%
de la cantidad expresada en el marbete del producto. Se comparon los

porcentajes de la cantidad encontrada, con los porcentasjes adicionados de la
sustancia de referencia.

ill.2.6 Repetibilidad del métedo

Se determiné analizando 6 muesiras diferentes de un placebo adicionado con N-
butilbromuro de hioscina con una concentracién que corresponde al 100% de la
cantidad expresada en el marbete y realizando el andlisis en las mismas
condiciones de operacién y por el mismo analista.

ll.2.7 Reproducibilidad det método

Se determiné analizando por triplicado una muestra de un placebo al que se le
adicioné N-butilbromuro de hioscina, en una concentracion que corresponde al
100% de la cantidad expresada en el marbete de la muestra problema. Los
analisis se efectuaron por 2 analistas en dias diferentes.

ll.2.8 Estabilidad de la muestra analitica

Para evaluar este pardmetro, se analizaron tres muestras analiticas de un
placebo al que se le adiciond N-butil bromuro de hicscina, sustancia de
referencia, en una concentracién del 100% de la cantidad expresada en el
marbete. Dichas soluciones se prepararon como se indica en “preparacion de la
muestra problema” y se mantuvieron bajo las siguientes condicicnes:

* Luz blanca

* Refrigeracion
* Oscuridad
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-

Se desarrollé el procedimiento analitico para cuantificar el N-butilbromuro de
hioscina, en las soluciones recién preparadas y después de 3 y 6 horas de
mantener las muestras en las condiciones anteriormente mencionadas,
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V. RESULTADOS

IV.4 ESPECIFICIDAD

Los resultados obtenidos para evaluar este parametro se muestran en la
Tabla No. 1. Asimismo, se presentan los espectros de abscrcion
correspondientes:

- Solucién del Placebo (sin analito), Espectrograma No. 1
- Solucién de 1a Sustancia de Referencia, Espectrograma No.2
- Solucidn de la Muestra Problema, Espectrograma No. 3

TABLA No. 1
FFies! " AAbBsorbandid
L S5 TEeR e i R R 5
Placebo{sin analito) Despreciable
Sustancia de Referencia 0.343
Muestra Problema 0.342

Andlisis de los resultados

Analizando los datos espectrofotométricos obtenidos se piantea lo siguiente:

a) En cuanto al placebo (sin analito), se observa que éste no desarrolla ja
reaccién caracteristica dei N-butilbromuro de hioscina, ya que la absorbancia a la
longitud de onda de aproximadamente 617 nm fue despreciable, por lo anterior, ni
los excipientes ni los otros componentes de la formulacién causan interferencia en
la cuantificacion de este aicaloide.

b) Los espectros de absorcion obtenidos al efectuar el procedimiento
propuesto para la valoracion de N-butilbromuro de hioscina, en la sustancia de
referencia y en Ja muestra problema, son semejantes. Ambos presentan el
maximo de absorbancia a la misma longitud de onda.
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ESPECTROGRAMA No. 1
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ES‘!?H%CTROGRAMA‘ No, 2
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ESPECTROGRAMA No. 3
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IV.2 LINEALIDAD DEL SISTEMA

Los resultados de esta prueba se muestran en la tabla No. 2 y en la grafica No. 1
en donde se observa la tendencia lineal de los datos.

TABLA No. 2

1 0.331
2 4.14 0.331
1 450 0.369
2 4.50 0.379
1 5.04 0.405
2 5.04 0.404
1 5.48 0.441
2 5.48 0.452
1 6.05 0.503
2 6.05 0.507

4.50

5.04 .
5.48 0.446
6.05 0.505

r= 0.9945
= 0.9890
CV= 1.5%
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GRAFICA No.1
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Criterio de aceptacién:

Andlisis de Resultados

Analizando los resultados obtenidos se concluyé que:

a) COEFICIENTE DE CORRELACION LINEAL Y DE DETERMINACION

Estos valores se encuentran dentro de ios criterios establecidos para la linealidad
del sistema, ya que r* es mayor a 0.98 y r es mayor a 0.98, por |o tanto existe una

relacién lineal entre la cantidad adicionada y la absorbancia.

b) COEFICIENTE DE VARIACION

El valor del coeficiente de variacién fue del 1.5 %, el cual se encuentra dentro del
criterio establecido.
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IV.3 REPETIBILIDAD DEL SISTEMA AL 100%

En la tabla No. 3 se muestran |0s resultados obtenidos al evaluar este parametro:

TABLA No. 3

1 504 0.404
2 504 0.393
3 5.04 ’ 0.405
4 5.04 0.407
5 504 0.400
6 -5.04 0.406
Parametros

calculados: X=0.4025

S=0.00524
n=6

CV=1.30%

Criterio de aceptacién:

Andlisis de Resultados

Ya que el valor del coeficiente de variacion es menor del 1.5%, se establece que
el sistema es repetible y por lo tanto cumple con el criterio de aceptacion.
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IV.4 LINEALIDAD DEL METODO

Este parémetro se evalué con muestras de placebos adicionados con la sustancia
de interés con diferentes concéntraciones ( 80%, 90%, 100%, 110% y 120%) de la
cantidad expresada en el marbete de los comprimidos que se analizan.

El analisis de cada placebo se efectua por triplicado.

En la tabla No. 4 se muestran los resultados de los andlisis y en la gréfica No. 2 la
tendencia lineal de los datos obtenidos.

1 4.06 3.99 983
2 4.06 4.05 99.8
3 4.06 4.01 101.2
1 4.50 457 1016
2 4.50 4.58 100.2
3 4,50 4.56 101.3
1 4.98 510 102.4
2 4.98 5.05 101.4
3 4.98 4.99 99.8
1 548 5.48 100.0
2 548 5.60 102.2
3 5.48 5.49 100.2
1 6.05 6.09 100.7
2 6.05 . 6.07 100.3
3 6.05 6.08 100.5

100 ) 4,98 5.05
110 5.48 5.52
120 6.05 6.08
Parametros calculados: b= -0,0666
m= 1,0200
= 0.9972
r'=0.9944
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CANTIDAD ENCONTRADA (}xg/mL)

PLACEBO CARGADO CON N-BUTILBROMURO DE HIOSCINA

GRAFICA No.2

LINEALIDAD DEL METODO
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Criterio de aceptacion:

t= 1.0 E-4

tan =3.182 .

L.C. =1.0200 + 0.0987 L.C. =-0.0666 +0.4999
LS. =1.1187 L.S. =0.4300

L.l = 0.8213 L.I. =-0.5665

Anélisis de Resultados:

a) COEFICIENTE DE CORRELACION LINEAL Y DE DETERMINACION

Estos valores se encuentran en los criterios establecidos para la linealidad del
sistema, ya que r* es mayor a 0.98 y r es mayor a 0.99, por lo tanto existe una
relacién lineal entre la cantidad adicionada y Ja cantidad encontrada.

b) PENDIENTE {m)

Como t cu<tiun oo y los limites de confianza incluyen al 1, se acepta Ho y se
establece que el valor de la pendiente obtenida de forma experimental no es
significativamente diferente de 1.

c) ORDENADA AL ORIGEN (b)

Como 1 ca <t b posry ¥ los limites de confianza incluyen al 0, se acepta Ho y se
establece que el valor de la ordenada al origen obtenida en forma experimental
no es significativamente diferente de 0.
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d) COEFICIENTE DE VARIACION

El coeficiente de variacion obtenido fue del 1.1%, dicho valor es menor de
3.0%,por lo tanto el método es lineal.
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IV.5 EXACTITUD Y REPETIBILIDAD DEL METODO AL 100%

En |a tabla No. 5 se presentan los datas obtenidos para evaluar estos parametros.

TABLA No. 5

1 4.88 510 102.3
2 4.98 4.90 97.0
3 4.98 5.09 101.2
4 4.98 4.90 97.0
5 4.98 5.05 101.0
5] 4.98 4.99 100.3

Parametros N =6 .
calculados: X =998%

SD =23
CV=23%

t cal = -0.2167
ttab= 2.571
LC= 99.8+237
L.S. = 102.17

Ll =97.42

Criterio de aceptacion:

Quimico
espectrofotométrico

-87.0-103.0%

Andlisis de Resultados

El coeficiente de variacién obtenido fue del 2.3%, dicho valor es menor de 3.0%,
por lo tanto, se puede decir que el método es repetible.

Como |t car | <t s0srs ¥ los limites de confianza incluyen al 100% por lo tanto se
acepta Hp y se concluye que el valor medio obtenido en forma experimental no es
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significativamente diferente al 100% , por lo anterior se puede decir que el método
es exacto.

1V.6 REPRODUCIBILIDAD DEL METODO

En la tabla No. 6 se presentan los resultados de los andlisis realizados por 2
analistas en diferentes dias, para evaluar este parametro:

TABLA No. 6
ANALISTA (i)
% DE RECOBRO
DIA j) ' 1 2
1 99.7 102.3
102.3 : 97.0
101.7 101.2
2 97.0 102.4
102.0 101.4
99.7 99.7
X= 100.54%
Sx= 1.94
CV =1.92%
N= 12

En la tabla No.7 se muestra el Andlisis de Varianza:

TABLA No. 7
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Criterio de aceptacidn:

Fa < Faagaoes = Método analitico es reproducible por los analistas
Fa 2 Fgaga0.0s= Método analitico no es reproducible por los analistas
Fd < Faae00s = Método analitico es reproducible en diferentes dias

Fd > Faaguo0s = Método analitico no es reproducible en diferentes.dias

Andlisis de Resiltados

Debido a que en la tabla de analisis de varianza se muestra:

a. Efecto del analista —0.0173 < 18.51
b. Efecto por dia -9.67 < 4.46

Se concluye que el método es reproducible , debido a que no existen efectos por
diferentes analistas en distintos dias .
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IV.7 ESTABILIDAD DE LAS SOLUCIONES OBTENIDAS EN EL PROCESO DE

ANALISIS

En la tabla No. 8 se muestran los resultados obtenidos durante la determinacion
de N-Butilbromuro de hioscina, después de mantener las soluciones en diferentes

condiciones .
TABLA No. 8
Condicién
%Encontrado .
Tiempo {h) LUZ BLANCA OSCURIDAD REFRIGERACION
0 100.5 100.5 100.5
3 102.7 102.4 97.5
6 106.1 105.4 96.0
Una vez calculado el factor | se obtiene:
TABLA No. 8.a
Condicion
. %Encontrado
Tiempo (h) LUZ BLANCA OSCURIDAD REFRIGERACION
3 102.2 101.9 97.0
6 105.6 104.9 955

Criterio de aceptacién:

Andlisis de Resultados

-En la tabla No. 8.3, se observa que la muestra es estable en las diferentes
condiciones, durante las primeras 3 horas después de haber realizado el
tratamiento. Después de 6 horas, no es estable !a muestra en ninguna de las
condiciones anteriormente expuestas.

38



V. CONCLUSIONES

Basandose en los resultados que se obtuvieron al efectuar el procedimiento del
método propuesto, para validar N-butitbromuro de hioscina, en comprimidos que
también contienen Metronidazol, se concluye lo siguiente:

V.1. Especificidad

El método propuesto para cuantificar N-butilbromuro de hioscina en las
tabletas que se analizan es especifico, ya que el placebo (sin analito) no causa
interferencia en la cuantificacion del alcaloide, pues presenta una absorbancia
practicamente despreciable a la longitud de onda de maxima absorbancia de
aproximadamente 617 nm. Ademds los espectrogramas de absorcion de las
soluciones que se obtuvieron a partir de la sustancia de referencia y de la
muestra problema son semejantes, lo cual corrobora que la absorbancia obtenida
en la muestra problema, corresponde Gnicamente al N-butilbromuro de hioscina.

V.2, Linealidad del sistema

En la gréfica No. 1 se puede observar que existe una tendencia linea! al
ser analizado el alcaloide en un intervalo de concentraciones de 80%, 90%, 100%
, 110% y 120%.

Lo anterior se comprueba porque el coeficiente de correlacién obtenido, es
mayor de 0.99 y el coeficiente de determinacién obtenido fue mayor de §.98.

V.3. Repetibilidad del sistema

Se concluye que el sistema es repetible, ya que el valor del coeficiente de
variacion fue menor del 1.5% y por lo tanto cumple con el criterio de aceptacion.

V.4, Linealidad del método

En la grafica No.2 se muestra que el método es lineal, en un intervalo de
concentraciones de 80%,90%,100%,110% y 120% .
Lo anterior se comprobd con el anilisis de la “t de student® en donde los
resultados obtenidos de la ordenada al origen y de la pendiente, no son
significativamente diferentes de 0 y 1 respectivamente. Asimismo, el coeficiente
de correlacion fue mayor de 0.93 y el coeficiente de determinacién obtenido fue

mayor de 0.88, por lo que se concluye que existe una relacion significativa entre
la cantidad adicionada y la cantidad encontrada. '
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V.5 Exactitud del método

El método propuesto es exacto, ya que se demostré con la la prueba de *t de
student™ que el valor de la media experimental no es significativamente diferente
de 100% y el coeficiente de variacién obtenido fue menor del 3.0%.

V.6, Repetibilidad del método

En las determinaciones que se realizaron para evaluar este parametro (placebo
cargado al 100%), se demostro que e!.coeficiente de variacién obtenido fue
menor del 3.0%, por lo tanto el método es repetible.

V.7 Reproducibilidad del método

El metodo propuesto es reproducible, ya que los resuttados obtenidos para
evaluar este parémetro, bajo diferentes factores de variacion, cumplen con los
criterios de aceptacion especificados para el coeficiente de variacion, siendo éste
menor del 3.0%, ademas de que en el andlisis de varianza efectuado, no se
presenta efecto alguno debido al factor analista ni al factor dia.

V.8 Estabilidad de las soluciones obtenidas en el proceso de anélisis

Basandose en los valores obtenidos para evaluar este parametro, se concluye
que la muestra se conserva eslable durante las tres primeras horas en presencia
de luz blanca, refrigeracion y / o oscuridad y que después de 6 horas, no es
estable la muestra en ninguna de las condiciones anteriores.

CONCLUSION GENERAL:

Los resultados obtenidos muestran que los parametros evaluados en el
método propuesto para cuantificar N-butilbromuro de hioscina, en las tabletas
estudiadas, cumplen satisfactoriamente con los criterios de aceptacion
establecidos, con lo que se demuestra que el método de andlisis es confiable ¥
aplicable para el control de calidad del producto farmacéutico.
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APEN

1. LINEALIDAD DEL SISTEMA

1.1 Tabular los resultados
Concentracién de la dilucién patrén (X) Respuesta de medicién de la sustancia
{Absorbancia) (Y)
xl Ylll YII - Yla
X, Yo Yoo Yo
X Yoo Yuo.o Yo

t = niimero de diluciones

n = nimero de replicaciones (propiedad medida) de cada dilucién de la solucién patrén

1.2
):

Z, =n{x,+x,+

L=yn+tYet Yt ¥utYa 't yut
eyt lye toty,
im0 +x)

1_ 2 z 2 2 2
£ =y, "')ﬁz2 T oY Fyy "'Yzzz +
rd
eyt e el Y,

v X Y0 T Y2+ Via) F XYy F Yo F Ya)
ooty t Vet ty)

Cilculos para el coeﬁclente de correlacién ( r) y coeficiente de derterminacién

2
o Yo T

=t (E) - (EIE) I/ [t (€ - (22 [t (£, - E,)H))"
r'= [at (Z) ~ () (Z) I/ [0t (2,3 - (Z)] [t (Z,) - (2]
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1.3 Célculos para el coeficiente de varacién (CV)

propiedad medida (y)
F

Congc. de la dilucion de la solucién patrén (x)

Fo=Y,/X,

F.=Y,/X

Fo.=Y,./X

Fa=Yu/X

Fo=Y./X

Fo=Y./X

Se calcula la suma de factores, la suma de cuadrados de factores y la media del factor:
EF=F, +F+F,+.. . +F, +F,+F,

IF = F\ 4 Fy ™ B 4 o+ Fy 2+ B+ R
F=F/N

N = niimero de puntos de la linealidad del sistema

Se calcula la desviacidn estindar (DE) de los resultados:

[ DE = [N (ZF?) - (ZF)*/ N (N -1))"?

Se calcula el coeficiente de variacién (CV):

B CV =(DE/F)x 100

2. REPETIBILIDAD DEL SISTEMA
ZY=Y,+ Y, +Y,+..+Y,
IV’ =Y+ Y, Y, 4. +Y}?

Y =ZIY/N

=
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DE = (N(ZY") + YY) / (N (N-1))"”

CV=(DE/ Y )x 100

3. LINEALIDAD DEL METODO

3.1 Se tabulan los resultados como a continuacion se indica:

Cantidad adicionada (x) Cantidad encontrada (y)
XXz Xy, Yo Yoo Yy,
X1, Xz, ees Xow Yo, Y Y,
Xy Xo.. . Xa Y, Yo Y.

3.2 Calcular la pendiente (m) de la linea de regresion:

m _ Nt -
T Nt (Ex%) - (Ex)

3.3 Calcular la ordenada al origen (b) de la linea de regresion:

b—2y - m(Ox)
Nt

Para saber si los valores obtenidos experimentalmente, son estadisticamente
diferentes a los considerados como tedricos , se aplican pruebas de t y se establecen limites

de confianza param y para b.

3.4 Prueba de “t de student” para la pendiente:

Hym=a

H:m=za a=1

1y J(m-0)] [Sx] [(n-1)**]
Sy}x
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3.5 Prueba de “t de student” para la ordenada al origen:

H,;: b= =0
H: b=p
ty — b-p
=S, Sxi® 74

nXxi- x) J

Desviacién estindar en la direccién y (S,)

Sy.'x_ I -_-‘Nz_—llfz
_l n-2 I

3.6 Intervalos de confianza
* Desviaci6n estindar para la ordenada al origen (Sb)

Sb=S§,, r 2xit -1.”’
Ln"‘E(xi- x) J

3.6.1 Limites de confianza para la ordenada al origen:

LCb =bt {t,,, (n-2, 0.975) } [Sb]
* Desviacitn estindar para la pendiente (Sm):

Sm - S yix _
[Z(xi- x)'1"*

3.6.2 Limites de confianza para la pendiente:

Lem=m+[t, (n-2, 0.975) ] [Sm]

En donde:
m = valor experimental de la pendiente
a = valor tedrico de la pendiente = 1
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b = valor experimental de la ordenada al origen

B = valor tedrico de la ordenada al origen =0
Xi = cantidad adicionada al firmaco
Yi  =cantidad encontrada del firmaco

X = media de las cantidades adicionadas
Sx  =desviacion estindar de las cantidades adicionadas
N = nlimero de replicaciones (propiedad medida)

de cada dilucion
t = ntimero de diluciones
n = niimero de determinaciones
?1 = Los valores de yi son los puntos sobre 1a lmea de regresion calculada y

corresponden a los valores individuales de xi. Los valores de yi paraun valor dado de xi,
son facilmente calculados de 1a ecuacion de regresion.

3.7 Calculo del coeficiente de determinacién (r')

P L_INtCxy) - (Ox) P
[Nt (Zx) - ()1 (Nt (Zy) - (X))

3.8 Calculo de coeficiente de correalacion

="

Los datos de la curva de calibracidn se sujetan a un anlisis de varianza en donde
los pardmetros de evaluacién son las F resultantes de la distribucién y tratamiento de datos.
Por lo tanto se tienen F de regresion y F de falta de ajuste a la relacion lineal simple.

3.9 Construccién de la tabla de Anilisis de Varianza

a) 8Cr= Suma de cuadrados de regresion
SCr=(m) (Zxy) +(b) (Zy) - (Zy)/n

b) SCer= Suma de caudrados del error de regresion
SCer= Zy'-(m) (Zxy) - (b)(Zy)

c) SCep= Suma de cuadrados del etror puro
SCep=Xy™- (Ly')} /¢
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d) " SCfa= Suma de cuadrados de Ia falta de ajuste
SCfa= SCer - SCep

TABLA I
t;, Fuentede |. - Gradosde Sumade ° | . Mediade . Fexp .o
" Variacién . Libertad . Cuadrados Cuadrados TR T 41
Regresion 1 : SCr SCr Fr = MCt/MCer
Error de n-2 SCer- SCer/g.l.e.r.
Regresién
Falta de ajuste (n-2) - t(r-1) SCfa SCfafg.l.fa. Ffa=
MCfa/MCep
Error puro T (r-1) SCep SCep/g.l.e.p.

t = Numero de concentraciones

r= Nimero de replicaciones por concentracién
n=rt = Nimero de pares ordenados

4. REPETIBILIDAD DEL METODO

Ecuaciones matematicas para la evaluacién de la repetibilidad:

4.1 Determinar la media ('y } de los resultados

y-Zyi/N

4.2 Determinar la Desviacion Estandar de los resultados

S . N - 2 12
T N(N-1)

4.3 Determinar el Coeficiente de Variacion;

CV=(S/¥) *100
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5.

EXACTITUD DEL METODO AL 100%

Ecuaciones matemiticas para la evaluacion de la exactitud del método:

5.1 Calcular el porcentaje de recobro (R) en cada una de [as muetras.
52 Calcular la media aritmética del porcentaje de recobro (R)
R=(ZRi)/N
5.3 Calcular la desviacion estandar del porcentaje de recobro
S i N RZ " 12
T NmN-1)
5.4  Calcular el coeficiente de variacién
CV=(S/R)* 100
5.5  Prueba de “t de Student” para la media

Ho:R=p ’ donde: p = 100%
Ho:R=zp

tu-R- donde: o y = S/(N)Y'?
oy

* Intervalo de confianza del porcentaje encontrado (1.C.)

LC. =Rttt 50 (5Y)

47




6. REPRODUCIBILIDAD DEL METODO

Los resultados obtenidos se tabulan de acuerdo con la tabla II, para evaluar la
reproducibilidad mediante e andlisis de varianza representado en la tabla III. Este analisis
permite conocer las interacciones entre analista-dia.

TABLA 1I
ANALISTA (i)
% ENCONTRADO
DIA (j) 1 2
1 YIll YZH
Yi 12 Y-2|2
Y'I 13 YZIJ
2 YIZI YZZI
YI22 YZIZ
YIZJ Yn)

Donde “Y” es el resultado de cada analista (primer subindice) en cada dia ( segundo
subindice) para cada repeticién (tercer subindice)

Calcular las siguientes sumatorias

6.1) £ Yijk= Y +Y,,+ Yy # Yy +..4Y 23)

6.2) EYi2 =Yt Y+ Yt Y+ Yiu+Y m)z
H Y+ Yoo+ Yo + Yy + You + Y )

6-3)2sz =(Y,,+ Y+ Y+ Y + Yo+ Yo )2
¥+t Yit Y+ Y+ Y+ Yz:u)2

6.4) Yij2 =Y t+tY,,+ YI]J)I (Y +Yiut Y ¥
(Yot Yo, + Vo) + Yot Yot Y 223)2
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6.5)X _Yzijk (Yo P + (Y P + (Yo + .+ (Yns)z ]

Proceder conforme la siguiente tabla 1If de analisis de varianza,

TABLA III
: ‘Fuente de Gradosde .| Somade:, |- . Mediade F?alcnhda .- Fiab -
' “variacién liberted | coadrados i | . cusdrades | . b esGLl
T __(SO)2 ] MO) . num/GLden)
gla= i-1 YT -(ZYiiky SC, MC, F gla/ gid
jk ijk gla MC,
gld=G-1)i LYii - Zyi® SC, MC, Fgld/ gle
k jk d MC,
gle= (k- 1)i] T Yik - Zvip SC,
k gle

Donde i = nimero de analistas; j = Nimero de dias; k = nimero de repeticiones
7. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA

Los resultados obtenidos se tabulan con base en el formato de la tabla IV, para calcular e
coeficiente de variacion

TABLA IV
Tiempo e . . Condici6én

SR . . % Encontrado . :
(h) Luz Blanca Oscaridad Refrigeracién

0 Ya Yo Yo

Ya Ye Yy

YC YF Yl

3 Y, Yo Yie

Y, Yu Y

Y] ‘ . Yl! Yll

6 Y. Y Yz

Y, Yia Ya

Y Yss Y

24 Y, Yis Yo

Y, Y., Y

YB YII YZ‘J

Célculos preliminares para determinar el coeficiente de variacion;

~ ESTA TESIS NO SALE
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Para cada condicién/tiempo/muestra, calcular ¢l factor (I) con la siguiente formula:

I._ (anilisis muestra/ condicién/ tiempo) i * 100
i {analisis inicial i)

L_Y,* 100 Lo _Y,0* 100 L, .Y, *100
Y Yo Yo
L _Y,* 100 I, .Y, * 100 Ly .Y * 100
Y Y Yu
I, .Y, * 100 Iy Y * 100 L, Y, * 100
“Ye “Ye Y,
L, .Y, * 100 Iy Y, * 100 Ly Y5 * 100
) Y, Y
C F I

Para condicién/ tiempo calcular la media del factor (1) con la siguiente formula:

I—_ 21 (condicién/tiempo)
- N

donde N = Nimero de muestras para condicién/tiempo.
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TABLA |

Valores de ¢ a e "‘ - 0; """'"—‘6]—
los niveles de confianza

de 0.05 y 0,01 bl o1 63,637
x| oa3m 9925
34 sas 5.841
4 1376 4.604
5 25 4032
6 1 247 3.707
7 F 236s 3.499
8 0 26 1353
9 122 3.250
10 118 3.169
1 2301 3106
12 210 303
3 | 2160 3o
Mo 2145 2077
15 23l 2947
16 2120 2911
17 2,110 2,898
13 2101 2873
19 2093 2.861
20 2,086 2.845
21 2080 2831
22 2074 2819
23 2.059 2.807
pZ] 1.064 2357
25 2.060 2787
26 1056 21719
27 12052 2,77
28 2.048 2.763
29 1045 2756
30 21042 2.750
a0 2021 2.704
60 2.000 2,660
20 1.950 2617
x 1.960 2.576

31



TABLA 2

Valores de F al.

() para ¢l numerador) P =03
Nivel de Confianza de .

0,05 vy 0,01 el l 2 3 4 s 6 H] (N

P[6ld 1995 2157 IM6 202 2340 2389 3439

2 1851 19.00 9. 16 19.25 19.30 19.33 19.37 19.4)

3 10.13 955 - 934 912 9.01 #.94 ¥.R4 N74

4 T 694 659 639 626 6.10 6.04 39

h) 6.01 R 54 kAR 08 495 4,82 408

[ 599 b 4.76 4.53 4.3 428 415 4410

7 5.59 474 435 512 v 387 372 187

R 532 4.40 407 IR 109 358 344 R

9 512 4.6 3.86 3ol 3.48 13 123 107

10 4.96 a0 n 148 i n 307 291

" 4.4 1.98 3.59 136 120 M 295 M

12 475 3.58 3.49 326 i 300 285 2.9

~ 13 467 180 341 318 am 2.92 277 2.60

S 4.60 174 3.34 3.4 39 2S 270 153

3 IS 4.54 168 3.9 106 90 279 264 238

3 16 449 163 3.4 301 RN 274 1.59 2.4

5 17 4.45 159 31300 296 281 70 155 138

ARl 441 353 316 243 277 166 251 134

s 9 438 332 13 2.90 21 2.63 248 231

3 2 433 3.49 310 287 2 2.60 2.45% 238
=,

= 21 4.3 3.47 107 2.84 268 2.57 242 228

Cn| 430 e 305 g 16 28 van 333

3 428 3.42 3.03 280 264 2.53 2% 220

7 4.36 240 3.01 274 262 251 236 a8

28 424 138 299 27 2.60 249 2,34 2164

26 4. 137 248 14 15 247 231 208

7 411 135 296 m 2.57 2.46 230 213

3 420 LRE! 1.95 2.71 2.56 244 229 212

29 4.1% an 193 270 2.54 243 2.28 210

£t 4.7 13z 2492 169 2.53 2.42 217 Y e

40 4.08 3.3 384 261 245 2.34 218 20

60 4.00 1S 176 252 237 235 210 192

120 3 307 268 243 129 217 202 i3

x 154 199 2.60 237 B 209 194 173
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