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I.-INTRODUCCION

La industria farmacéutica en su afan por brindar mayor variedad de
productos, ha recurrido al desarrollo de polifarmacos. El gran numero
de combin;ciones de principios activos, dosis, asi como el tipo de
excipien;esuhecesarios para cada forma f{armacéutica, hace necesario
el déséf?éllé‘y validacién de métodos para analizar dichos productos.

El acetaminofén es un analgésicc que ofrece una buena alternativa

+salicilatos, por tanto, existen en el mercado muchas

formas farmacéuticas y polifarmacos basados en este

’c;fe?na;'por su parte, produce estado de alerta, disminucioén del
7§Qéﬁq yaSénsacién de bienestar. Estas caracteristicas han hecho que
.éki;;;ﬁ miltiples productos para el dolor y resfrio que contienen en
éubfofmulacién algun analgésico en combinacién con cafeina.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar y validar métodos
espectrofotométricos para cuantificar acetaminofén y cafeina en unas
tabletas que ademas contienen clorhidrato de fenilpropanolamina.
Partiendo de diferencias de coeficiente de distribucidn, propiedades
dcido base y concentraciones, se planted la separacién vy
cuantificacién de 1los principios activos, para posteriormente,
validar los métodos propuestos.

La validacién de los métodos se efectuoc mediante estudio

estadistico de la evaluacién de los siguientes parametros:



Para el sistema

e Linealidad

e Precisién, evaluada como Repetibilidad . . ) -
Para el método

e Especificidad

e Linealidad

e Exactitud

e Precisién, evaluada como Repetibilidad y Reproducibilidad

e Estabilidad de la muestra analitica

Estos parametros se eligieron tomando en cuenta gque se trata de
métodos analiticos aplicados en el control de calidad del producto

farmacéutico.




.- GENERALIDADES

II.1.0- ACETAMINOFEN '-2:6;

Desde hace aproximadamente 50 afios se ha venido utilizando el
acetaminofén y la fenacetina como alternativas efiéaces a los
salicilatos, puesto que su actividad analgésico-antipirética es

equivalente, ‘aunque’ no poseen actividad antiinflamatoria. El

acetaminofén :tiene toxicidad menor a la de la fenacetina y se

tolera mejoi que,la aspirina, por lo que se ha difundido su uso,

ademas " 'de ser . una alternativa para la gente alérgica a la

aspirina.- Es.comin encontrar en el mercado, productos con este

“principio “activo, solos o combinados con otros analgésicos,

Jantihlstamin;COs y agentes antisecretores.

‘La‘’accién. antipirética del acetaminofén es explicada por su

nééciépvféﬁfiel centro hipotalamico regulador del calor. La
‘ regQiédiéﬂ dé la temperatura corporal requiere de un delicado
; equilibrio entre la produccidén y la pérdida del calor. E1
hipotdlamo regula el punto exacto en el cual se mantiene la
temperatura corporal. En el caso de la fiebre, este punto,
obviamente, esta elevado.

La fiebre puede ser el resultado de una infeccidén o una de las

secuelas de darios tisulares, inflamacidn, rechazo de injertos,

procesos malignos u otros estados patoldégicos. Muchos




microorganismos pueden causar fiebre. Existen pruebas de que las
endotoxinas bacterianas (lipopolisacdridos de la pared celular)
actuan éstimulando la Dbiosintesis y 1liberacidn por los
neutrdéfilos y otras células de un pirédgeno enddgeno.

Hay. ev'idericias de que la elevacidén resultante de la
tempkeratiAra - corporal esta mediada por la liberacién de
prost_:ag;landinas. El acetaminofén es un inhibidor débil de 1la
biosintesis de prostaglandinas, pero algunas pruebas sugieren
gue es mas efectivo contra las enzimas del sistema nervioso
central Que con las de la periferia, lo que puede explicar su
‘accién antipirética y analgésica.

El do;or' _j.nflamatorio se debe a las sustancias liberadas,
principalﬁégté a la histamina, serotonina y prostaglandinas, asi
como “pobx.:"::;_.a"a‘\é:idez local. Puede presentarse fiebre debida a
sustanC,ia}yé"vpl_kro’génicas bacterianas o formadas por leucocitos que
actt.’xaybx‘i;':s‘io,l;r;"'e‘l centro termorregulador.

Las; vp‘rosbtaglandinas son asociadas al desarrollo del dolor, se
'créé que tienen la capacidad de sensibilizar los receptores del

dolor a la estimulacidén mecanica o quimica.!

II.2.0-CAFEINA*?'€ ;
Es comin encontrar productos farmacéuticos de venta libre
para el dolor, el resfrio, el asma y sintomas menstruales, en

donde la cafeina estd en combinacién con otros farmacos.




La cafeiq;; gué.pe£tenece al grupo de las xantinas, existe en
estado naghrél en una serie de plantas originarias de diversas
partes'dei mundo‘(café, té, cacao, mate, kola y guarana). La s
xantinaé.dg importancia farmacoldégica resultan de la metilacioén
de los étomés de nitrégeno heterociclico. La cafeina es una
trimetilxantina.

La . cafeina  estd clasificada como estimulante del sistema
nervioso ceﬁtral y sus principales acciones farmacoldgicas se le
atribuyen a su poder inhibitorio de la fosfodiesterasa vy

antagonismo de receptores de adenosina.




II.3.0-MONOGRAFIA DE ACETAMINOFEN 1:2:3:4,5.6.7.8.9.12
I¥.3.1. - Origen:

El acetaminofén es un compuesto de origen sintético que deriva
del p-aminofenol, a su vez derivado de la anilina.

La anilina posee propiedades analgésicas y antipireticas, pero
resulta demasiado toéxica para uso clinico. Por ello, se buscaron
derivados que fueran menos toxicos, llegando al paracetamol o
acetaminofén.!

I1.3.2. - Sindénimos:

:Paracetamol, p-hidroxiacetanilina.’

febrilix, pamol, panadol, panasorb,

tilenol.’

~[CeHsNOz -

'fiI}BLSQ'? Férmula desarrollada:

wn? N,

’

-
I1.3.6. -Masa molecular:

151.2




II.3.7. ~Descripcisén

II.3.8. -Solubilida

Féciiﬁente sglubie én etanol vy netand;; soluble en acetona,
agua ¢aliééte,§}$§iucién 1N de hidroxido de,sodio: poco soluble
en c;oréféfh9;  ’

II.3.9._%,Punto de fusioén:
Entré 168°6 - 172°C

FII;3.1C.k— Métodos oficiales de valoracidn
é)ﬁétédovtitulométrico.

‘DiS§l§éi}3OQ mg de la muestra en una mezcla de 10 mL de agua y

:30 m#;aqﬂQ§éj$olucién 1IN de acido sulfurico, calentar a reflujo
 fdﬁr§ﬁ£;},1f{hora. Enfriar y transferir la muestra a un matraz
’.:§¢1umé£;iccbde 100 mL, diluir con agua a su volumen. A 20 mL de
1e§té:$61ucién, agregar: 40 mL de agua, 40 g de hielo, 15 mL de

-solucién 2N de acido clorhidrico y 0.1 mL de solucién

- ~indicadora de sulfatc de ferroina. Titular con solucién

‘vaiorada 0.1M de sulfato cérico aménico, hasta la aparicidn de
’hhq‘ ‘coloracién amarilla. Realizar wun blanco y hacer las
édrrecciones necesarias. Cada mL de la solucidén 0.1 M de sulfato
‘1cérico aménico equivale a 7.56 mg de CgHoNO,.

b) Método espectrofotométrico.

En un matraz volumétrico de 500 mL, transferir 120 mg de 1la

muestra, pesados con exactitud. Disoclver en 10 mL de metanol y




‘lie§ar'éif§f6rakéon agua. Transferir 5 mL de esta solucién a un
Vmatrazv vqiﬁﬁéﬁrico de 100 mL y 1llevar al aforo con agua.
Determiﬁafrié abSorbancia de esta solucidén y la de una solucidn
de refeféncia que contenga 12 pug/mL de la sustancia de referencia
de acetaminofén, preparada de forma similar, a 244 nm,
utilizando celdas de 1 cm y agua como blanco de ajuste. Calcular
la cantidad en mg de acetaminofén por medio de la siguiente
férmula:

10C. (Am/Asref)

En donde C es la concentracién de acetaminofén, en microgramos
por'mililitfo, de la solucidén de referencia. Am y Asref son las

~absorbanciésj'obtenidas con la solucidn de la muestra y la

'solucidén ‘de referencia, respectivamente.

vi}3 li};—'Accién farmacolégica:

El aéetaminofén posee propiedades antipiréticas y analgésicas

que’ no difieren mucho de las de la aspirina, al provocar un

‘ faescenso de la temperatura en animales y humanos febriles.
Alivia dolores somaticos y difiere de la aspirina al tener bajo
poder antiinflamatorio.

No se conoce con precisién la forma en que actiua el
acetaminofén. Es inhibidor débil de ciclooxigenasa en los
tejidos periféricos, 1lo que explica gque tenga bajo poder

antiinflamatorio. Es probable que sea un inhibidor mas eficaz de



la sintesi$ §éfpféSﬁaglandinas en sistema nervioso central y de
ahi se exéliéé su accién analgésica y antipirética.

A QOsis terapéuticas unicas o repetidas no tiene efecto sobre
"los sistemas cardiovascular y respiratorio. No produce
irritacién gastrica, erosién o hemorragia, lo cual puede ocurrir
después de la administracién de salicilatos. No tiene efecto
sobre las plaquetas, el tiempo de sangrado ni la excrecidédn de
acido urico.

II.3.12. -Farmacocinética:
'1§b$or¢i§n: . 'Es absorbido completamente a través de vias
ldé§é§t1§é§;3La‘concentracién maxima plasmatica ocurre en 0.5 a 2

~hora§ La.vida media plasmatica es de 2 horas aproximadamente a

‘dosis’ terapéutica.

Distribucién: Es uniforme en casi todos los liquidos
corporales,’.'a dosis terapéuticas puede recuperarse del 90 al

100%‘dél\ﬁé?maco, en la orina el primer dia.

'Mét-b§}iémo: Cerca del 90 a 95% se metaboliza en el higado.

E crecién: Se excreta en la orina. La vida media de

eliminacién varia de 1 a 4 horas. En sobredosis aguda, la vida

eliminacién estd correlacionada con los efectos

3'511.3.13. - Usos terapéuticos:
Es efectivo para el alivio de cefaleas, dismenorrea, mialgias,

neuralgias y  fiebre y como substituto de la aspirina, en

10




especia;lén»ﬁiﬁ;s;éahiiﬂfecciones virales y en individuos con
cualqdiérféipb;dé‘intolerancia a la aspirina.
~1;.3.14;~-T¢£icidad:

El écetamihofén a dosis terapeéutica recomendada es en general
bien tolerado. En ocasiones se produce erupcién cutdnea y otras
reacciones alérgicas.

A sobredosis aguda provoca necrosis hepatica dosisdependiente,
potencialmente fatal. Puede esperarse un dafio hepatico minimo
con niveles plasmaticos de acetaminofén de alrededor de los 120

ng/mL, 4 horas después de la ingesta y un dano severo con niveles

plasmaticos de mas de 200 pg/mL, 4 horas después de la ingesta.

1"




II.4.0. -MONOGRAFIA DE CAFEINA'‘2-3:4:5.6.7.8,912
II.4.1- Origen:
La éafeina es un alcaloide que proviene de plantas de amplia
: diét?ibupién geografica.

T:4.2 “~Sinénimos:

Guaranina, metilteobromina

R o 4 4.5-Férmula desarrollada:

P
W3S /"\.f!\
\N' -
3
o »
él 3

IT.4.6. -Masa molecular:
194
11.4.7. -Descripciédn:
Polvo blanco, cristalino o agujas brillantes, generalmente
aglomeradas. La forma hidratada es eflorescente al aire.
I1.4.8. —Solubil}dad:
Facilmente soluble en cloroformo; poco soluble en agua y  en

etanol; ligeramente soluble en éter.

12




:fa;;;g;gﬂ';t

* Entre; 235°C

" 0.1N de &cido perclérico; determinar el punto

;céfeina pertenece a un grupo de farmacos 1llamados
‘xantiniC§s, considerados como estimulantes del sistema nervioso
central. Estimula las funciones psiquicas dando una sensacién de
bienestar cuando se usa a dosis terapéuticas (150 a 300 mg), lo
 quév;aparentemente no es seguido de depresidén; el esfuerzo
: hﬁeiectual se hace mas facil, lo mismo gque la asociacidén de
"ideas, la atencidén y la capacidad de concentrarse.

La cafeina se ha incorporado a numerosas preparaciones de
venta libre muy usadas en la analgesia y en el tratamiento de
apnea prolongada.

Relaja el musculo 1liso, en forma mas notable el bronguial,
estimula el sistema nervioso central y el musculo cardiaco,
actua sobre el.rindén produciendo diuresis. Por 1lo general las

personas que ingieren cafeina o bebidas que la contienen suelen

13




experimeﬁtar,i menos somnolencia, menos fatiga y un flujo méas
'claro de . pensamiento. Sin embargo, a dosis mas altas produce
:irritabilidad, nerviosismo, ansiedad, insomnio y temblores.
:Gréndes’cantidades de cafeina pueden reactivar las dudlceras al
~yéétim§lar’la secrecidn gastrica de acido.

‘kEh.dosis mayores puede usarse para tratar el asma.

atraviesa la barrera hematoencefalica y la

la Estas son

ingestidn de 1lg.
prlnc1paimente referibles al sistema nervioso central y sistema
circulatorio. Los sintomas son: insomnio, intranquilidad vy

;éxcitaéién, pudiendo progresar al delirio.

14




II.5.0. -VALIDACION DE METODOS ANALITICOS Y 10-i}

Validacion de métodos analiticos es el proceso para determinar
la conveniencia de un determinado método para proveer resultados
analiticos utiles y confiables. Hay que demostrar
estadisticamente que el método es preciso, exacto y especifico
mediante estudios de laboratorio, estableciéndose que las
caracteristiéas de capacidad cumplen los requerimientos para
las aplicaciones analiticas deseadas.

Al desarrocllar un método es indispensable definir 1las
condiciones .en las que habra de llevarse a cabo. Se decide si un
método es_t’.\t';".l' y confiable, después de gque han sido evaluadas
sus caractefisﬁicas, con respecto a los resultados requeridos en
un : cp_nii\érito” especifico de condiciones, a través de la
validacisn.

. Los criterios que deben cumplir los parametros analiticos
son establecidos por organismos que han publicado una serie de
normas y especificaciones gque deben respaldar al método
analitico. Tomando esta referencia, cada laboratorio realiza la
validacién de sus métodos analiticos de acuerdo con sus
requerimientos y criterios.

A continuacién se describen los parametros que se consideraron

para la validacidén de los métodos analiticos, para cuantificar

15




aceta@inofégiy‘caféina, en unas tabletas que ademas contienen

Hclorh;dtafé aé‘fenilpropanolamina.

“Ii;S.l;,fLiﬁealidad del sistema

’y'bébé démostrarse que la relacidn entre la concentracidén del
analito y la respuesta del detector, sigue una relacién
matematica definida y constante; se pretende comprobar gque la
funcién sea 1lineal, o dicho de otra forma, gque la respuesta

obtenida seafproporcional a la concentracién.

Se,_;ej liama linealidad, al grado en gque la curva de
ééligraéiéh‘énalitica se aproxima a la funcién matematica.
vLa1lihéali6ad del sistema se determina al realizar el analisis
‘aei ‘éhélito, utilizando un minimo de <cinco soluciones con
coﬁcéntraciones diferentes, incluyendo el 100%, preparadas a
‘parﬁir de una solucién. Los valores que representan la
;oncentracién del analito y los resultados de las respuestas

: obtenidas, se tratan por el método de minimos cuadrados para

evaluar la correlacién lineal entre los datos.

‘- Como criterios de aceptacién se debe cumplir lo siguiente:

; a) r =z 0.99

b) r* = 0.98

16




II.5.2. ~Repetibilidad del sistema.

Es la precisidén del sistema, expresada como la concordancia
entre. los valores de los resultados que se obtienen de
determinaciones independientes, realizadas por un solo analista,
usando los mismos aparatos y técnicas. Se analizan un minimo de
6 solucioneS'del analito de interés, con una concentracién al
IOO%LuesﬁaBle;ida en la linealidad del sistema. Se evalta con el

" coeficiente:de variacidn:

X 100
Dondé:'C;V. ="Coeficiente de variacién
Sx = Desviacién estandar

X = Hedia de la serie de datos

Teniendo como criterio de aceptacién el siguiente:
C.V. = 1.5%
II.5.3. -Especificidad.

Es la capacidad de un método analitico para que la respuesta
obtenida proceda del analito de interés y no de otros
componentes que estén presentes en la formulacidn, como
principios activos adicionales, excipientes o productos de

degradacidn.

17




La prueba de especificidad se realiza de acuerdo con su
aplicacidén. En el caso de métodos indicadores de control de

‘.calidad en formas farmacéuticas, se efectua para conocer las

'htérferencias debidas a los demas componentes de la
'fé;mulaciéﬁ."Asi, la especificidad del método analitico se
detérmina'béhalizando muestras que correspondan al placebo
kcargadp c6n1;odos los componentes de la formulacidén, sin incluir
el anaiifo dé interés, al placebo con todos los componentes de
la formulacién, incluyendo el analito de interés y a la soluciédn
del analito al 100%.

Se comparan los resultados y se concluye que el método es
especifico si el espectrograma de la muestra del placebo cargado
con todos los componentes de la formulacidén sin incluir el
analito de interés, no muestra sefial de absorbancia en la
longitud de onda en que se realiza la determinacidén y 1los
espectrogramas de las muestras del placebo con todos los
componentes de la formulacién incluyendo el analito de interés y
a la solucidén del analito al 100% muestran espectrogramas
similares. De esta forma se demuestra que el método desarrollado
es capaz de cuantificar el analito de interés sin que exista
interferencia de los otros componentes de la formulacién.

Criterio de acgptacién: confirmar que el método desarrollado
es capaz de cuantificar la sustancia de interés sin que exista

interferencia de otras sustancias presentes.

18




IT.5.4. —Linéalidaﬁ del método.

Se determina con placebos adicionados del analito, preparados
de manera independiente, cuando menos a 3 diferentes
concentraciones, incluyendo el 100%. Los analisis de cada
concentracidén se realizan por triplicado. Se grafica la relacidén
entre la cantidad adicionada del analito vy la cantidad
recuperada.

La linea recta gque se obtiene a través de este tratamiento
estadistico estd definida por la ecuacidn siguiente:

vy = mx + b

Donde : y = cantidad recuperada
X = cantidad adicionada
b = ordenada al origen
m = pendiente

Las transformaciones matematicas utilizadas en el analisis de

‘regresién son:

n(Zxy) - (Zx) ( Zy)

'f’Pendiénte (m) =
Y n(Zx?) - (Tx)?

I Xy - m(Zx)
-Ordenada al origen (b)= —_—
n

{ n(Zxy) - (Zx) ( Ty)1?

Coeficiente de . = .
determinacién (r?) n (Ix%) - (Tx)21[n(Zy?) - ) ( T3}
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[IZ] 1/2

Coeficiente de regresidn .
Donde:

numero de datos

o]
[}

x
I

Cantidad adicionada de farmaco

%3
]

Cantidad recuperada de farmaco

En ausencia de errores, la 1linea recta de regresién
I tiene Qna pendiente de 1, un intercepto de 0 y un coeficiente de
fcorrelécién de 1. Sin embargo, en la practica ésto no ocurre, ya
qﬁe; ’aﬁn cuando los errores sistematicos se eliminan, los
:eEréres 'aleaiorios provocan due el procedimiento analitico no
' {Jﬁ:éépfﬁiqhef.resultados en concordancia exacta para todas las
muestras.
Lé)fp;éséﬁdia de errores aleatorios en el método analitico,
’1§§é élia‘dispersién de los puntos alrededor de la linea recta
y‘,a;_uﬁé desviacién 1ligera de 1la pendiente y del intercepto
caiéUlAdos (unidad y cero, respectivamente).
’,Péfa conocer si los valores de la pendiente y del intercepto
‘que se obtienen en forma experimental, son significativamente
diferentes de los valores considerados como tedricos, se aplican

pruebas de t y se establecen los limites de confianza para m y

b.
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1.- Hipotesis y t de student:

a) ordenada al origen
Ho : b=B  (B=0)

Hy : b#B

b) pPendiente . .
Ho : m=y (¥ '=0).

Hy & mey

[mY)118% [ {n-1) YD)

Tear =
Syrx

Desviacién esténdar en la direccién ¥y (sy/x):

. Ut
A AN

= _—
Sys

n-2
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2.- Intervalos de confianza:
a)Ordenada al origen
Desviacion estandar (Sb):

vt
Tyt

Sp= Syrx -
a(B (xR |

‘

" Limites de confianza:

LGb * [Cews({n-2,0.975)1[Ss]

k b) Pendiénte

: DeSviacién estandar (Sm):

Sy/ x

(S (=% 11V

Limites de confianza:
LC=mt [Cean(n—2,0.975)] [Sm)

Donde: m = Valor de la pendiente experimental

y = Valor tedrico de la pendiente =1

b vValor experimental de la ordenada al origen

1
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B ='Valbﬁﬂtééfico de la ordenada al origen = 0
%y = Cantidad adicionada
Sx = Desviacién estandar de las cantidades adicionadas

n = Numero de determinaciones

X = Medida de lascantidades adicionadas

7N

¥i = Los valores de fr\, 2on los puntos sobre la linea de regresioén
calculada y corresponden a los valores individuales de x;. Los
valores de iﬁ para un valor dado de x;, =Son facilmente calculados

de la ecuacion de regresién

El método es lineal si m, b, r y r’cumplen con los siguientes

criterios de aceptacién.

1. - Ordenada al origen (b):
1kSiLi|t cal |< t tap  (N-2, 0.975) y los limites de confianza
incluyen al 0, entonces se acepta H, y se concluye que el valor

de la ordenada al origen que se obtiene en forma experimental,

no es significativamente diferente de O.

2. - Pendiente (m):

si |t cn|< £ b (n=-2,0.97%) y los limites de confianza

incluyen al ‘1, entonces se acepta H, y se concluye que el valor
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de la pendiente que se obtiene en forma experimental, no es

significativamente diferente de 1.

3. ~ Coeficiente de correlacidén (r):

Debe ser mayor o igual a 0.99.

4. - Coeficiente de determinacién (r):

Debe de ser mayor o igual a 0.98.

II.5.4 —-Exactitud del método.

La exactitud del método analitico es la concordancia entre un
valor obtenido experimentalmente y un valor de referencia. Se
expresa‘cpmo el porciento de recobro obtenido del analisis de
‘placgbos adicionados con cantidades conocidas del analito.

’Se Qete;mina haciendo un minimo de 6 ensayos de placebos
'édiéiQhédos con el 100% de la concentracién tedrica. Pueden
Gtili;aréé los resultados de los porcentajes encontrados en la
iinéalidéd del método.

En el tratamiento estadistico de los resultados se determina
;si la media aritmética del porciento de recuperacidén es igual a
100%, de la siguiente forma:

Se establece la hipdtesis:

w1

Hye = 100%

* 100%

%

Hl:
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Se determina la t de student experimental:

%-100
CTear =
s/ e

Donde: n = numero de determinaciones
Sx = Desviacién estandar

Media de las determinaciones

B
1]

Se determina el Intervalc de confianza:

I.C. = ¥ + tew (n-1, 0.975)| ———

Se determina el Coeficiente de variacidén (C.V.):

C.W. = —— % 100
: X
El método es exacto si:
limites de confianza incluyen

1.- lteals tenin-2, 0.975) y los
el valor de 100.
encuentra entre 97.0%- 103.0%

2.- El1 porcentaje recuperado se

para métodos espectrofotométricos.
3.~ El coeficiente de variacién tiene un valor menor o igual a

3.0% en el caso de métodos espectrofotométricos.
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I1.5.5.~ Bébé?ibilidad y Reproducibilidad del métcdo

La. repetibilidad se puede expresar como la concordancia

obtenida;énp;e determinaciones independientes realizadas por un
solo éﬂéiiéié, usando los mismos aparatos y técnicas. Se
‘determiné‘Aaﬁalizando un minimo de seis placebos adicionados con
el 100% del analito.

Como ériﬁerié de aceptacion se calcula el coeficiente de

variacién,; ‘el cual, debe ser <3.0% para metodos

fespec;:§f§£§mét:icos.

‘La"gégrsaucibilidad se define como la concordancia entre
detefhiﬁ%éionésr‘ independientes realizadas por diferentes
analistas, en diferentes dias, en el mismo o diferente
labofatorio; Se determina utilizando una muestra homogénea del
placebo adicionados con una cantidad equivalente al 100% del
analito de interés, analizando por triplicado, por dos analistas
diferentes en dos dias diferentes.

Los resultados se tabulan de acuerdo con la tabla I
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TABLA I

ANALISTAS
1 2
Yii YLz
Y12 Y212
Y113 Y213
Yizy Y221
Tizz Y222
Y123 Y223

"Donde: Y es

subindice indica el analista(i),

dia en que se realizé(j)

analisis (k).

el

resultado analitico,

27

el primer numero del

el segundo subindice indica el

y el tercer numero indica el numero de




‘Calculos a realizar:
Y+ Yaz 4 Yus v b Yizz 4o
(Yaai+ Yz +Yus + Yy 4 Yoz o+ Yzt ot (Ya1n + Yaiz *+ Yoars +

#Ya13) 0+ (Yim +Yir v Mo +Yaz21

2#¥213) T+ (Yoo + Yoo+ Y223) :

Y113) 24 (Y121 % Yoz +Yiza) e (YontYn
B (Y1120 2+ (Y0 2+ () ¥+ (Y122) 7+ (Yiz) ¥ + (Yau)® +

‘g_,;"’_t“(sz'zﬂz + (Yzz2)? + (Yzz)©

Proceder conforme a la siguiente tabla de analisis de varianza:
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TABLAII

T

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA
Fuente de Grados de fuma de cuadrados (SC) Media de Fen
variacién libertad cuadrados me.usl Clameraor )

(FV) (GL) (MC) GLdmcnt nator
Analista (i-1)

2 2y, )2 sC MG, {i-1)
(A) et _ (Mt A — |o.0s,
A ik ijk (i-1) MCyp 31
pia (D) (3-1i o .

1) Zy‘“ ZY"i SCp MCp (3-1)

D, _— - 0. 05,

k jk (3-1) MCyp (i-1) (3-1)
Interaccidn [ (i-1) (j-1) .

. ooz T 12 ilGgn
analista- Ivd, By Byy By SCuw MCyp {0.05, —————
o —_—————— - - ij k-1)

a Kk k ik 1jk (i-1) (3-1) MCy
(A-D) A;-Dy
Brror' 1jtk-1) Eyﬂj 8Ca
experimental Iyt — ————
,x 1jt-1)
(E) Ein

Donde: i= Nimero de analistas (2)
J- Nimero de dias (2)
k= Nimero de analisis (3)




Se conclgyev qﬁe el método es reproducible si cumple con 1los
siguigﬁtés criterios:
‘1— El:Cpgficiente de variacién (C.V.) debe ser menor o igual a 3.0%
2;‘Si:fmau§“.nl < Fapalista tab (g.l.a., g.l.d.; 0.05) El método analitico
es ;eproducible por los analistas

Si Fgia cal < Faia tab (g.l.d., g.l.a.d.;0.05) El método analitico es
reproducible en distintos dias por el mismo analista.

Si Funaltstadis cat < Fraiista-aia tan(g.l.a.d., g.l.e.;0.05) El método

analitico presenta interaccién analista-dia.

I1.5.6.~ Estabilidad de la ﬁuestra analitica.

Este parametro permite evaluar en qué condiciones y tiempo es
posible trabajar con las soluciones obtenidas durante el proceso de
analisis, sin que se obtengan resultados errdneos producidos por la
degradacién de las mismas.

Para evaluar este parametro se realizan tres analisis
iniciales, cuyos resultados se comparardn con los obtenidos
sobré esas mismas muestras, después de un tiempo determinado, en
diferentes condiciones de almacenamiento (por ejemplo luz
bianca, oscuridad, refrigeracién, etc), por un mismo analista,
utilizando solucién de referencia recién preparada, para cada
condicién.

Los resultados se tabulan de acuerdo a la tabla III




TABLA TIIT

Y Y
0 B €
Ye Yr

: Condicién
E)
TIEMPO (h) Encontrado
Luz blanca Oscuridad
Ya Yo

Xy Y10

Para cada condicién/tiempo/muestra/, calcular

siguiente manera:

(andlisis muestra/condicién/tiempo)

(analisis inicial)

N

el factor (I) de 1la

X 100




Y,
I,= X100
RINCTR
G g
Ia= — X100
; e ‘
Yo
Ig= XlOO
Ye

Calculo de

" Iyo=

In=

_Ilév-'-"‘

I1a=

Yio

X100
Yo

X100

Yia

— X100

¥I (condicién/tiempo)

Donde N es

N

el numero de muestras para

Iio= X100
Y
Yzo
Izp= X100
Yu
i &3¢
I:]‘—_' XlOO
Y . )
Yo
Toe= X100
Y,

la media del Factor(I) para condicién/tiempo:

cada condicidn tiempo.




_I1+Iz+I3 : : . I16+119+11a

I= Is =
3 3
_I4+I$+Ié - S T19tIzo+tIn
1= — I, =
' I++Ia+Is e Iao+Iza+Ica
1= — Te=
LiotInnt+Isz . Ias+lzetLey
Is= — ! I =
3 - 3
I13+I14'f',11_5: .
- T S

3

Criterios de aceptacidn:

La media del factor (I) para cada condicién/tiempo, se debe

encontrar entre los valores de 97.0 % ¥y 103.0 %.




III PARTE EXPERIMENTAL

.. Los métodos desarrollados para la cuantificacidén del acetaminofén y
'ﬂ‘dé'»Cafeina en unas tabletas gque ademas contienen c¢lorhidrato de
'fehilpropanolamina se basan principalmente en aprovechar las

‘féréhcias de propiedades acido base, de coeficientes de

ribucién y de las longitudes de onda de maxima absorbancia de
fcaaaiférmaco.

~A-continuacién se muestra la formulacién y un diagrama del

método’ 12/ 13:
Acetaminofén 0.500 g
Cafeina 0.020 g
" Clorhidrato de fenilpropanolamina 0.015 g

Exipiente c.b.p 1 tableta




DIAGRAMA :

Extraccion con agua
acetaminofén, cafeina y clorhidrato de fenilpropanolamina

Alcalinizacion con NaOH 1N y
ﬂ extraccion con CHCI3

Fase acuosa Fase organica

Cafeina Evaporacion de la fase

Acetamidofenolato y = organica
de sodio Fenilpropanolamina

Disolucion del
residuo en HC1 0.1 N

J

. Cafeina y Clorhidrato de
Maximo  de fenilpropanclamina
absorbancia a
258nm ﬂ

A pesar de quedar en la misma solucion los dos principios
activos, en las condiciones de trabajo y a la longitud de onda
donde la cafeina muestra su maximo de absorcidn (273
nm), el clorhidrato de fenilpropanolamina, no interfiere; (ésto
quedara demostrado en la especificidad del método para la

cafeina).
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III.1.0- METODO ANALITICO PARA LA VALORACION DE ACETAMINOFEN

ITI.1.1-REACTIVOS:

a) Cloroformo R.A:

b) Solucidén-de hidroéxido de sodio aproximadamente 1N
c)Solucidén de hidréxido de sodio aproximadamente 0.01N

III.1.2-PREPARACION DE LA SOLUCION DE REFERENCIA:

Transferir cerca de 0.031 g de acetaminofén, sustancia de
referencia, exactamente pesados, a un matraz volumétrico de 25 mL,
agfegar 20 mL de agua destilada y 0.50 mL de solucién de hidréxido de

'sodib 1N, agitar durante una hora en un agitador mecanico.

: Tfénséurrido el tiempo, llevar al aforo con agua destilada y mezclar.
Traﬁsﬁérir 1.0 mL de la solucién obtenida a un matraz volumétrico de
mlOOfﬁi, llevar al aforo con solucién de hidroéxido de sodio 0.01N vy

“’mezeclar.

III.1l.3-PREPARACION DE LA SOLUCION PROBLEMA:

Pulverizar finamente 20 tabletas y pesar con exactitud una cantidad
de muestra que contenga aproximadamente 0.620 g de acetaminofén
(cerca de 0.87 g)f Transferirla a un matraz volumétrico de 100 mi,

agregar 80 mL de agua destilada y agitar durante una hora, colocando
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’loroformo, cada una. Reunir Jlos extractos cloroférmicos,
ggnset&éndoloé para efectuar la valoracién de cafeina.
ansferir la fase acuosa alcalina a un matraz volumeétrico de 100
~énjuagar el embudo con dos porciones de 20 mlL, cada una, de agua
desﬁilada y reunirlas con el extracto acuoso alcalino. Llevar al
aforé con agua destilada y mezclar. Filtrar a través de papel filtro
ééf;yeliminar la opalescencia. Desechar los primeros mililitros del

g~filtrado y transferir 1.0 mL de la solucién filtrada a un matraz

:’i?biumétrico de 100 mL, llevar al aforo con solucidén de hidrdxido de

Asddiq 0.0lN y mezclar.

I1I 1 4-PROCEDIMIENTO:

Dét;;ﬁiﬁar las absorbancias de la solucidn de referencia y de la
SOiﬁciéﬁiproblema, en un espectrofotdémetro adecuado, a la longitud de
ondé de maxima absorbancia (258 nm), utilizando solucién de hidréxido

"“’de sodio 0.01N como blanco de referencia.
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III.1.5-CALCULOS = .
a)Para ,éalculérf; ia " cantidad, expresada en gramos,
acetaminofén/tableta,

aplicar la siguiente formula:

Ap
—X € XFDZ (P.P.)
, Ager
g de acetamlnofég/tableta:
M
En donde:
Ap = absorbancia de la solucidén problema
Arer = absorbancia de la solucién de referencia
(o} = concentracién de la solucidén de referencia,
expresada en g/mL
(P.P) = peso promedio de las tabletas, expresado en g
M = muestra utilizada, expresada en g
FD = Factor de dilucidén = 50000

b)Para calcular a partir del dato obtenido, el porcentaje

acetaminofén, con

respecto a la concentracién indicada en el marbete, aplicar

siguiente férmula:

Y x 100

%Acetaminofén =
. 0.5

de

de

la




En donde Y = g de Acetaminofén/Tableta, encontrados
IIX.2.0- METODO ANALITICO PARA LA VALORACION DE CAFEINA

I1I.2.1-REACTIVOS:
a) Cloroformo R.A:
b) Solucién de acido clorhidrico aproximadamente 0.1N
c) Solucién.de hidréxido de sodio aproximadamente 0.1N

d) Solucién de hidrédéxido de sodio aproximadamente 1N

IITI.2.2-PREPARACION DE LA SOLUCION DE REFERENCIA
Transferir cerca de 0.0250 g de cafeina, sustancia de
referencia, exactamente pesados, a un matraz volumétrico de 50 mL,
agregar 30 mL de la solucidén de acido clorhidrico 0.1N, agitar hasta
disolucidén, 1llevar al aforo con el mismo disolvente y mezclar.
Transferir 1.0 mL de la solucidén a un matraz volumétrico de 100 mL,

llevar al aforo con solucién de acido clorhidrico 0.1N y mezclar.

III.2.3-PREPARACION DE LA SOLUCION PROBLEMA
Reunir los extractos cloroférmicos obtenidos como se indica en
el procedimiento descrito para la valoracién de acetaminofén en un
matraz volumétrico de 50 mL, llevar al aforo con cloroformo vy

mezclar.
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vi~{I£énsﬁer;¥i:unar’aliéuota de 5.0 mL de la solucion cloroformica
'QbééAida,ﬂauun matrai volumétrico de 100 mL, evaporar el cloroformo
colocando el matraz en una placa caliente y después, aplicar vacio en
la' boca ael matraz para eliminar totalmente los vapores de
cloroformo. Agregar 80 mL de soclucién de acido cleorhidrico 0.1IN y
agitar ‘durante . 10 minutos, colocando =21 matraz en el agitador
mecénicp.,Tréésﬁurrido el tiempo, llevar al aforo con solucidén de
écido:clgrhidfico 0.1N y mezclar el contenido del matraz. Filtrar la

solucidn .‘favés de papel filtro, para eliminar opalescencia,

desedhanaoflcs?piimeros mililitros del filtrado.

>ROCEDIMIENTO:

‘téiminar las absorbancias de la solucidén de referencia y de
én\pfoblema, a la longitud de maxima absorbancia (272 nm),
utilizéﬁddf solucién de acido clorhidrico O0.IN como blanco de

referencia.

III.2.5-CALCULOS:
a) Para calcular la cantidad, expresada en gramos, de

cafeina/tableta, aplicar la siguiente formula:

Ap

——X CXFDX (P.P.)
Apgr

g de cafeina/tableta =
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En donde:

Ag = absorbancia de la solucidn problema

Argr = absorbancia de la solucidn de referencia

c = concentracidn de la solucidn de referencia,
expresada en g/mL

(P.P) = peso promedio de las tabletas, expresado en g

M = muestra utilizada, expresada en g

FD = Factor de dilucidén = 5000

< mb)Eara .calcular, a partir del dato obtenido, el porcentaje de

'cafeina,l“CQn respecto a la concentracidén indicada en el marbete,

aplicar la siguiente férmula:

X Y x 100
%cafeina = —m—m——
0.02
En donde Y = g de cafeina/Tableta, encontrados
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IV- VALIDACION DE 1LOS METODOS ANALITICOS

.validar los métodos analiticos, como indicativos de control de

lidad. se evaluaron los siguientes parametros:
V.1:0-ESPECIFICIDAD

Vil.l-Acetaminofén: Con el objeto de comprobar la especificidad

'métqdo, se determind la espectroscopia U.V. (210nm - 280nm) de

as-’ soluciones obtenidas después de aplicar el método en las
éiguientes muestras:
1- Placebo cargado al 100% con todos los componentes de la

formulacidén, excepto acetaminofén.

2~ Placebo cargado al 100% con todos los componentes de la

formulacién.
3- Solucidn de la sustancia de referencia (100%).
IVv.1.2- Cafeina: Con el objeto de comprobar 1la especificidad del

ihélddé, se determiné la espectroscopia U.V. ( 245nm - 295nm) de las

‘so uciones obtenidas después de aplicar el método en las siguientes

é;tras:

1- Placebo cargado al 100% con todos los componentes de la
formulacidn, excepto cafeina.

2- Placebo cargado al 100% con todos los componentes de la
formulacidn.

3- Solucién de la sustancia de referencia (100%).
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Iv.2.0- LINEALIDAD DEL SISTEMA
IV.2.1- Acetaminofén: Se prepararon soluciones con acetaminofén,

sustancia'ae_‘ ferencia, en concentraciones correspondientes al 80%,

©"1V.3.0-REPETIBILIDAD DEL SISTEMA
Aéétaminofén: Se realizé analizando por sextuplicado una
con acetaminofén sustancia de referencia, en

_céhéén;fééiéh'¢orrespondiente al 100%.

" IV.3.2~ Cafeina: Se realizd analizando por sextuplicado una misma
solucidéni:con. cafeina sustancia de referencia, en concentracién

correspondiente al 100%.

IV.4.0-LINEALIDAD DEL METODO

IV.4.1-Acetaminofén: Se determind a partir de placebos adicionados
en concentraciones de 80%, 100% y 120% de la cantidad indicada en el
marbete, preparados de manera independiente y analizados por

triplicado.
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IV.4.2- Cafeina: Se determindé a partir de placebos adicionados en
concentraciones de B80%, 100% y 120% de la cantidad indicada en el
marbete, preparados de manera independiente y analizados por

triplicado.

IV;S;O—EXACTITUD Y REPETIBILIDAD AL 100% DEL METODO
‘IV“éii%3 Acétaminofén: Se evaluo analizando por sextuplicado, un
a ,‘Vyi”{vbiw ° ﬁcehtracién correspondiente al 100%.

 Se evalio analizando por sextuplicado, un

ncentracién correspondiente al 100%.

BILIbAD DEL METODO

minofén: Dos analistas efectuaron el analisis por

triplicado 'dias diferentes sobre muestras de un placebo

cargadélalxloo%, de la cantidad expresada en el marbete.

‘Cafeina: Dos analistas efectuaron el analisis por

_dd,*eﬁ dos dias diferentes sobre muestras de un placebo

i 100%, de la cantidad expresada en el marbete.

V.7.0-ESTABILIDAD DE LAS MUESTRAS ANALITICAS

V;7.1— Acetaminofén: Este parametro se evaludé analizando una
i;mﬁéstra de un placebo cargado al 100% de lo expresado en el marbete,
almacenando la solucidén final en tres condiciones diferentes vy

durante tres diferentes tiempos.



Se'.realizaron analisis por triplicado en tiempo cero (analisis

'gé;gado al 100% de lo expresado en el marbete,
lmacepgndofﬁié 'sélucién final en tres condiciones diferentes vy
_du;aﬁtéiﬁres diferentes tiempos.

Se realizafon analisis por triplicado en tiempo cero (analisis
inicial) y después de 3,6 y 24 horas, en diferentes condiciones de

almacenamiento: temperatura ambiente, refrigeracidén y oscuridad.
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V- RESULTADOS

V.1l.0-ESPECIFICIDAD

V.1l.1l.- Acetaminofén: En las figuras 1, 2 y 3 se presentan los
espectros de absorcién de las muestras analizadas para evaluar este
parametro.

La figura 1 corresponde al analisis de una muestra del placebo, que
contiene todos los componentes de la formulacién, excepto
acéﬁam;nofén. Como se puede observar, no presenta absorbancia, 1lo
igﬁifica que no hay interferencia de los demas componentes de

ormulacidn.

sinfiguras '2. y 3 corresponden al analisis de la muestra del
100% y de 1la solucion de la sustancia de
respectivamente. En ambos espectrogramas, se

observa unfméximo de absorbancia a la longitud de onda de 256 nm, con
‘un:valor ‘de absorbancia cercano, el cual, corresponde al acetaminofén

(como p-acetamidofenolato de sodio).

Por lo antes expuesto, se puede concluir que el método de analisis
propuesto para determinar acetaminofén en las tabletas en estudio, es

especifico.




FIGURA No 1

Placebo con todos los componentes de la formulacidén, excepto acetaminofén
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FIGURA No 2

Placebo cargado al 100%, con todos los componentes de la formulacién
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FIGURA No 3

Solucién de referencia (100%)
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V.1l.2 -Cafeina: : En las figuras 4, 5 y 6 se presentan los espectros

de absorcién de las muestras analizadas para evaluar este parametro.
" La figura 4 corresponde al analisis de una muestra del placebo, que

-contiene todos los componentes de la formulacidén, excepto cafeina.

9m6{$é'puede observar, la absorbancia a 273 nm es despreciable, lo
cual sig;lifica que no hay interferencia de los demas componentes de
la formulacién.

Las figuras 5 y 6 corresponden al analisis de la muestra del
placebo cargado al 100% y de 1la solucidn de la sustancia de
referencia (100%); respectivamente. En ambos espectrogramas, se

observa un maximo de absorbancia a la longitud de onda cercana a 273
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FIGURA No 5

Placebo cargado al 100%, con todos los componentes de la formulacién

L

ce b aze s e -----.--i. . F 1
i
.. R R S I V]
I R TR P R L o
e, . ........;. Goaa
R AR R DR |- may
1 o .
TAOHES 1 G000
L1
e Caf WELEGTH .
oM Mie IA3 e oKD s m
FIGURA No 6
Solucién de referencia (100%)
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V.2.0~-LINEALIDAD DEL SISTEMA.

V.2.1- Acetaminofén: En la tabla No. 1 se muestran los resultados
obtenidos en 1la determinacién de 1linealidad; 1la tabla No 2 nos
proporciona los datos de regresidén lineal, calculados a partir de los
promedios de las determinaciones realizadas. La grafica No 1
representa la cantidad adicionada contra la absorbancia; se observa
la tendencia iineal del sistema de medicioén.

No£a.—La cantidad adicionada que se indica, se refiere a las
concentraciones expresadas en mg/mL de 1las soluciones finales,
‘obtenidas después de efectuar las diluciones correspondientes. Esta
nofa es aplicable a todos los casos.en los que se sernalan cantidades

a.-nivel de mg/mL.
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TABLA No 1

% CONCENTRACION CANTIDAD ADICIONADA ABSORBANCIA A 256 nm
mg/mL
9.84 0.694
9.84 0.697
9.84 0.694
11.07 0.799
11.07 0.805
11.07 0.794
12.30 0.903
12.30 0.890
12.30 0.889
13.53 0.971
©13.53 0.982
13.53 0.977
14.76 1.053
14.76 1.059
14.76 1.058
TABLA No 2
PROMEDI_O,DE_CAVNTIDI\D PROMEDIO DE ABSORBANCIAS REGRESION LINEAL
“ADICIONADA mg/mL = - A 256 nm
Pi9.8q ’ 0.695 r’=0.9968

11,07 0.799

12,30 0.894 r=0.9984

13.53 0.977

14.76 1.057 C.V.= 1.13%

A continuacidn se analizaran los resultados:
a) Coeficiente de correlacién lineal(r): Cumple con el criterio de
aceptacién de ser 2 a 0.99, existiendo una relacién lineal entre la

cantidad adicionada.y la absorbancia determinada a 256 nm.
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b) Coeficiente de determinacién (rx?): cumple con los criterios de
aceptacién, dado que r? = 0.98

c) Coeficiente de variacién (C.V.): cumple con el criterio para la

precisién del sistema, al ser menor a 1.5%.

Se concluye que el sistema de medicién es lineal.
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V.2.2- Cafeina: En la tabla No. 3 se muestran los resultados
obtenidos en 1la determinacién de 1linealidad del sistema para la
cafeina:‘la tabla No 4 nos proporciona los datos de regresidén lineal

;é%icﬁlados a partir de los promedios de las determinaciones
fréalizadas. La grafica No 2 representa la cantidad adicionada contra

- la absorbancia; se observa la tendencia lineal del sistema de

medicién.

TABLA No 3

CANTIDAD ADICIONADA ABSORBANCIA A 273 nm

mg/mL

4.00 0.220

4.00 0.217

4.00 0.219

4.50 0.240

4.50 0.240

4.50 0.242

5.00 0.264

5.00 0.266

'5.00 0.265

5.50 0.290

5.50 0.289

5.50 0.290

6.00 0.316

120 6.00 0.320

6.00 0.317
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TABLA No 4

PROMEDIO DE CANTIDAD PROMEDIO DE ABSORBANCIAS REGRESION LINEAL
ADICIONADA mg/mL A 273 nm
4.00 0.219 r= 0.9990
4.50 0.241
5.00 0.265 r’= 0.9980
5.50 ] 0.290
6.00 ) 0.318 C.V.= 1.44%

A continuacién’se;analizaran los resultados:

"'Coe'f_ic;iv.e e ‘de-correlacién lineal(r): Cumple con el criterio

ienté de determinacién (x%): cumple con los criterios
'adov que r® = 0.98

‘J.e'nte de variacién (C.V.): cumple con el criterio para
s;éﬁ‘delysistema,al ser menor a 1.5%.

‘concluye que el sistema de medicién es lineal.
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la
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V.3.0-REPETIBILIDAD DEL SISTEMA

vV.3.1-

Acetaminofén:

La tabla No 5 muestra los resultados obtenidos

para la evaluacidén de este parametro.

TABLA No 5

CANTIDAD ADICIONADA ABSORBANCIA A 256 nm
{mg/mL) -
12.30 ¢, 0.903
12.30 0.890
12.30 - 0.889
12.30 0.588
12.30 0.886
Se12i30 0.891

n=6
% = 0.291
Sx=0.0060

C.V.= 0.67%

obtenido en forma experimental es menor de 1.5%

513.2— Cafeina: La tabla No 6 muestra los resultados obtenidos

la evaluacién de este parametro.

TABLA No 6

Se coné@uye que el sistema de medicidén es repetible ya que el C.V.

para

n=6
k= 0.265
Sx=0.0014

C.V.= 0.52%

CANTIDAD ADICIONADA ABSORBANCIA A 273 nm

{mg/mL}

5.04 0.264

5.04 0.266

0.265

0.266

0.263

0.263




Se concluye que el sistema de medicidén es repetible ya que el C.V.

obtenido en forma experimental es menor de 1.5%

V.4.0- LINEALIDAD DEL METODO

'4Acetaminofén: La tabla No 7 muestra los resultados obtenidos

'luacién de este parametro. En la grafica 3 se representan

s.(éantidad adicionada y cantidad recuperada) observandose

TABLA No 7

“% DE CARTIDAD CANTIDAD FROMEDIO DE
}éouééﬁmzxcmu ADICIONADA RECUPERADA CANTIDAD
A ' {mg/mL) {mg/mL} RECUPERADA

» {mg/mL)
5.78
3.79 9.79
9.81
12.30
12.25 12.27
17.26
15.79
11.86 14.80
13,76
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‘En la tabla No B se presentan los resultados correspondientes a la
prueba “t de student”, aplicada a la pendiente y a la ordenada al

origen, ademds de los resultados de regresién lineal

TABLA No 8

REGRESION LINEAL ORDENADA AL ORIGEN PENDIENTE
m=1.0183 tea, = ~3.2593 toa = 3.1193
b=-0.2383 . tean (1,0.975)=12.706 teao (1,0.979)= 12.706
£*=0.9998 . I.C.= -0.2383 % 0.9290 I.C.= 1.0183 % 0.0745
r=0.9999 s LS= 0.6907 LS= 1.0928
k LIi=-1.1673 LI= 0.9438

,A’cdntinuacién se analizaran los resultados:

a) Ordenada al origen(b): Dado que Itu1|< tean(l,0.975) y los
limites de confianza incluyen el valor de cero, entonces se acepta
"He (Qer pagina 21) y se concluye que el valor experimental
obtenido de la ordenada al origen no es significativamente
diferente de cero.

b) Pendiente(m): Dado que |tecaml< tean(1l,0.975) y los limites
de confianza incluyen el valor de uno, entonces se acepta Ho, (ver
pagina 21) y se concluye que el valor experimental obtenido de 1la
pendiente no es significativamente diferente de uno.

c) Coeficiente de correlacién 1lineal(r): Cumple con el

criterio de aceptacién de.ser =2 a 0.99, existiendo una relacidn




lineal entre la cantidad adicionada y la cantidad recuperada, por
lo que se asegura que los resultados analiticos. son proporcionales
a la concentracién

d) Coeficiente de determinacién (r°): cumple con los criterios
de aceptacién, dado que r? > 0.98

Se concluye que el método de analisis es lineal.
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V.4.2~Cafeina: La tabla No 9 muestra los resultados obtenidos para la
,eyéluacién'de este parametro. En la grafica 4 se representan estos

‘datos ’(Eantidad adicionada y <cantidad recuperada) observandose

" fendencia lineal

TABLA No.9

% DE CANTIDAD CANTIDAD FROMEDIO DE
CONCENTRACION ADICIONADA RECUPERADA CANTIDAD
{(mg/mL) (mg/mL) RECUPERADA
(mg/mL)
3.97
80 4.00 3.98
100 5.00 5.01
120 . 6.00 T 6.06 6.06
.06

En la tabla No 10 se presentan los resultados correspondientes a la
prueba “t de student”, aplicada a la pendiente y a la ordenada al

origen, ademas de los resultados de regresién lineal




TABLA No.1l0

; REGRESION LINEAL ORDENADA AL ORIGEN PENDIENTE
'm=1 0400 : tux“ -3.6660 C o= 6.3281
b=-0.1833_x : tuh {1, 0 975)812 706 wit1,0.975)= 12,706

r’=0.9998.7 - i R I.c.= -0.1833 * 0. 63531_. ;-.c.:- 1.0400 + 0.0733

LS- 1% 1133

r=0.9999 LS— 0 4520 i

LI- -0 8186

A continuaéfén'$¢‘analizarén los resultados:
a)'_vOrdénada,al origen(b): Dado que |t¢n|< Lean(l,0.975) y los

limites .de confianza incluyen el valor de cero,

‘  éétbhéé;:Se'acepta Ho (ver pagina 21) y se concluye gque el valor
_x?é?i@éntal obtenido de la ordenada al origen no es
‘s;gﬁificativamente diferente de cero.

éendiente(m): Dado que |tcu|< Leab(l,0.975) vy los limites
idéfcdqfianza incluyen el valor de uno, entonces se acepta H, (ver
,lpééidé 21) y se concluye que el valor experimental obtenido de 1la
' peﬁdiente no es significativamente diferente de uno.

.&) Coeficiente de correlacidn lineal(r): Cumple con el
4'criterio de aceptacidén de ser =2 a 0.99, existiendo una relacidn
lineal entre la cantidad adicionada y la cantidad recuperada, por
lo gue se asegura que los resultados analiticos son proporcionales

a la concentracién




d) Coeficiente de determinacidn (r®): cumple con los criterios

de aceptacién, dado que r® = 0.98

Se concluye que el método de analisis es lineal.
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V.5.0- EXACTITUD Y REPETIBILIDAD AL 100% DEL METODO

V.5.1- Acetaminofén:

obtenidos para evaluar

En la tabla No 11, se presentan los resultados

estos parametros.

TABLA No 11

CANTIDAD ADICIONADA - (mg/mL)

CANTIDAD RECUPERADA (mg/mL) | PORCENTAJE DE RECUPERACION
ENCONTRADO

12.23

12.30 T100.57

1z.23

12.40

‘Limite superior:

Limite inferior:

El método es exacto y repetible ya que:

a) = ltcall < ttab(5,0.975)

101.01%

99.58%
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By‘v_Los.Limites de confianza incluyen el valor de 100

c) k'Sé4acep:a Ho (ver pagina 24) y se concluye que la media

forma experimental no es significativamente

Cafeina: En la tabla No 12 se presentan los resultados
btenidos para evaluar estos parametros.

TABLA No 12

CANTIDAD RECUPERADA (mg/mL} | PORCENTAJE DE RECUPERACION
- ENCONTRALCO
98.04

100.78

101.57

101.96

101.57

101.57

”m‘édvia# 100.91 3

e 1.4603

C.v= 1.45%
tear=-1.5264
fean(5,0.975)=2.57

:in;é¥§alo ae confianza del % recuperado

I.C.='100.91 * 1.5321




Limite superior: 102.44%

Limite inferior: 99.38%

El método es exacto y repetible, ya que:

a) ltcal| < ttab(5,0.975)

b) Lbs limites de confianza incluyen el valor de 100

-'c) Se acepta Ho (ver pagina 24) y se concluye que la media obtenida

en forma experimental no es significativamente diferente de 100

d) E1 C.V es menor a 3.0%

V.6 .0- REPRODUCIBILIDAD DEL METODO
V.6.1- Acetaminofén: Los resultados obtenidos para evaluar este

parametro se muestran en la tabla No 13

TABLA No 13

DIA (D) PORCENTAJE RECUPERADO
ANALISTA 1 ANALISTA 2
100.57 100.34
1 101.39 100.52
100.57 99.97
100.00 101.02
2 99.57 99.96
99.66 100.07
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En la tabla No 14 se resumen los resultados obtenidos del andlisis

de varianza (ver pagina 29)
TABLA No 14

FV GL SC MC FeaL Fran
A(i) 1 0.02340833 0.02340833 0.0290423 161
Di(i) 1 1.82101667 1.82101667 2.25930253 161
A-D 1 0.80600833 0.80600833 4.1552176 5.32
E(i.jk 8 1.5518 0.193975

. Ahélisis:de resultados:

d;stlntos,diaS'cén diferentes analistas.

'Pof lé?tanto se concluye que el método es reproducible.

evaluar este

" V.6.2- Cafeina: Los resultados obtenidos para

parametro, se muestran en la tabla No 15
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TABLA No 15

R ~ PORCENTAJE RECUPERADO
" DIA (D)
= : ANALISTA 1 ANALISTA 2

98.04 160,79

1 ' 100.78 101.02

» 101.57 ‘ 100.62

101.59 ‘ 100.96

2 R  101.59 S 100.95

101.59 ' 100.43

En la tabla No 16 se resumen los resultados obtenidos del analisis

de varianza (ver pagina 29)

TABLA No 16

Fv GL sSC MC FCAL FTAB
A(i) 1 0.05200833 0.05200833 0.02631457 161

Dj(i) 1 3.80941667 3.80941667 1.92744414 161

A-D 1 1.97640833 1.97640833 2.18530531 5.32
E(i.j)k 8 7.23526667 0.80440833

Analisis de resultados:
a) Como Fi ca1 < Fa tans Se concluye que el método es reproducible con

distintos analistas
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b):CémdiE¢QH<,Eh_nb, se concluye que el método es reproducible en

destln:os_d;as por un mismo analista

-c) Como: Faqg car< PM tab, Se concluye que el método es reproducible en

distintos dias con diferentes analistas.

Por lo tanto se concluye que el método es reproducible.

V.7.0- ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA
V.7.1- Acetaminofén: en la tabla No 17 se presentan los
obtenidos en la evaluacién de este parametro.
Se manejaron las siguientes condiciones:
-Temperatura ambiente
~-Refrigeracién
-Oscuridad

-Durante 3, 6 y 24 horas.
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TABLA No 17

PORCENTAJE RECUPERADO

TEMPERATURA REFRIGERACIOH OSCURIDAD
AMBIENTE o
998.50 100.30 : -99.50

99.30

©..99.30.

95.91 T799.51

799,60

- 99,30

99.81 -

@8.90

98.40

99.10

100.70

.100.40

101.12

En v,.’l;av t(:éb‘la"No 18 se presentan los valores de la media del factor
‘calculada para cada caso

TABLA No 18

TIEMPO  (h) MEDIA DEL FACTOR I (3]
' TEMPERATURA REFRIGERACION OSCURIDAD
AMBIENTE
100.78 100,860 100.60
95.30 160,30 39,33
161,17 101,34 101.17
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. :Como_.se . observa, ningun valor de la media del factor I se encuentra

fuéféfdel 1h£§£¢élo de 97.0 - 103.0 %, por lo que se concluye gque las

s sphméStables en las condiciones y tiempos mencionados.
4§fgina: en la tabla No 19 se presentan los resultados
pbtghldo$ eh ;a evaluacién de este parametro.

Sé.hanejaron las siguientes condiciones:

-Temperatura ambiente
-Refrigeracién
-Oscuridad

~Durante 3, 6 y 24 horas.

TABLA No 19

TIEMPO(h) @ PORCENTAJE RECUPERADO
‘ TEMPERATURA REFRIGERACION OSCURIDAD
AMBIENTE
99.50 100. 30 99.50
99.30 100.00 99.30
99.91 99.70 99.91
100.50 100.30 99.60
100.20 100.80 99.30
100.35 100.70 99.81
e 98. 60 100.10 98. 90
o 98.90 100.50 98.40
99.14 100.30 99.10
24 - 100.70 101.00 : 100. 70
100.30 101.40 100.40
101.22 101.62 101.12
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En la tabla No 20 se presentan los valores de la media del factor

I, calculada para cada caso

TABLA No 20

MEDIA DEL FACTOR I -(i).°
" - TEMPERATURA REFRIGERACION i | OSCURIDAD
AMBIENTE e R
100.78 100:00
99.30 199,23
101.17- UL ireiima o ) 101.17

~Como ‘Se observa, ningun valor de la media del factor I se encuentra
fuera del intervalo de 97.0 - 103.0 %, por lo que se concluye que las

soluciones son estables en las condiciones y tiempos mencionados.
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VI.- CONCLUSIONES

Basandose en los resultados obtenidos en cada uno de los parametros
‘evaluados en la validacién de los métodos analiticos desarrollados
'33>géra’cuantificar acetaminofén y cafeina en unas tabletas que ademas
'i;dﬁtiénen clorhidrato de fenilpropanolamina, se concluye lo

SLgulente'

1) Los metodos son especificos, la respuesta es debida uUnicamente a

 ,;5 sustanc1a de interés y no a otros componentes de la

”formulac1on. .

7?Bh ‘el v caso del acetaminofén, ésto se demuestra con el

' espectrqgrama obtenido al aplicar el método en un placebo

“'‘cargado con todos los componentes de la formulacién, excepto el

acetaminofén, ya que no muestra ninguna senal a lo largo de todo
" el “intervalo de longitudes de onda en gue se trabajd, el cual

'kp§ffsupuesto, incluye la longitud de onda a la que se efectia el

'. i;a'n‘é‘lisis (256nm) .
fof otra parte, este planteamiento es apoyado al observar los
éSpectogramas correspondientes al placebo cargado al 100% y al
de la solucién de 1la sustancia de referencia (100%), ambas
gréficas fueron semejantes corroboriandose que la respuesta fue
debida unicamente al acetaminofén.

Con respecto a la Cafeina, se comprobd gque el método es

especifico a pesar de que al aplicar el procedimiento analitico
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_ trabajo,

que'Sevpropone, no se logra separar la cafeina del clorhidrato

‘de - fenilpropanolamina. La especificidad se demuestra con el
iéspectrograma obtenido al aplicar el método en un placebo

cargado con todos los componentes de la formulacidén, excepto la

cafeina, donde se observa que la sefnal es despreciable a 1lo

 1atgb”_de todo el intervalo de longitudes de onda en que se

.el: cual por supuesto, incluye la longitud de onda a la

.para el acetaminofén como para la cafeina, los sistemas de

‘- meédicién son lineales en los intervalos de concentracion

' c6ﬁprendidos entre 80% y 120%, porque cumplen con los criterios

3)

“de aceptacidén. Las graficas 1 y 2 muestran una clara tendencia

~lineal, gque queda demostrada con el calculo de r y r* los cuales

fueron mayores de 0.99 y 0.98, respectivamente.

Tanto para el acetaminofén como para la cafeina, los sistemas de
medicién son repetibles, puesto que en ambos casos, el C.V.
resulté menor de 1.5%, que es el criterio de aceptacién para

este parametro.



,‘4):Tént§ para el acetaminofén como para la cafeina, los métodos
'pfopuestos son lineales en 1los intervalos de concentracién
EOmpréndidos entre B0% y 120%, pues cumplen con los criterios de
aceptacidén. Las graficas 3 y 4 muestran una clara tendencia
. iineél, que gqueda demostrada con el calculo de r y r° , los

’ cuéleé fueron mayores de 0.99 y 0.98 respectivamente. E1

;éhaiisis»t de student, aplicado a la pendiente, demostrd que la

caﬁt;dad " de féarmaco adicionado (tanto en el caso del

amlnofén, como el de la cafeina), es directamente

‘proporcional a la cantidad recuperada, al no ser

ig ificativamente diferente de 1. La ordenada al origen también

la media obtenida no es

HReS§ecto a la evaluacién de la reproducibilidad del método,

tanto para el acetaminofén como para la cafeina, el andlisis de
‘varianza de los resultados obtenidos al aplicar los métodos

propuestos, confirmdé que los métodos son reproducibles con
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distintos_ analistas, con un mismo analista en diferentes dias y

la evaluacidén de la estabilidad de la muestra

tanto para el acetaminofén como para la cafeina, las

‘L;eﬁrlge?gcién y oscuridad, puesto que los resultados del factor
:ifeﬁ?bééa caso, se encuentran dentro del intervalo de 97.0%-
100.0%, que es el criterio de aceptacion en métodos
espectrofotométricos. Esto indica que es posible suspender el
andlisis de estas muestras antes de determinar las absorbancias
respectivas, en un tiempo menor o igual a 24 horas, conservando

las muestras en cualquiera de las condiciones antes mencionadas.

La conclusién final es que los métodos propuestos para
cuantificar acetaminofén y cafeina en las tabletas estudiadas,
eséén validados, son confiables como métodos de control de
calidad y satisfacen los requerimientos para los que fueron

desarrollados.
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