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REALIZA TUS SUEÑOS 

Un pequeño gusanito caminaba un día en dirección al sol muy cerca del camino se 

encontraba un chapulín: 

-¿Hacia dónde te diriges?, Le preguntó. 

Sin dejar de caminar, la oruga contestó: 

-Tuve un sueño anoche; soñé que desde la punta de la gran montaña yo miraba todo el 

valle. Me gustó lo que vi en mi sueño y he decidido realizarlo. 

Sorprendido. el chapulín dijo, mientras su amiga se alejaba: 

-,Debes estar loco!. ¿Cómo podrias llegar hasta aquellugar'J 

-¡Tu. una simple oruga! . Una piedra será para ti una montaña, un pequeño charco un mar y 

cualquier tronco una barrera infranqueable pero la oruga ya estaba lejos y no lo escuchó sus 

diminutos pies no dejaron de moverse. 

La oruga continuó su camino habiendo avanzado ya unos cuantos centímetros del mismo 

modo, la araña, el topo y la rana aconsejaron a nuestro amigo a desistir de su sueño. 

-¡No lo lograrás jamás'- le dijeron-o pero en su interior había un impulso que lo obligaba a 

seguir 

Ya agotado. sin fuerzas y a punto de desistir, decidió parar a descansar y construir con su 

ultimo esfuerzo un lugar donde pernoctar. Estaré mejor, fue lo ultimo que dijo, y murió. 

Todos los animales del valle por días fueron a mirar sus restos. Ahí estaba el animal mas 

loco del pueblo había construido con su tumba un monumento a la insensatez. Ahí estaba 

un duro refugio. digno de uno que murió "por querer realizar un sueño irrealizable". 



Una mañana cuando el sol brillaba de una manera especial. todos los animales se 

congregaron en torno a aquello que había convertido en una advertencia para los atrevidos. 

De pronto quedaron atónitos aquella concha dura comenzó a quebrarse y con asombro 

vieron unos ojos y una antena que no podía ser la de la oruga que creian muerta Poco a 

poco, como para darles tiempo de reponerse del impacto. fueron saliendo las hermosas alas 

de aquel impresionante ser que tenían frente a ellos: una mariposa. No hubo nada que decir. 

todos sabían lo que haría se iría volando hasta la gran montaña y realizar su sueño; el sueño 

por el que había vivido, por el que había muerto y por el que había vuelto a vivir. "Todos se 

habían equivocado'" 

Dios no nos hubiera dado la posibilidad de soñar. si no nos hubiera dado la oportunidad de 

hacer realidad nuestros sueños. Si tienes un sueño. vive por el, intenta alcanzarlo. pon la 

vida en ello y si te das cuenta que no puedes, quizás necesites hacer un alto en el camino y 

experi mentar un cambio radical en tu vida y entonces, con otro aspecto, con otras 

posibilidades y circunstancias distintas: I 'LO LOGRARAS ¡ i 

El exito en la vida no se mide por lo que has logrado. sino por los obstáculos que has tenido 

que superar en el camino. Lucha con todas tus fuerzas por lo que deseas y alcanzaras tus 

sueños no importa las veces que lo intentes sigue hasta el final 
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la. solución placebo. 

Figura 2.2. Gráfico que muestra el análisis de PRESS del TMP y SMX, utilizando el 

modelo matemático de MCP 

Figura 3.1.1 . Representación grafica que muestra la relación lineal entre la concentración 

real de TMP y la concentración estimada de TMP, utilizando el modelo 

matemático de MC? 

Figura 3.1.2 . Representación grafica que muestra la relación lineal entre la concentración 

real de SMX y la concentración estimada de SMX, utilizando el modelo 

matematico de MC? 

Figura 3.1.3. Representación glrafica que muestra la relación lineal entre la concentración 

real de TMP y la concentración estimada de TMP, utilizando el modelo 

matemático de Qo. 

Figura 3.1.4. Representación gJrafica que muestra la relación lineal entre la concentración 

real de SMX y la concentración estimada de SMX, utilizando el modelo 

matemático de Qo. 

Figura 3.2.1 Representación grafica que muestra la relación lineal entre la concentración 

real de T\1P' y la concentración determinada de TMP, utilizando el modelo 

matematico de MCP 
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Figura 3.2.2. Representación grafica que muestra la relación lineal entre la concentración 

real de SMX y la concentración determinada de SMX, utilizando el modelo 

matemático de MCP 

Figura 3.2.3. Representación grafica que muestra la relación lineal entre la concentración 

real de TMP y la concentración determinada de TMP, utilizando el modelo 

matemático de Qo. 

Figura 3.2.4. Representación grafica que muestra la relación lineal entre la concentración 

real de SMX y la concentración determinada de SMX, utilizando el modelo 

matemático de Qo. 

Figura 3.2.5. Gráfico de los intervalos de confianza de la concentracion estimada de TMP 

en función de la concentración adicionada de T!'v1P, utilizando el modelo 

matemático de MCP 

Figura 3.2.6. Gráfico de los intervalos de confianza de la concentracion estimada de T\1P 

en función de la concentración adicionada de TMP, utilizando el modelo 

matemático de Qo 

Figura 3.2.7. Gráfico de los intervalos de confianza de la concentración estimada de S\1X 

en función de la concentración adicionada de SMX. utilizando el modelo 

matemático de MCP 

Figura 3.2.8. Gráfico de los intervalos de confianza de la concentración estimada de SMX 

en función de la concentración adicionada de SMX. utilizando el modelo 

matematico de Qo 
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Introducción. 

INTRODlCCIÓS 

Es indispensable para el análisis de medicamentos contar con métodos analíticos 

confiables para la cuantificación del (o los) princIpio (s) activo (s) que contienen. Estos 

métodos deben demostrar su confiabilidad antes de su uso en analisis rutinarios Para poder 

demostrar que el método es confiable, debe de cumplir principalmente con los criterios de 

precisión. exactitud. repetibilidad, reproducibilidad y especificidad. 

Por otro lado las formas de dosificacion farmacéuticas dia con día son más 

complejas, es decir, dentro de su formulación además de los excipientes necesarios para su 

fabricación. buen funcionamiento y conservación estos pueden contener mas de un 

principio activo Esto nos lleva a tener que aplicar primero un método de separación para 

luego poder llevar a cabo una determinación de los principios activos en forma individual, 

lo que trae como consecuencia, por la complejidad del método, un gasto mayor de recursos 

y una inversión de tiempo considerable 

Por lo anterior, en los últimos años sé ha observado un mayor auge en la 

optimización y simplificación de métodos analíticos y se han reportado análisis de mezclas 

de dos o más componentes sin necesidad de su separación aplicando modelos matemáticos 

de análisis multicomponente por espectroscopia. ( U,J ) Este análisis se realiza ocupando dos 

o mas longitudes de onda en la lectura de la muestra analítica y ha demostrado ser un 

método accesible, sencillo y de bajo costo. Por lo que la calibración multivariante es una 

herramienta matemática que puede ser aplicada en el análisis de medicamentos. 

En el presente trabajo se muestra la obtencion de dos métodos basados en el modelo 

matematico de analisis multicomponente por espectrofotometria confiables para la 

cuantlficacion de Sulfametoxazol (S\1X) y Trimetoprim (TMP) liberados durante el estudio 

de disolucion "in \ 'itro" de tabletas que los contienen en su formulación, sin tener que 

aplicar antes un metodo de separación en la muestra analítica, con la ventaja de disminuir el 

tiempo y el costo del ensayo analitico 



lntroduccion 

En él capítulo 1 se da un panorama general sobre las caractensticas de TMP y SMX 

así como de los modelos de calibración multivariante por espectroscopia que se reportan 

útiles en la cuantificación de dos o más componentes sin necesidad de separarlos, tamblen 

se menciona las pruebas necesarias que se deben de realizar para evaluar la confiabilidad de 

un método analítico. 

En él capítulo 2 se muestra los análisis espectrofotométricos que pennitieron 

detenninar las condiciones espectrofotométricas para la cuantificación de una mezcla que 

contenga TMP y SMX, también gracias a estos análisis espectrofotometricos se estableció 

el ensayo analítico. 

En él capítulo 3 se muestran los análisis espectrofotométricos y pruebas realizadas 

para evaluar la confiabilidad del método establecido Al final de este capItulo se señalan las 

conclusiones a las que se llegaron a través del presente trabajo 



Objetivos. 

OBJETIVO GENERAL 

Desarrollar un Método analítico para cuantificar Trimetoprim (TMP) y 

Sulfametoxazol (SMX), liberados durante el proceso de disolución "in vitro", mediante el 

empleo de los modelos matemáticos de Mínimos Cuadrados Parciales y Razones de 

Absorbancia. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

• Optimizar las condiciones espectrofotométricas para cuantificar TMP y SMX, en 

una mezcla de ambos y de manera simultanea, aplicando los modelos matemáticos 

de ~tnimos Cuadrados Parciales y Razones de Absorbancia 

• Establecer un ensayo confiable que permita determinar la cantidad de TMP y SMX 

liberados durante el proceso de disolución "in vitro". 

• Validar el metodo espectrofotométrico establecido. 

3 



CAPíTULO 1 

GENERALIDADES 

4 



CapItulo l Generalidades. 

1.1. MODELOS MATEMÁTICOS DE CALIBRACiÓN MULTIVARlANTE. 

La calibración multivariante (un modelo matemático de análisis multicomponente) 

es una herramienta de reconocida selectividad y confiabilidad en el análisis cuantitativo 

aplicable en distintos métodos de análisis, (2) tales como: 

., Resonancia magnética nuclear . 

., Espectroscopia de masas . 

., Espectrometria acústica . 

., Electroforesis 

,. Cromatografia. 

,. Espectroscopia de UV -visible. 

,. Espectroscopia de absorción en infrarrojo. 

Entre las principales ventajas que ofrece los modelo matemáticos de análisis 

multicomponente tenemos: 

• Que es posible cuantificar, en forma confiable, varios componentes presentes en 

una muestra analítica. 

• En los casos en los que dentro de la muestra analítica se encuentran sustancias 

quimicas que interfieran con la respuesta analítica del (o los) analito (s) de 

interes y si no existe otra manera en el que puedan ser determinados 

selectIvamente, tradicionalmente se recurría a procesos de separación de las 

sustancias interferentes La calibración multivariante permite analizar en forma 

espectrofotometrica sistemas con interferencias químicas, aunque no sean 

definidas, sin necesidad de manipular excesivamente la muestra. 
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CapItulo 1 Generalidades. 

• Es posible eliminar fácilmente los errores que pudieran presentarse en las 

mediciones, ocasionadas por variaciones de temperatura en diversos 

instrumentos como espectrofotometros, monocromadores mal ajustados, errores 

de procedimiento en el manejo de las muestras analíticas, etc.o.J) 

1.1.1. FUNDAMENTOS DE LOS MODELOS MATE:\1ÁTICOS DE ANÁLISIS 

!\1 UL TICOMPONENTE. 

En el análisis cuantitativo se busca alguna relaClOn lineal entre la medición y la 

concentración de un componente en panicular. En espectroscopia, la ley de Beer define la 

relación entre la absorbancia y la concentración de la siguiente manera 

A=EbC 

Donde A es la absorbancia a ciena longitud de onda, C es la concentración, E es el 

coeficiente de absortividad del componente a una longitud de onda dada y b es la longitud 

del paso óptico. Como la longitud del paso óptico es constante también se puede escribir 

como ' 

A= KC (1 ) 

Donde el coeficiente de absonividad y la longitud del paso óptico se combinan en 

una sola constante, K. Como se observa la ecuación puede resolverse estudiando una sola 

muestra, sin embargo, ante la limitación por ruido, error instrumental, error en la 

manipulación de las soluciones, etc., se recomienda analizar cierto numero de muestras de 

distinta concentración, graficar los resultados y localizar la línea recta que mejor 

comprenda los puntos mediante lo que se conoce matematicamente como ajuste de 

mmimos cuadrados, el cual encuentra simplemente la ecuacIón de recta donde el error total 

entre las absorbancias sea mínimo 
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Capitulo l Generalidades 

Si la muestra contiene dos componentes y si se determinan sus absorbancias en dos 

longitudes de onda diferentes, es posible establecer dos ecuaciones 

(2) 

(3) 

Donde Al Y A2 son las absorbancias a dos longitudes de onda diferentes, KI y K2 los 

coeficientes de absortividad de los dos componentes a esas longitudes de onda. El y El los 

errores residuales obtenidos a partir de la linea ajustada por mínimos cuadrados y las 

absorbancias reales. 

Nuevamente es factible dar solución a cada ecuación de manera independiente 

mientras la absorbancia de un componente no interfiera con la absorbancia del otro (bandas 

bien resueltas) . Partiendo de que la ley de Beer es aditiva. tambien es posible resolver las 

ecuaciones simultaneamente y así manejar el caso donde la absorbancia de un componente 

interfiere con la absorbancia del otro (bandas solapadas) . 

Así pues, al determinar la absorbancia, a dos longitudes de onda diferentes, de una 

muestra analítica que contiene dos componentes en donde la absorbancia de un componente 

interfiere con la absorbancia del otro componente, es posible establecer las siguientes 

ecuaciones 

(4) 

(5) 

Donde e I es la concentración del compuesto 1, e 2 es la concentracion del 

compuesto 2 KII es el coeficiente de absortividad del C I y K 21 es el coeficiente de 

absortividad del e2 a una longitud de onda 1 (Al) K I2 es el coeficiente de absortividad del 
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Capítulo l Generalidades. 

CI y K21 es el coeficiente de absortividad del C2 a una longitud de onda 2 (}..2). Al es la 

absorbancia dada por los dos componentes a una Al, A2 es la absorbancia dada por los dos 

componentes a una A2 . 

Sin embargo, solucionar ecuaciones simultaneas manualmente se convierte en algo 

tedioso cuando se trata de más de dos componentes. A demás conceptualmente es factible 

medir la absorbancia a más de una longitud de onda para cada componente y resolver las 

ecuaciones respectivas. 

Un camino parcialmente eficiente para resolver ecuaciones simultaneas es utilizar 

métodos matriciales, pues si bien implican numerosos cálculos, estos pueden efectuarse por 

computadora. En términos matriciales, las ecuaciones anteriores se expresarían así: 

í\n.P) = C(n.m~m.P) + ~n.p) (6) 

Siendo n el número de disoluciones patrón, p el número de valores de longitud de 

onda y m el número de componentes. Utilizando aIgebra matricial es fácil encontrar la 

solución de estas expresiones por computadora y plantear la matriz de calibración ( o matriz 

de coeficientes de absortividad), que proporciona la línea (o líneas) que se ajustan mejor a 

los datos por mmimos cuadrados parciales( l) 

Para resolver de manera práctica y confiable ecuaciones simultaneas utilizando 

algebra matricial, se hallan reportados en la literatura algunos modelos matemáticos. tales 
como (2.3.0.6.7.9) 

• \1inimos cuadrados clásicos (MCC) 

• \1inimos cuadrados inversos (\1CI) 

• \1mimos cuadrados parciales (\1CP) 

• Regresión del componente principal (RCP) 
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Capítulo l Generalidades. 

Sin embargo el modelo matemático de MCP es el más utilizado en la actualidad 

debido a que utiliza realmente la información de la concentración durante el proceso de 

descomposición espectral. A demás se puede utilizar para mezclas muy complejas puesto 

que solamente se requiere el conocimiento de los componentes de interes(2) 

1.1.2. ALGORITMO DEL MODELO DE MÍNIMOS CUADRADOS PARCIALES. 

CALIBRACIÓN: 

PASO 1: 

La media del espectro de calibración es sustraída a cada valor del espectro (A) y la 

media de calibración de las concentraciones es sustraída de cada concentración (C) . Donde 

"A" es la matriz m x n del espectro de calibración, "C" es la matriz m x l de las 

absorbancias del componente, "m" es el número de las soluciones estándar, "n" son el 

número de longitudes de onda utilizadas, "1" el número de los componentes químicos. Con 

letras mayúsculas se designa a las matrices. con una comilla a una matriz o vector 

transpuesto y los vectores se representan con letras minúsculas. 

PASO 2 . 

Formación del vector de peso (Wh') : 

A = C Wh' - E.-\ 

Wh = (A' c)/ c' c 

Este paso de ~CP se ejecuta asumiendo que se conoce la concentración de uno de 

los componentes de muestra analítica. Una vez obtenidos los valores de Wh se normalizan 

dividiendo cada uno de los Wh obtenidos entre W l . 
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PASO 3. 

Formacion del vector marcador o vanable latente (th) 

A = th "'h' - E.\ 

th = A"h 

Capitulo l Generalidades. 

El vector tI representa la intensidad o cantidad del primer vector de peso en las 

muestras de calibración para el sistema coordinado de \1CP. con este se puede determinar 

la cantidad presente del componente puro en A y c 

PAS04 

Relacionando el vector marcador y las concentraciones 

c = Vh th - fe 

Vh = (th ' c )/ th ' th 

El vector marcador puede ser relacionado con las concentraciones usando una 

regresion de mlOimos cuadrados lineal 

PASO 5 

Formacion del vector cargador (~) para A 

A = t h bh ' - E \ 

bh = A' th th' th 

El \ ector bl no explica la maxlma variancJa en el espectro de calibración 
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PASO 6: 

Cálculo de residuales en A y c: 

Espectros residuales: 

Concentraciones residuales: 

Eo\ = A - th~ ' 

ec = c - Vh th 

Capítulo l Generalidades 

El producto del vector marcador y el vector de carga es una aproximación del 

modelo de MCP para el espectro de calibración. El producto de los vectores Vh th 

representa la concentración estimada por el modelo de ~1CP basado en el espectro. 

PASO 7: 

Incrementar h (número de repeticiones de los cálculos del algoritmo), sustituyendo 

EA para A y ec para c en el paso 2 y continuar para obtener tantas repeticiones como sea 

necesario para optimizar el modelo. 

PREDICCiÓN: 

Esta etapa se usa para encontrar la concentración de muestras desconocidas 

mediante el uso de los datos obtenidos durante la calibración. 

PASO 1: 

Centra "a" usando los datos de la calibración, es decir, sustraer la media de la 

calibración a cada uno de los valores espectrales. 

PASO 2: 

Cálculo de la variable latente 

11 



Capítulo I Generalidades, 

PASO 3: 

Cálculo de la concentración: 

PASO 4: 

Cálculo de residuales: 

PASO 5 

Incrementar h; sustituir ~ por "a" y repetir el paso 2 hasta completar el número de h 

utilizadas en la calibración. (3.9) 

Para fines prácticos y debido a la gran cantidad de cálculos que se deben realizar al 

aplicar este modelo matemático se decidió utilizar el software de ISHEJA me. versión 

1.0 O soportado en ambiente Windows 98, este programa esta basado en el algoritmo de 

MCP anteriormente descrito . 

1.1.3. OPTI:\lIZACIÓN DEL MODELO !\'lA TEMÁ TICO DE MÍNIMOS 

Cl'ADRADOS PARCIALES. 

Lna de las tareas más dificiles en la aplicación del modelo matemático de Mínimos 

Cuadrados Parciales {~1CP) es la de establecer las condiciones que llevan a obtener el 

modelo mas robusto para las muestra bajo análisis(1.6.4) Estas condiciones son: 

• Seleccion de la región espectral. 

• Curva de calibracion. 

• Elecclon del numero de repeticiones óptimo de los cálculos del algoritmo de MCP 

• \1uestras desechables 
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Capitulo l Generalidades 

1.1.3.1. SELECCIÓN DE LA REGIÓN ESPECTRAL 

Una de las ventajas de utilizar el modelo matemático de MCP es que se puede 

utilizar todo el espectro entero para construir modelos con poco o ningun conocimiento a 

priori de los espectros de los componentes de intereso Sin embargo. el desempeño de la 

calibración normalmente puede mejorarse eliminando inteligentemente las regiones 

espectrales que son evidentemente inútiles. Mientras se reduzca el numero de regiones 

espectrales usadas en los datos reducirá el tiempo en realizar los cálculos de la calibración 

Otra cosa importante para considerar es la contribución global de cada longitud de 

onda a los espectros de los componentes individuales Si hay regiones del espectro en 

donde ninguno de los componentes absorba no hay que molestarse en incluir esas 

longitudes de ondas en la calibración; incluir estas longitudes de ondas no debe tener 

ningún beneficio a la predicción, por que estas longitudes de onda no contienen ninguna 

información sobre los componentes de interés. Pero al incluirlas podríamos estar 

contribuyendo con ruido a la calibración debido a que la señal puede estar por debajo de la 

sensibilidad del detector y las absorbancias obtenidas en estas longitudes de onda pueden 

ser meramente al azar. 

Finalmente si las bandas espectrales de las impurezas no aparecen en las regIOnes 

espectrales utilizadas para la calibración, entonces no hay ningún indicativo para que los 

valores constitutivos predichos sean potencialmente incorrectos Esta información junto con 

el conocimiento químico de las muestras debe ser consideradas al seleccionar las regiones 

espectrales para su inclusión en la calibración(4.6) 
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Capítulo 1 Generalidades. 

1.1.3.2. CURVA DE CALIBRACIÓN. 

Un aspecto importante es el diseño del conjunto de soluciones patrono Por ello, las 

buenas prácticas de laboratorio, muestras representativas y metodos de muestreo apropiado 

son críticos en la obtención de resultados exactos. Además, debe haber por lo menos tantas 

muestras como componentes de interés, (generalmente muchas más que estos) ya que a 

mayor numero de datos, mayor confianza en los análisis y en la estadística. Otra razón para 

usar un mayor número de soluciones patrón es la de incluir más variaciones en el modelo. 

Uno de los puntos más importantes es la de evitar que las concentraciones de las 

soluciones patrón sean colineales, es decir. que las cantidades relativas de los componentes 

de la muestra de calibración son una constante a lo largo de todas las muestras de 

calibración Recuerde que este modelo no calibra creando una relación directa entre los 

datos constitutivos y la absorbancia. En cambio intentan poner en correlación el cambio en 

la concentracion a algunos cambios correspondientes en los espectros. 

Para dar un ejemplo simple. considere el caso de crear las "normas" artificiales para la 

calibracion. Cna práctica típica es hacer una mezcla en concentraciones altas de todos los 

componentes de ¡nteres y entonces hacer diluciones múltiples de esas mezclas para crear las 

muestras restantes. al aplicar el modelo matemático de MCP fallaría completamente El 

problema principal es que no hay ninguna variación en los datos. la descomposición 

espectral no puede identificar diferencia entre los componentes a lo largo de la calibración 

y entonces los modela como un factor simple. al igual que la matriz con una sola longitud 

de onda. este hecho puede arrojar calibraciones erroneas y consecuentemente predicciones 

falsas 1I .1 , 
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Capitulo 1 Generalidades 

1.1.3.3. NÚMERO DE REPETICIONES ÓPTIMO DE LOS CÁLCULOS DEL 

.... ALGORITMO DE MíNI~OS CUADRADOS PARCIALES. 

Una de las tareas más dificiles en la aplicación del modelo matemático de MC? es 

la determinación del número de repeticiones optimo de los cálculos del algoritmo de MC? 

para modelar los datos. Si se utilizan muy pocas repeticiones de los cálculos, las 

predicciones de las concentraciones son pobres al no analizar todas las variaciones 

espectrales importantes. Conforme se incorporan mayor numero de repeticiones de los 

cálculos se incorporan más vectores al estudio, estos se ordenan en grado de importancia 

para el modelo de MC? Eventualmente al aumentar el número de repeticiones de los 

cálculos se comenzará a modelar el ruido del sistema y el error comenzará a incrementarse. 

La descomposición espectral con el modelo matemático de MC? y la correcta selección de 

número de repeticiones de los cálculos del algoritmo de MC? es un camino muy efectivo 

para eliminar el ruido del sistema (variaciones en las lecturas de las absorbancias de cada 

longitud de onda debidas al ruido instrumental). 

La manera más efectiva para establecer el número de repeticiones de los calculos 

del algoritmo de MC? es la aplicación del PRESS (suma de cuadrados de los errores 

residuales) . Los valores del ?RESS son un indicador de que tan bien se están evaluando las 

concentraciones de las soluciones patrón con cada número de repeticiones de los cálculos 

del algoritmo de MC? En una grafica típica del ?RESS en función del número de 

repeticiones de los cálculos del algoritmo de MC? se puede observar que conforme 

aumenta el número de repeticiones de los cálculos del algoritmo de Mep disminuye el error 

de la predicción (ver figura 1.1.), alcanza un minimo en un punto determinado y comienza a 

ascender nuevamente al integrar el ruido del sistema. 
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Figura 1.1. Grafico del PRESS 

El incluir el ruido del sistema en la matriz de calibración se conoce como sobre 

ajuste (o\'eriitting) Por eso es recomendable elegir el número de repeticiones donde el 

PRESS alcance el mtnimo Sin embargo. mientras esta puede ser la mejor elección en la 

determmaclon del numero de repeticiones de los calculos del algoritmo de Mep que 

modelaran un numero fimto de soluciones patron no siempre sera lo óptimo en la 

predicclon de concentraciones reales ya que en algunas ocasIOnes el mmimo valor de 

PRESS esta sobre ajustado ' 1.11 1 
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Capitulo 1 Generalidades. 

1.1.3.4. DETERMINACIÓN DE MUESTRAS DESECHABLES. 

Las muestras desechables son soluciones patrón que no pertenecen a la calibración, 

es decir, soluciones patrón que presentan una diferencia considerable entre el valor de la 

concentración estimada y su respectiva concentración esperada (residuos de la 

concentración) en comparaclOn con las demás soluciones patrón pertenecientes a la 

calibración. Una o varias de las soluciones patrón pueden presentar un error 

significativamente considerable en el residuo de la concentración con respecto a las demás 

soluciones patrón debido a: errores en los instrumentos analíticos, errores de procedimiento 

en el manejo de las muestras analíticas, errores causados por el medio ambiente 

(temperatura y humedad), errores de trascripción de los datos espectrales. etc 

t;na herramienta poderosa para descubrir las muestras desechables es el método de 

dejar una muestra fuera de la calibración, es decir, separamos los datos espectrales de una 

determinada solución patrón, con los datos espectrales de las soluciones restantes 

obtenemos una calibración la cual utilizamos para estimar la concentración de la solucion 

que quedo fuera, posteriormente separamos los datos espectrales de otra solucion patrón e 

incorporamos al grupo los datos espectrales de la solución que se había excluido 

anteriormente y repetimos el procedimiento. Tras aplicar este procedimiento a todas y cada 

una de las soluciones patrón, se comparan las diferencias entre las concentraciones 

calculadas y la concentraciones esperadas, el error de la predicción de la mayoría de las 

muestras debe ser aproximadamente el mismo. muestras que tienen los residuos de la 

concentración significativamente más grande que el resto de la calibración es considerada 

una muestra desechable la cual pueden ser excluidas de la calibración para así poder tener 

predicciones mas confiables en muestras reales( 1.2) 
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Dividiendo la ecuación 1 entre la 2 obtenemos la razon de absorbancias (QO) 

para una A. 2 Y A. 1 (3) 

Como podemos observar en la ecuación 3 la razón de absorbancias es una constante 

debido a que este valor es obtenido a partir de la razón de el coeficiente de absonividad a 

una Al (K I ) y el coeficiente de absonividad a una A2 (K2) que también son constantes 

Por otro lado, en el caso de dos componentes (X y Y), asumiendo que existe 

aditividad entre los espectros de los dos componentes, la absorbancia total (AT) va a ser 

igual a la suma de las dos ecuaciones de la ley Beer de cada uno de los componentes a una 

Al yA2 

La ecuación correspondiente para la Al es 

(4) 

La ecuación correspondiente para la A2 es: 

(5) 

Al dividir la ecuación 4 entre la ecuación 5, tenemos como resultado la razón de la 

absorbancias (QO). 

(6) 
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Capitulo 1 Generalidades. 

La ecuación 6 puede simplificarse si una de las longitudes de onda es una longitud 

de onda de isoabsorción, es decir, una longitud de onda en donde los dos componentes de la 

mezcla tienen la misma absortividad (K¡s) por que se comportan como uno solo, en este 

caso si asumimos que la longitud de isoabsorción es la A.2. tenemos. 

ATI_ K¡xCx+KIYCy 
AT lS - KlS (Cx + Cy) 

(7) 

Como podemos observar en la ecuación 7 el divisor se asemeja a una ecuación de la 

linea recta donde AT1S es la variable dependiente. Krs es la pendiente, (Cx + Cy) es la 

variable independiente y con un intercepto igual al origen. Pero como Cx - Cy = CT 

entonces la ecuacion de la linea recta queda de la siguiente forma 

(8) 

y su grafico tiene el aspecto siguiente 

AT¡s 

Por otro lado la ecuacion 7 la podemos agrupar de la siguiente forma : 

(9) 
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Expresando la concentración en términos fraccionarios tenemos 

QO=K1XFx + MFv 
Krs K1S 

(10) 

ex Cv 
En donde la Fx=c;- yla Fv=Cr 

Como la suma de Fx + Fy = 1, entonces Fy = 1- Fx. Sustituimos este termino en la 

ecuación 10 Y obtenemos a la razón de absorbancias en funcion de la fracción de uno de los 

componentes de la mezcla binaria: 

(11 ) 

La ecuación 11 también se puede expresar de la siguiente forma . 

Qo= K1X Fx + fuL -~ Fx (12) 
K 1S K1S Krs 

Factorizamos términos y obtenemos la siguiente ecuación 

Qo=lK1X _ K1V]Fx + .Ku:... (13) 
LK1S !{¡s J K IS 
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Capitulo 1 Generalidades. 

Como K1x / K1s corresponde a la razón de absortividades para el compuesto X, 

entonces tenemos: 

Qx= M 
K 1S 

(14) 

Como K¡y / K1s corresponde a la razón de absortividades para el compuesto Y, 

entonces tenemos: 

Q --Kn:. 
y - K

IS 
(15) 

Sustituyendo las ecuaciones 14 y 15 en la 13 obtenemos: 

Qo=[Qx - Qv] Fx + Qv (lO) 

Como podemos observar la ecuación 16 se asemeja a una ecuación de la linea recta 

donde QO es la variable dependiente, (Qx - Qy) es la pendiente, Fx es la variable 

Independiente y Qy es él intercepto, el gráfico de esta ecuación tiene el siguiente aspecto . 

Qo 
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Capitulo l Generalidades. 

Para poder obtener la fracción del otro componente, sustitUimos Fx = 1- Fy en la 

ecuación 10 y realizamos los mismos pasos que utilizamos para obtener Fx. la ecuación yel 

gráfico que se obtienen son: 

(17) 

Qo 

Fy 

Para poder obtener una ecuación en función de la concentración absoluta de X o de 

Y. despejamos Fx y h· de las ecuaciones 16 y 17 respectivamente. 

Fy=ºº - Qx 
Qy- Qx 

(18) 

(19) 

Expresando las ecuaciones en concentraciones en lugar de fracciones obtenemos 

(20) 

(21) 
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Capítulo I Generalidades. 

Despejamos CT de la ecuación 8 la sustituimos en la 20 y 21, ordenamos términos 

y obtenemos las siguientes ecuaciones: 

_~] CAillJ 
Cy LQy - Qx L~~l (22) 

CX J%i -§y 1 tATn 1 1 - y K1S 
(23) 

A partir de estas ecuaciones se puede estimar la concentración del compuesto (x) o 

del compuesto (y) en una mezcla de ambos componentes, observe que Qy, Qx y K1s son 

valores constantes, y solo se sustituyen los valores de QO y de AT1s para obtener la 

concentracion del analito deseado(8.9) 

1.3. CARACTERÍSTICAS DE TRlMETROPIM y SULFAMETOXAZOL. 

1.3.1. PROPIEDADES TERO\PÉliTICAS. 

Las sulfonamidas se hallan entre los agentes antimicrobianos más extensamente 

'tJsados en el mundo actuaL principalmente a causa de su bajo costo y su relativa eficacia en 

algunas enfermedades bacterianas comunes. La acción sinérgica de la sulfonamida con el 

Trimetoprim ha provocado un enorme resurgimiento en el uso de la sulfonamida(I O) 

La introducción del Trimetoprim en combinación con el sulfametoxazol constituyó 

un progreso Importante en la obtencion de antimicrobianos clínicamente eficaces y 

represento la aplicacion practica de una consideración teorica, es decir, si dos fármacos 

actuan en fases seriadas en la via de una reacción enzimática obligada en bacterias el 

r~sultado de la combinacion sena la sinergia ( 11 \ 
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Capitulo 1 Generalidades 

1.3.2. MECANISMO DE ACCIÓN. 

La actividad antimicrobiana de la combinación de Trimetoprim-sulfametozaxol es 

consecuencia de su acción en dos fases de la vía enzimatica en la smtesis del acido 

tetrahidrofólico. 

ktdo p-amino benzoico 

1 
Acido dinidrofólico 

1 .-------------S~foniOT"d.s (,omp.' ,on ,1 PASA¡ 

Ácido tetrahidrotólico 

1 .----Tom_"" (S. un, ~ ác:~oli"''''gÓi''.I1!_''') 
Purina 

1 
ONA 

Figura 1.2. Mecanismo de acción del Trímetoprim y el sulfametoxazol 

Las sulfonamidas son análogas estructurales del ácido p-amino benzoico (P.I\BA) 

La acción de las sulfonamidas es bacteriostática y reversible El modo de acción de las 

sulfonamidas es un buen ejemplo de inhibición competitiva. Los microorganismos mas 

sensibles requieren P ABA extracelular para formar ácido fólico. un paso esencial en la 

producción de las purinas y el último término de la síntesis de acidos nucleicos Las 

sulfonamidas pueden entrar en la reacción en lugar del PABA, competir por la enzima 

involucrada y formar análogos no funcionales del ácido fólico . 
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Capitulo I Generalidades. 

El Trimetoprim, una trimetoxibencilpirimidina, inhibe a la reductasa del ácido 

dihidrofólico de las bacterias con una efectividad aproximadamente 50,000 veces mayor a 

la misma enzima en las células animales. Las reductasas del ácido dihidrofólico son 

enzimas que transforman el ácido dihidrofólico a ácido tetrahidrofólico, un paso que lleva a 

la síntesis de purina y por último a la de DNA. El Trimetoprim administrado junto con las 

sulfonamidas. producen un bloqueo en esta vía metabólica, lo que provoca un notable 

aumento (sinergismo) de la actividad de las sulfonamidas (Fig I 2) Como resultado de 

esto. el crecimiento del microorganismo es impedido. 

Esta combinación se distribuye comercialmente en una proporclOn de 1 S, por 

medio de tabletas o ampolletas de 5ml que contienen 80 mg. de Trimetoprim y 400 mg de 

sulfametoxazol o el doble de la cantidad de cada medicamento. De este modo, se administra 

una pane de Trimetoprim por 5 de sulfametoxazol, para que alcance aproxímadamente una 

concentración "in vivo" de sulfametozaxol 20 veces mayor que el Trimetoprim Esta 

proporción "in vivo"es la más eficaz para el mayor número de microorganismos( lo. ll ) 

1.3.3. APLICACIONES TERAPÉUTICAS. 

Infecciones de vías urinarias. La combinacion de Trimetoprim-sulfametoxazol se utiliza 

en el tratamiento de infecciones crónicas y recurrentes de las vías urinarias superiores e 

inferiores También puede ser eficaz contra la prostatitis bacteriana. 

Infecciones bacterianas de vías respiratorias. El Trimetoprim-sulfametoxazol es eficaz 

en exacerbaciones agudas de bronquitis crónica, otitis media aguda en niños y sinusitis 

maxilar superior a aguda en adultos. causadas por H. lnfluenzae y Streptococcus 

pneumomae 

Infecciones de rubo digesri\·o. Puede administrarse Trimetoprim-sulfametoxazol para 

combatir la Shigelosis Tambien es un farmaco de segunda elección contra la tifoidea 
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Capitulo 1 Generalidades 

Infecciones diversas. La combinación de altas dosis de Trimetoprim (20mgIKg de 

peso/dia) y sulfametoxazol (1 OOmglKg. de peso/dia) es eficaz contra la infección grave por 

pneumocytis Canii . También se considera que puede ser un sustitutivo eficaz en el 

tratamiento de brucelosis. (1 0.11) 

1.3.4. CARACTERÍSTICAS FISICOQuí!\1ICAS DEL TRl!\1ETOPRIM. ( 12.13.14) 

Fórmula condensada: 

CI2HISN40J 

Peso molecular: 

290.3 g/mol 

Estructura química: 

Descripción: 

Cristales inodoros o polvo cristalino de color blanco o crema 

Solubilidad: 

\1uy ligeramente soluble en agua. soluble en alcohol bencilico. Poco soluble en 

cloroformo y en metanol, ligeramente soluble en etanol y acetona, prácticamente insoluble 

en eter y tetrac\oruro de carbono 
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Rango de fusión: 

199-103°C 

~aturaleza química y constante de disociación: 

Base. con un pKa de 7 2 

Espectro ultra\'ioleta: 

El Tnmetopnm en solucion acuosa acida muestra un pico a 27) nm (E:=218), 

En solucion acuosa alcalina muestra un pico a 287 nm (E:=250) Fig I 3 

............ 

' .......... . 

225 250 275 300 325 350 
Longitud de Onda 

Fi~ura 1.3. Espectro ultravioleta de T\fP en solucion acida l.-----) 

en solucion aleal ma (- • - - -) 
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1.3.5. CARACTERÍSTICAS FISICOQUÍMICAS DEL 
SULFAMETOXAZOL.(12.13.14) 

Fórmula condensada: 

Cl2HlSN403 

Peso molecular: 

290.3 g/mol. 

Estructura química: 

Descripción: 

Es un polvo cristalino. blanco o amarillo claro. inodoro 

Solubilidad: 

Capitulo I Generalidades. 

Fácilmente soluble en acetona y soluciones diluidas de hidróxidos. poco soluble en 

metanol. pnlcticamente insoluble en agua, éter y cloroformo 

Rango de fusión: 

168-172°C. 

~aturaleza química y constante de disociación: 

Anfolito con pKas de 1.6 y 5.6 (25°C). 

29 
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Espectro ultravioleta: 

El Sulfametoxazol en solución acuosa ácida muestra un pico a 265 nm CE!= 175), 

En solución acuosa alcalina muestra un pico a 256 nm (E!=6 73) Fig 1 4 

.. 

225 250 275 300 325 350 
Longitud de Onda 

Figura lA. Espectro ultravioleta de S\1X en solucion acida '--) 

en solución aIcal ina (- - - - -) 
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CapItulo 1 Generalidades 

1.4. ESP[CIFICACIO~ES PARA VALIDAR [~ ~ÉTODO A~ALíTICO. 

La ciencIa farmaceutica es una discIplina dinamlca, en que todos los días hay 

nuevas reglas para corregir los problemas del ayer L'na pane integral del desarrollo de un 

metodo analluco es la validación del mismo, es decir, el metodo debe probarse para 

determinar su efectividad. 

La validación de metodos anallticos puede definirse como el proceso por el cual 

queda establecido, por medio de estudios de laboratorio, que la capacidad del metodo 

satisface los reqUIsitos para las aplicaciones analíticas deseadas La capacidad se expresa en 

todos los casos, en terminos de propiedades analuicas. que proporcionan una medida del 

comportamiento del metodo analítico 

La evaluacion de estas propiedades permite conocer exactamente la confiabilidad 

que puede proporcionar el método anahuco. para ser usado en analisis de rutina. Las 

propiedades a determinar en la validación de un metodo analítico son linealidad, precision. 

exactitud. especificidad. repetibilidad, reproducibilidad. limite de detección. límite de 

cuantificacion y sensitividad ( 1~ . 16 . 1 7.11l ) 

IA.1. LI~EALIDAD. 

La linealidad de un sistema y método analttico es su habilidad para asegurar que los 

resultados analiticos. los cuales pueden ser obtenidos directamente o por medio de una 

transformaclOn matematica bien definida. son proporcionales a la concentración del analito 

de ¡nteres dentro de un intervalo determinado. es decir. mide el grado en que la respuesta 

del metodo se aproxima a una funcion lineal del tIpO y "'" mx + b. al trabajar a diferentes 

concentracIOnes 
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Para evaluar esta propiedad se consIdera el coeficiente de correlacion (r), el 

coeficiente de detenninación (r1
), ordenada al ongen (b) Y el coeficiente de variación 

global (C V )d~ .1 8 ) 

Las curvas patron que se elaboran para evaluar la linealidad deben de contener al 

menos seis niveles de concentración diferentes y el intervalo de concentraciones empleadas, 

debe de incluir a la concentración maxima esperada. aSI como el nivel mas baJO el cual 

debe estar dentro del limite de cuantificación (191 

1.4.2. PRECISIÓ~. 

La precisión esta relacionada con la dispersion de las medidas alrededor de su valor 

promedio y corresponde al grado de concordancia mutua entre los resultados analíticos 

individuales que se han obtenido dentro de una serie de mediciones efectuadas en una 

muestra homogénea bajo las mismas condiciones de análisis La precisión mide el error 

aleatorio, o indeterminado, de un análisis y generalmente se expresa en términos de 

desviación estandar o coeficiente de variación (\ ~.~O.21.22) 

Para documentar la precisión del sistema y método se recomienda realizar la 

deterrninacion de tres concentraciones. con seis ensayos cada una ( 19) 

1.4.3. EXACTITlD. 

La exactitud de un metodo analitico es el grado de concordancia entre el valor 

obtenido experimentalmente y el valor de referencia Se expresa como el porcentaje de 

recobro obtenido del analisis de muestras a las que se les ha adicionado cantidades 

conOCIdas del analito de Interes, en general , se requiere que el valor medido no difiera 

significativamente con el valor de referencia 1 1~.:: O. :: I. :: 1 
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Para documentar la exactitud del sistema y método se recomienda realizar la 

detenninación de tres concentraciones, con seis ensayos cada una ( 19) 

1.4.4. REPETmlLIDAD ENTRE DÍAS. 

Es la precisión de un método analitico expresado como la concordancia obtenida 

entre detenninaciones independientes realizadas bajo las mismas condiciones de analisls 

(analista, instrumentos, laboratorio) pero diferente dia ( \5 .\8) 

1.4.5. REPRODUCIBILIDAD. 

Es la precisión de un metodo analítico expresado como la concordancia obtenida 

entre detenninaciones independientes realizadas bajo diferentes condiciones de anahsls 

(diferentes analista, diferentes instrumentos, diferente laboratorio. etc ) (\~.18) 

1.4.6. LÍMITE DE DETECCIÓN. 

Es la cantidad mlnIma de un analito contenido en una muestra que puede ser 

detectado, pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiCIOnes de analisis 

establecidas. En otras palabras el límite de detección es la concentración mas baja del 

analito en cuestión que se puede diferenciar realmente del nivel de ruido del instrumento de 

medicion (ver figura l 5) (1 9) 
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1.4.7. LÍ:\1ITE DE CUA~TIFICACIÓN. 

Es la cantidad mínima de un analito contenido en una muestra que puede ser 

determinada con precisión y exactitud aceptables, bajo las condiciones de análisis 

establecidas ( 1~.19 ) 

En el siguiente grafico se muestra un ejemplo que ilustra la manera de determinar el 

ltmite de determinación y cuantificación· 

lSC 

LlC 

o xc xc 
concentración 

Figura 1.5. Grafico representativo de la determinación del límite de detección (XD) y el 

limIte de cuantificacion (XC) con ayuda de los intervalos de confianza (LSC, LIC) 

104.8. SE:\SITIVIDAD. 

Es la magnitud de la concentración del analito contenido en una muestra que da una 

diferencia sigmficativa en las respuestas analíticas o resultados analíticos, bajo condiciones 

de analisis establecidas \ 19\ 
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1.4.9. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA PROCESADAS. 

Es la propiedad de una muestra procesada de conservar la concentración del analito 

o analitos de interés, es decir, sin que el resultado anahtico sufra diferencias significativas, 

despues de almacenarse durante un tiempo determinado bajo condicIOnes especificas 

Se determina mediante la comparación de los resultados de amilisis iniciales de 

muestras procesadas con los obtenidos de las mismas muestras procesadas después de 

permanecer por un tiempo determinado en diferentes condiciones de almacenamiento tales 

como temperatura ambiente, refrigeración, congelación, protegidos de la luz, etc durante 

un tiempo preestablecido por el analista. Se analizan bajo las mismas condiciones de 

análisis, se utiliza una solución de referencia recientemente preparada, para cada tiempo, de 

acuerdo a lo establecido en el metodo analítico La determlOacion debe ser efectuada por el 

mismo analista( 15.18) 

1.4.10. ESPECIFICIDAD. 

Es la capacidad del metodo analítico para obtener una respuesta debida unicamente 

al analito de interes y no a otros componentes que esten presentes en la muestra Sin 

embargo en los modelos matemáticos de calibracion multivariada se habla de especifiCIdad 

considerando al resultado analítico y no a la respuesta anahtica.. debido a que en los 

modelos matematicos de calibración multivariada la repuesta analítica es debida a uno o 

mas analitos de interés y por medio de una transformaCión mateminica de dicha respuesta 

se obtiene el resultado analítico correspondiente para cada analito . i1 ~ .18 1 9) 
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2.1. DIA(;RAl\lA DE FU lJO D.~ LA METODOLOGíA A SEGUIR. 

Demostrar adltl\-Idad e Identificar las posibles 
IIltaacClOnes. comparando el L:spectro de 
absorción dc la mClc\a dc TMP y SMX con el 
e!:>pectro obtcllldo de la suma algebraica de los 
t:spectros IIldl\lduaks del TMP ~ SMX 

Barrido cspectrofotométrico de solucionl!s estándar de 
TMP y SMX, placebo y mCLcla de TMP y SMX. 

Identificar las posibles interferencias causadas por los 
excipientes de la formulación. determinado el grado 
dI.! innuencla de los excipientes en la respuesta 
analítica obser\-ando el espectro de absorción del 
placcbo 

Eh.:cclón de la reglón eSplX:lral. realizando una cun a de 
calibración estabkcer 

Establecer las condiciones finaks para 
~: I cn!:>a~ o anahtlco 

, Las dos longitudes de onda más adecuadas para 
aplicar el modelo matemático de Qo 

, Las ocho longitudes de onda mas adecuadas para 
aplicar el modelo matematlco de MCP 

[haluar la IlIlcalldad del sl s(ema 

I 

E\aluar la linealidad del metodo 

, Establecer el numero de repeticiones optlmo de los 
calculos del algOritmo de MCP 
Elegir los estandarcs a utilizar en cada ellSa)o 
analítiCO 

IImlle de haluar la estabilidad de 

~---~----~-~~-----~--~ 
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2.2. EQUIPO, MATERIAL, REACTIVOS Y SOLUCIO~ES. 

EQUIPO: 

Balanza marca OHAUS modo AP250D-0 No de serie 1115481240 

Disolutor marca Elecsa, modelo DIE 25-250 rpm. 

Espectrofotómetro marca Varian, modelo cary l3 .e 

Equipo MiliQ marca waners. 

MATERIAL: 

Matraces volumétricos de 200, 100, 50 Y 25 m!. 

Pipetas volumétricas de 1,2,3,4,5,6,7,8 y 10 m!. 

Papel filtro de la marca Whatman, malla # 41, diámetro de poro 1\0 

Vasos depresipitados de 250 m!. 

REACTIVOS: 

Ácido clorhídrico UNAM 35.88% peso especifico 1.178 g/mI 

Metanol absoluto grado espectro fotométrico, marca merck 

Hidróxido de sodio grado reactivo, marca merck. 

Agua purificada, con el equipo MiliQ. 

SOLUCIONES: 

NaOH O 1 ~ 

Pesar 10 8 g de ~aOH grado reactivo, disolver con 10 mI de agua hervida fna (agua 

libre de hidroxido de carbono), posteriormente filtrar a traves de un papel filtro resistente 

Transferir 5 5 mi del filtrado claro a un matraz volumétrico de 1000 mi llevar al aforo con 

agua libre de hidroxido de carbono. 
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HCLO I!'I 

Pasar 8 5 mi de acido clorhídrico concentrado a agua suficiente para hacer 1000 mI. 

ESTA~DARES: 

Estandar pnmarlo de Trimetoprim No lote 200012031, proveedor Helm de MéxIco 

Estandar pnmano de Sulfametoxazol ~o lote 17560900. proveedor Helm de Mexico 

2.3. PROCEDI:\lIE~TOS ANALíTICOS REALIZADOS PARA EL 

DESARROLLO DEL MÉTODO ANALÍTICO. 

Se detennino que el medio de trabajo adecuado para el análisis de TMP y SMX es 

el alcalino. debido a que en medio aCldo se encuentran presentes dos especies de SMX y 

una de ellas precIpita por lo tanto no se cuantifica en su totalidad 

Con el fin de establecer las condiciones espectrofotométricas adecuadas para poder 

aplicar los modelos matematicos de \1CP y Qo dentro de nuestro ensayo analitlco se 

obtUVIeron los espectro de absorción del TMP, SMX y mezcla de ambos cuyas 

concentraciones fueron de 25.25 y 25-25 lJg/ml respectivamente en ~aOH O 1 N Asi 

mIsmo para identificar las posibles interferencias causadas por los excipientes de la 

formulaclOn. se obtuvo el espectro de absorcJon de una solución de placebo (soluclOn que 

contIene todos los componentes de la muestra anahtica excepto los analitos de interés) ( 9) 
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Figura 2.1. Gráfico que muestra los espectros obtenidos de las soluciones de TMP, SMX y 

T\1P-SMX, cuyas concentraciones fueron de 25,25 y 25-25 Ilglml. así como de la solución 

placebo. 

2.3.1. ADITIVIDAD,lNTERFERENClAS E INTERACCIONES. 

Como se puede observar en la figura 2 1, los espectros de T\1P y S\1X al ser 

sumados presentan un espectro practicamente igual al obtenido en la solución de la mezcla 

de T\1P y SMX Con esto se confirma que existe aditividad entre los espectros de TMP y 

S \.1 X 
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Capitulo 2 Desarrollo de Método 

Al demostrarse que existe aditividad entre el T\1P y SMX, en toda la región del 

espectro U V , también queda demostrado que no existe interacciones o interferencias entre 

ellos en dicha region del espectro ya que si hubIera eXIstIdo interferencias o interacciones 

entre ellos el espectro de las mezclas de ambos anaJitos se hubiera deformado. es decir. 

hubiese sido diferente al que se obtuvo sumando los espectros del T\1P y SMX 

Por otro lado podemos observar en la figura 2 l que el espectro obtenido de la 

solucJOn placebo se encuentra apenas arriba del cero relativo. por lo que se espera que su 

respuesta no sea SIgnificativa y no produzca interferenCIa en el análisis 

2.3.2. ELECCIÓ~ DE L-\ REGIÓ~ ESPECTRAL 

En base a los espectros se determinaron las longitudes de onda adecuadas para el 

analJsls cuantitativo Hay que recordar que en nuestro caso solo pueden elegirse 8 

longitudes de onda debIdo a que el espectrofotometro solo puede dar lectura de 8 longitudes 

de onda en una lectura Por lo que se decidió utilizar las siguientes longitudes de onda 

• :87 nm longitud de onda en donde se encuentra el maxlmo del TW 

• ::55 5 nm longitud de onda en donde se encuentra el maximo del SM)( 

• :41 3. 278 3 nm longitudes de onda en los que se encuentran los puntos de 

IsoabsorcJOn 

• 267. 245. 2.,6 nm longItudes de onda en donde los espectros de absorCión estan 

separados claramente 

• 300 nm longItud de onda en la cual se observa que no hay respuesta notable del 

S\1X por lo tanto la absorbancla obtenIda sera dada principalmente por el TMP 

41 



Capitulo 2 Desarrollo de Método 

2.3.3. PUNTOS DE ISOABSORCIÓN. 

Como se observa en la figura 2 l existen dos puntos en los que se cruzan los 

espectros de TMP y SMX (puntos de isoabsorción) los cuales son 24 1.3 Y 278 3 nm Al 

realizar una calibración pudimos establecer a traves del analisis de suma de cuadrados que 

el punto de isoabsorción más adecuado para poder aplicar el modelo matemático de Qo es 

la de 24 1.3 nm debido a que fue la lon~itud de onda en la que se observó menor variación 

en los resultados analíticos (concentración total). 

Por otro lado a partir de dícha calibración también se estableció que la longitud de 

onda de 267 nm es la más adecuada para aplícar el modelo matemático de Qo, debido a que 

es la longitud de onda que tuvo el menor coeficiente de variación en los resultados 

analíticos (concentración determinada) de entre las 6 longitudes de onda previamente 

seleccionadas 

2.3.4. ELECCiÓN DEL NÚMERO DE REPETICIONES ÓPTIMO DE LOS 

CÁLCULOS DEL ALGORITMO DE MCP. 

Como se mencIona en él capitulo 1, una parte importante en los modelos 

matemáticos de calibración multivariante es la elección del número de repeticiones optimo 

de los cálculos del algoritmo de MCP. Para establecer el número de repeticiones que 

debemos utilizar en nuestro ensayo se construyó una calibración y se obtuvieron las 

absorbancias a las longitudes de onda previamente seleccionadas, se realizo el análisis de 

PRESS y se obtuvo el siguiente gráfico . 
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Figura 2.2. Grafico que muestra el análisis de PRESS del TMP y SMX, utilizando el 

modelo matemático de MCP 

e omo podemos observar, el menor valor de PRESS se presenta a panir de la 

repeticion \\ en ambos analitos, sin embargo al realizar la predicción de muestras de 

placebo cargado (solución que contiene todos los componentes de la muestra analítica en 

concentraciones conocIdas) no se obtiene una buena precisión ni exactitud, esto indica que 

al repetIr I \ veces el calculo del algoritmo de MCP este comienza a modelar el ruido del 

sl~tema trayendo como consecuencia una mala prediccion de muestras reales, esto se 

conoce como sobre ajuste (overfitting) Por este motivo se utilizaron 6 repeticiones en los 

calculos del algontmo de \1CP en la predicción de muestras de placebo cargado, 

ob ervandose una buena precision y exactitud, estableciéndose así que el número de 

repeticIones del calculo del algoritmo de MCP óptimo para este metado es el de 6 

repetlclone 
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2.3.5. ELECCIÓN DE ESTANDARES. 

t-A cuantos de nosotros no nos a pasado que cuando realizamos una calibraclon de 

nuestro método este prediga muy bien las muestras analítica en los primeros dlas despues 

de haber realizado la calibración y después de algunos días o semanas esta calibracion sea 

inútil para poder obtener resultados analíticos confiables? En la practica es muy comun que 

a consecuencia del uso continuo de los instrumentos analíticos estos sufran detenoros o 

pequeños desajustes que pueden ocasionar desviaciones en los resultados anahticos 

obtenidos, por ello hay que estar calibrando continuamente los instrumentos Sin embargo 

no siempre es posible o conveniente estar recalibrando los instrumentos continuamente y 

esto implica el estar realizando calibraciones de nuestro método a menudo para que los 

resultados analíticos sean confiables. 

Con el fin de minimizar los posibles errores que pudieran presentarse entre cada 

ensayo debidos al instrumento analítico y que pudieran afectar a la predicclOn de las 

muestras analíticas se establecieron, a pan ir de una curva de calibraCIÓn., 5 solUCIOnes 

estándares (estandares externos) que se prepararán en cada ensayo con las muestras 

analíticas. Dichas soluciones fueron elegidas de tal modo que en ellas se represente la 

mayoria de las variaciones contenidas en una calibración para poder ser usadas en la 

predicción confiable de muestras analíticas en ensayos rutinarios Para nuestro ensayo las 

soluciones que demostraron una buena capacidad predictiva son las siguientes 

1. 4 ~glml de TMP y 18 ~glml de SMX 

2. 5 ~g/ml de TMP y 24 ~glml de SMX. 

3 6 ~glml de T1vfP y 28 ~glml de SMX. 

4 7 ~g/ml de TMP y 32 ~glml de SMX. 

S 8 ~g/ml de TMP y 36 ~glml de SMX. 
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2.4. CONDICIONES FI~ALES PARA EL ANÁLISIS. 

• Las muestras de análisis deben de estar en NaOH O 1 N 

• Las muestras de analisis deben leerse a 300, 287, 278 3. 267, 255 5 .245, 241 5 Y 

236 nm en caso de utilizar el modelo matematico de Mep 

• Las muestras de analisis deben leerse a 267 y 24 J 5 nm en caso de utilizar el 

modelo matematico de Qo 

• El numero de repeticiones que se realizaran al algoritmo de \1CP, para determmar 

las concentraciones de muestras analiticas utilizando el modelo matematico de 

\1CP. es de 6 repeticiones 

• En cada calibración debe de realizarse el metodo de dejar una muestra fuera de la 

cahbracion para poder identificar las posibles muestras desechables. 

• En cada ensayo deben de prepararse 5 soluciones estandar con las concentraciones 

que se presentan en la tabla 2 3. esto con el fin de minimizar posibles errores 

pro\ocados por los instrumentos utilizados dentro del ensayo 

2.5. E~SA YO ANALíTICO. 

Con una pipeta \olumetrica tomar S mi de la muestra analítica 

Los 5 mi de la muestra analitica se hacen pasar a traves de un papel filtro. recolectar el 

filtrado en un tubo de ensaye 

Con una pipeta \ olumetnca tomar ::: mi del filtrado y vener este volumen en un matraz 

.. olumetnco de 25 mi 

~ L1e\ar ai aforo con una solucion de 'aOH O I , 
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2.5.1. PREPARACIÓN DE ESTÁNDARES. 

Pesar 62,5 mg de estándar secundario de TMP en un papel encerado utilizando para ello 

una balanza analítica, verter el estándar en un matraz volumetrico de 50 mi y llevar al 

aforo con una solución de NaOH O I N (solución A) 

2 Pesar 62,5 mg de estándar secundario de SMX en un papel encerado utilizando para 

ello una balanza analítica, verter el estándar en un matraz volumetrico de 25 mi y llevar 

al aforo con una solución de NaOH 0.1 N (solucion B) 

3 Con una pipeta volumétrica tomar 5 mI de la solución A y verter la solución en un 

matraz volumetrico de 250 mI, llevar al aforo con una solución de NaOH O I N 

(solución C). 

4 Con una pipeta volumétrica tomar 4 mI de la solución B y verter la solucion en un 

matraz volumetrico de 25 mI, llevar al aforo con una solución de NaOH O I N 

(solucion D) 

5 Con una pipeta volumetrica tomar 6 mI de la solución B y verter la solución en un 

matraz volumétrico de 25 mi, llevar al aforo con una solución de NaOH O I N 

(solución E) 

6 Con una pipeta volumetrica tomar 4ml de la solución C y verter la solucion en un 

matraz volumétrico de 25 mI, con otra pipeta volumetrica tomar 3 mi de la solución E y 

verter la solución en el mismo matraz de ::!5 mi, llevar al aforo con una solución de 

:'\aOH O I ~ (solución estándar 1). 

7 Con una pipeta volumétrica tomar 5 mi de la solución C y verter la solución en un 

matraz volumemco de 25 mi, con otra pipeta volumetrica tomar óml de la solucion D y 

verter la solucion en el mismo matraz de 25 mi, llevar al aforo con una solución de 

~aOH O I N (solución estándar 2) 
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2.5.2. LECTURA Y ESTIMACiÓN. 

11 . Calibrar el espectrofotómetro. con NaOH O I N Y leer cada solucion a las siguientes 

longitudes de onda 236, 240.5, 247, 256 5, 265, 272, 2795 Y 289 nm 

12. A partir de las absorbancias obtenidas en los estándares y con ayuda de los modelos 

matematico de Mínimos Cuadrado Parciales y Razones de Absorbancia estimar la 

concentración (rnglml) de TMP y SMX en cada una de las soluciones que se leyeron en 

el espectrofotómetro. 
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J. CRITERIOS DE ACEPTACiÓN. 

Los criterios especificados para que el método analítico sea confiable se muestran en la 

siguiente tabla 

CARACTERISTICAS A CRITERIO DE EV ALUACION CRITERIO DE 
EVALUAR ACEPTACIÓN 

Coeficiente de variación. (e. V.) C.V. < 2% 
Lmealidad del sistema. Coeficiente de determinación. (1"') ~ > 0.999 

Coeficiente de correlación. (r) r > 0.999 
Intercepto (b) b=O 

Precisión del sistema. e.V. e.V. < 2% 

t caJ . < t cntica 
Exactitud del sistema. Prueba de t de Student. (a = 0.05,5 gl) 

Coeficiente de variación. (C.V.) C.V. < 2% 
Linealidad del método. Coeficiente de determinación. (r') ~ > 0.999 

Coeficiente de correlación. (r) r > 0.999 
Intercepto (b) b=O 

Precisión del método. C.V. C.V. :=: 2% 

t cal . < t critica 
Exactitud del método. Prueba de t de Student. (a = 0.05,5 gl) 

Analista: 
F cal. < f crítica 

Reproduclbtlidad y Modelo factorial jerárquico. (a = 0.05, gl) 
repetlbtlidad del metodo. Día: 

F cal. < f critica 
(a = ( ., gl) 

Tabla 3.1. EspecIficacIones para la vahdaclon del método anahtlco 
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3.1. RESt:L TADOS y DISCUSiÓN DE LA VALIDACiÓN DEL SISTEMA. 

3.1.1. L1~EALlDAD DEL SISTEMA. 

La linealidad del sistema se delermino construyendo una calibraciÓn con 19 mezclas 

de T\-1P y S\.1X en concentraciones conocidas, preparadas por diluciÓn a panir de una 

soluclon patron de T\1P y otra de SMX 

Las soluciones de la calibracion fueron preparadas por duplicado En las tablas 3 1 1 

Y 3 I 2 (ver anexo Pag 73 y 74 ) se muestran las concentraciones reales (concentraciÓn 

calculada en base al peso del estándar y a las diluciones realizadas en su preparaciÓn) de SMX 

y T\1P con sus respectivas respuestas analiticas (concentraciones estimadas) obtenidas con los 

modelos matematlcos de \1inirnos Cuadrados Parciales (MCP) y Razones de Absorbancla 

(Qo) respectivamente 

Tambien se determino el modelo que explica la variaciÓn de la concentración en 

funclOn de la respuesta analítica por medio de un análiSIS de regresión En las figuras 3 1 1, 

3 l 2. 3 1 3 Y 3 1 ~ se muestra la relacion lineal entre la concentración y la respuesta anahtica 

de cada analito utilizando los modelos matematicos de ~CP y Qo 

Los parametros estadisticos estimados para dicha calibraciÓn son los siguientes 

Modelo matemático de MCP Modelo matemático de Qo 

Parámetro estadístico TMP SMX TMP SMX 

CoefiCiente de correlaclOn (r ) 099940706 099997797 099852699 099996067 
-
Coefi ciente de deterrnmaclOn (rO) 099881447 099995594 099705614 099992134 

Intercepto (b) 00066369 0 00112877 -O 0946352 007793875 
---

Pendiente (m) 0 99882046 099995565 101874223 099642741 

e \" (00) O 94528~45 022822185 1 69444233 03748519 

Tabla 3.1.3. Parametros estadlstlcos estimados para la lmealldad del sistema 
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De acuerdo a los datos de regresión obtenidos observamos que el 99 80
/0 '! 99 70 o de la 

variacion de la respuesta analítica está explicada por los cambios en la concentracion de T!v1.P. 

utilizando los modelos matemáticos de \1CP '! Qo respectivamente En el caso del SMX 

observamos que el 99 ~ó de la variacion de la respuesta analltica esta explicada por los 

cambios en la concentración de SMX. utilizando ambos modelos matematicos 

Tambien se estableció una hipotesis para determinar. mediante un análisis de variancia 

(ver tablas 3 1 4. 3 15. 3.16. '1 3 l 7). si la relación existente entre la concentracion real y la 

concentración estimada es lineal. 

Hipótesis: 

Ho: '.;0 existe una relación lineal entre la concentracion real del analito de 

interes y la concentración estimada, con el modelo matematico de 

cuantificación empleado 

Ha: Existe una relación lineal entre la concentración real del analito de 

interes y la concentracion estimada con el modelo matematico de 

cuantificación empleado 

Crittrio dt actptación: si f cal ~ f critica se rechaza Ho. y por lo tanto existe relacion 
lineal entre la concentraclon real del analito de interes y la concentraclOn estimada. con el 
modelo matematico de cuantificación empleado 
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Fuente de Grados de Suma de " Promedio de los Fcal F critica 

variación libertad cuadrados cuadrado (0.=0.05) 
. . I RegreslOn 266966979 266966979 457602804 I ~ 10 

I 

I Residuos 36 021002518 O 00583·W3 

I Total 37 266987982 

Tabla 3.1. 7 Analisis de variancia para evaluar la relacion entre la concentracion real de 

SMX y la concentración estimada de S\t1X. utilizando el modelo matematico de Qo 

De acuerdo a la hipótesis establecida y a los resultados obtenidos en los analisis de 

variancia se determinó que existe evidencia estadistica. con un 95 0 o de confianza. de que hay 

relación lineal entre la concentracion reales de T\1P y S\1X con sus respectivas 

concentraciones estimadas. utilizando los modelos matematicos de \1CP y Qo 

Por otro lado se puede observar que existen diferentes valores de intercepto por lo que 

se evaluó si estos valores son significativamente diferentes a cero Para ello se estableció una 

hipótesis para ser evaluada por medio de la prueba de t de student 

Hipótesis : 

Ho: La ordenada al origen es igual a cero 

Ha: La ordenada al origen no es igual a cero 

Criterio de aceptación : si t cal:: t cmica no se rechaza Ho. y por lo tanto la 
ordenada al origen es igual a cero 
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Figura 3.1.2 Representación grafica que muestra la relación lineal entre la concentracIón real 

de SMX y la concentración estimada de SMX, utilizando el modelo matemático de \1CP 
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Figura 3.1.3. Representación grafica que muestra la relación lineal entre la concentración real 

de TMP y la concentración estimada de TMP, utilizando el modelo matemático de Qo 
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y = 99996x + 00113 

10 20 30 40 50 

concentración real SMX (~g/m') 

Figura J.I .... Representacion gratica que muestra la relaciÓn lineal entre la concentracion real 

de S\fX y la concentraciÓn estimada de SMX, utilizando el modelo matematico de Qo 

J.1.2. PRECISIÓ~ y EXACTITVD DEL SISTEMA. 

La precision y exactitud del sistema se determinó con el análisis por sextuplicado de 

tres solUCIones que conteman T\1P y S\1X a diferentes concentraciones. 

La tabla 3 1 9 muestra las concentraciones utilizadas de T\1P y SMX en cada solución 

aSI como sus respectivos porcentajes determinados, obtenidos con los modelos matemáticos 

de \1mimos Cuadrados Parciales (\1CP) y Razones de Absorbancia (Qo) 
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Concentraciones Modelo matemático de MCP Modelo matemático de Qo 

TMP SMX Porcentaje Porcentaje Porcentaje Porcentaje 

(J..lglml) (J..lglml) Determinado Determinado Determinado Determinado 

deTMP deSMX deTMP deSMX 

100.494534 100488539 972878596 100 644937 

101.733325 1002331 98 7979655 100533728 

406848 20.592 999070906 100631313 978595456 101 024489 

101.052482 996634615 98 1547512 100 119058 

102.500197 100583236 100232045 100900492 

101.403964 100553127 989387184 100880221 

99.1934744 100.005828 99.9059866 99.9521685 

99.7260238 996674437 998117603 99 7381073 

6.10272 25.74 101.154895 99993784 997134647 100 131774 

99.9062713 100084693 99.7626371 99.9309951 

99.9947564 100247475 99.8086446 100203769 

100.235633 100346931 100.383145 100 12272 

99.1735769 99.4442286 100751607 99 1892203 

100.517708 993338837 100996919 997911279 

711984 37.0656 999151666 99 5988194 101.28342 990033305 

100.382874 996624903 996026419 993316592 

99.4418414 99.3856838 100 792145 99 527837 

98.8617722 99.8737374 100.583932 995754737 
. . 

Tabla 3.1.9 Resultados obtemdos para detenmnar la preclslon y exactItud del sIstema. 

Los parámetros estadísticos calculados para determinar la precisiÓn del sistema, en 

ambos modelos matemáticos de cuantificaciÓn, fueron la desviaciÓn estándar, el promedio y 

el coeficiente de desviación (ver tablas 3.10 y 3 11). 
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Concentraciones Modelo mate matico de Mep Modelo matemático de Qo 

deTMP Promedio Desviacion C.V. Promedio Desviación C.V. 

(J.lgIml) (%) estándar (Ve) (%) estándar (0/0) 

4.06848 101.182 091772 0907 98 5451475 102641807 10415714 

6 10272 1000352 065069 065046 998976063 024626252 0.24651494 

7.11984 '997154 066749 066939 100 668444 O 57469745 0.57088143 
.. 

Tabla 3.1.10 Parametros estadlstlcos deterrmnados para evaluar la preclslon del 

sistema para el TMP 

Concentraciones Modelo matemático de MCP Modelo matemático de Qo 

deSMX Promedio DesviaciÓn C.V. Promedio Desviaci6n C.V. 

(J.Lg/rnl) ('%) estándar (~'o) (%) estándar (%) 

20592 100.3587 03684 O 36708 100683821 03300214 032777997 

25 74 1000577 023638 023624 100013256 0.17235401 O 17233116 

370656 995498 0.20235 020327 994031081 0.28513211 0.28684426 
. . 

Tabla 3.1.11 Parametros estadlstlcos determmados para evaluar la precIsIón del 

sistema para el S\lfX 

Se puede observar en las tablas 3 10 Y 3 1 I que el C V determinado para el TMP y 

S\1X, utilizando los modelos matematicos de \-iCP y Qo, son menores al establecido como 

criterio de aceptacion para metodos espectrofotométricos (C V ::: 2) por 10 tanto el sistema es 

precIso 

Para poder demostrar que el sistema es exacto se realizó una prueba de t de student 

estableciendose las siguientes hipotesls 
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Hipótesis: 

Ho: El sistema es exacto 

Ha: El sistema no es exacto 

Criterio de aceptación: si t cal ~ t cntica no se rechaza Ho. y por lo tanto el 
sistema es exacto 

Concentraciones Modelo matemático de MCP Modelo matemático de Qo 

deTMP t critica LICal LSC a] t crírica LICa] 

ÚJ.glml} teal (a=O.05) 95% 95% t cal (a=O.05) 95% 

4.06848 1.287 98.82 103 .54 -1.417 9590 

6.10272 0.054 2.571 98.36 10 1. 70 -0.415 2.571 9926 

7.11984 -0.426 9799 101.43 1 163 99 19 

Tabla 3.1.12 Resultados obtemdos para determmar la exactitud del sistema 

para el TMP 

LSC al 

95% 

101 18 

10053 

102. 14 

Concentraciones Modelo matemático de MCP Modelo matemático de Qo 

deSMX t critica LICal LSCal t critica LIC al 

(J.1g1ml) t cal (0.=0.05) 95% 95% teal (a=0.05) 95% 

20.592 0.973 99.41 10130 2.072 9983 

2S 74 0244 2571 9944 10066 0076 2571 9957 

370656 -2 .224 9902 10007 -2093 9867 

Tabla 3.1.13 Resultados obtemdos para detenmnar la exactitud del sistema 

para el S\1X 

LSCal 

95% 

10153 

lOO 45 

100 13 
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Basados en los intervalos de confianza mostrados en las tablas 3 12 Y 3. 13 Y debido a 

que no se rechaza Ho. por que la t calculada es menor a la t critica, podemos establecer con un 

nivel de confianza del 95% que el sistema es exacto. en los tres niveles de concentraciones y 

con los dos modelos matemáticos de cuantificación empleados. 

3.2. RESULTADOS Y DISCUSIÓN DE LA VALIDACIÓN DEL MÉTODO 

3.2.1. LINEALIDAD DEL MÉTODO. 

Para determinar la linealidad del método se construyó una calibración de ] 7 muestras 

de placebos cargados que conteman TMP y SMX 

En las tablas 3.2.1 y 3.2.2 (ver anexo Pág. 75 Y 76) se muestran las concentraciones 

utilizadas de SMX y TI\1P en cada placebo cargado. así como sus respectivas concentraciones 

estimadas, obtenidas con los modelos matemáticos de Mep y Qo respectivamente. 

Por otro lado se determinó el modelo que explica la variación de la concentración 

determinada en funciÓn de la concentración adicionada por medio de un análisis de regresión 

lineal. En las figuras 3.2.1, 3.22, 3.2.3 Y 3 2.4 se observa la relaciÓn lineal entre la 

concentración estimada y la concentración adicionada de cada analito, con cada uno de los 

modelo matemático utilizados. 
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Los parametros estadísticos evaluados para la curva de calibración del método son los 

siguientes 

Parámetro estadistico Modelo matemático de MCP Modelo matemático de Qo 

TMP SMX TMP SMX 

Coeficiente de correlación (r ) 099914363 099961445 099788271 099944112 

Coeficiente de determinación (r l
) 099828799 099922905 099576991 099888254 

Intercepto (b) 000947815 001866566 00087685 001581027 

Pendiente (m) 099829291 099922933 099819561 09993988 

C V (°10) 1 13640637 093554806 190191667 107151728 

Tabla 3.2.3. Parámetros estadlstlcoS estimados para la linealidad del melodo 

De acuerdo a los datos de regresión obtenidos con el modelo mateméÜ1CO Mep 

podemos observar que el 99.8 % de la variacion de la concentración estimada de TMP es 

debida a los cambios de la concentración real de TMP. también podemos observar que el 

99 ~ó de la variación de la concentración estimada de SMX es debida a los cambios de la 

concentración real de SMX. 

De acuerdo a los datos de regresión obtenidos con el modelo matemático Qo podemos 

observar que el 99 5 ° o de la variación de la concentracion estimada de T\1P es debida a los 

cambios de la concentración real de T\1P, también podemos observar que el 99 8° ° de la 

variación de la concentración estimada de S\1X es debida a los cambios de la concentración 

real de S\1X 

Tambien se establecio una hipótesis para determinar, mediante un análisis de variancia 

(ver tablas 3 : 4. 3.25 . 3 : 6, y 3 : 7), si la relacion existente entre la concentración real y 

concentración estimada es lineal 
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variaciÓn 

Capítulo 3 ValidaciÓn del Método 

Hipótesis: 

Ho: ~o una relacion lineal entre la concentraciÓn real del analito 

de interés y la concentración estimada. con el modelo matemático 

de cuantificacion empleado existe 

Ha: Existe una relación lineal entre la concentracion real del analito 

de interés y la concentración estimada. con el modelo matemático de 

cuamificacion empleado 

Grados de Suma de Promedio de los F critica 

libertad cuadrados cuadrado Fca1 (a=O.05) 

I RegreslOn 7678634882 76 7863488 186594767 4 17 

I 

Residuos o 131684463 0.00411514 

Total 33 7691803328 

Tabla 3.2.4 Analisis de vanancia para evaluar la relación entre la concentracion real de 

T\1P y la concentración determinada de TMP. utilizando el modelo matemático de \1CP 

Fueme de Grados de Suma de Promedio de los F critica 

variaciÓn libertad cuadrados cuadrado F cal (a=O.05) 

Regreslon ::095 730561 ::095 73056 , 414754195 4 17 

ResIduos 1 616942727 I 0.05052946 

Total 33 2097 347503 I 
I 

Tabla 3.2.5 .-\nalisis de \'ariancia para evaluar la relación entre la concentración real de 

S\tX y la concentracion determinada de S\1X. utilizando el modelo mateminico de \1CP 
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Fuente de Grados de Suma de Promedio de los F critica 

variación libertad cuadrados cuadrado Fcal (a=O.OS) 

I Regresión 1 76.7713822 767713822 I 7532.85031 I 4 17 

Residuos 32 0.32612944 ¡ 001019154 
I I 

j Total I 33 770975117 
I 

Re 

. . . 
Tabla 3.2.6. Anallsls de vanancla para evaluar la relacIón entre la concentracIón real de 

TMP y la concentración detenninada de T\1P. utilizando el modelo matemático de Qo 

Fuente de Grados de Suma de Promedio de los F critica f 

variación libertad cuadrados cuadrado F cal (a=O.OS) 

gr esión 1 209644149 , 209644149 286044594 4 17 

1 Residuos 32 2.34530311 007329072 

I Total 33 2098.78679 

Tabla 3.2.7. Análisis de variancia para evaluar la relación entre la concentración real de 

SMX y la concentración determinada de SMX, utilizando el modelo matemático de Qo 

De acuerdo a la hipótesis establecida y a los resultados obtenidos en los analisis de 

variancia se detenninó que existe evidencia estadística, con un 95% de confianza, de que hay 

relación lineal entre la concentración real y la concentración estimada de T\1P v S\1X, 

utilizando ambos modelos matemáticos de \1CP y Qo 

Por otro lado, se puede observar en la tabla 3 2.3 que los valores de la ordenada al 

origen de T\fP y SMX con ambos modelos matemáticos. son distintos a cero, por lo que se 

realizó una prueba de t de student para detenninar si es significativamente diferente de cero 

para esto se estableció la siguiente hipótesis 
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Hipótesis: 

Ho: La ordenada al origen es Igual a cero 

Ha: La ordenada al origen no es Igual a cero 

Criterio de aceptación: si t cal t cnuca no se rechaza Ho. y por lo tanto 
la ordenada al ongen es igual a cero 

Modelo matematico Curva de Intercepto Error típico teal t critica 

de cuantificación. regresión (b) «(1=0.05) 

LIC al 

95%. 

.... .. ........... 

LSC al 

950/0 

T\1P 000947815 0 042027901 022552051 -O 144355 O 1633122_ 

\1CP S\1X 001866566 0124953102 014938131 -O 497216 O 53454737 

T\1P 00087685 006614019 O 13257454 : 042 -O 171326 0:0063251 

Qo S\1X 0 .01581027 O 15048708 O 10506064 -O 605491 063711163 

Tabla 3.2.8. Pruebas del intercepto de las cuatro rectas de regreslon obtenidas a partir 

de los datos de caJibracion del metodo 

Analizando esta hipotesis y los intervalos de confianza de la tabla 3 2 8. podemos 

establecer que existe evidencia estadlstica para considerar que el valor de la ordenada al 

ongen de cada una de las rectas de regreslon se puede considerar como cero con una 

probabilidad del 950 o 
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Figura 3.2.1 . Representación grafica que muestra la relación lineal entre la concentración real 

de TMP y la concentración determinada de TMP. utilizando el modelo matemático de \'tep 
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Figura 3.2.2. Representacion grafica que muestra la relación lineal entre la concentración real 

de S\1X y la concentracion determinada de S\1X. utilizando el modelo matemático de \1CP 
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Figura 3.2.3. Representación grafica que muestra la relacion lineal entre la concentración real 

de T\t1P y la concentración determinada de T\t1P. utilizando el modelo matemático de Qo 
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Figura 3.2--'. Representación grafica que muestra la relacion lineal entre la concentración real 

de S\1X ~ la concentración determinada de S\1X, utilizando el modelo matemático de Qo 
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3.2.2. PRECISIÓN Y EXACTITUD DEL MÉTODO 

La precisión y exactitud del método se determino mediante el analisis por 

sextuplicado de tres muestras de placebos cargados que conteman T\1P y SMX en 

concentraciones conocidas. Esta soluciones fueron preparadas y analizadas por un mismo 

analista, en un mismo día y bajo las mismas condiciones de análisis 

La tabla 3.2.9 muestra las concentraciones utilizadas de TMP y SMX en cada uno de 

los placebos cargados, así como su respectivos porcentajes determinados, obtenidos con los 

modelos matemáticos de Mínimos Cuadrados Parciales (MCP) y Razones de Absorbancia 

(Qo) . 

Concentraciones Modelo matemático de MCP Modelo matemático de Qo 

TMP SMX Porcentaje Porcentaje Porcentaje Porcentaje 
(J.lglml) (J.lglrnl) Determinado Determinado Determinado Detenninado 

deTMP deS~ deTMP deSMX 
100.6578 99.6786 103.5591 101.0841 
100.5063 98.8809 99 .8213 100.1698 

3.8471 19.989 103.6688 100.5263 103.2370 101.3377 
104.0888 100.5541 103.5765 100.7480 
102.4827 98.7409 103.9334 101.3146 
100.5400 99.1488 100.0290 100.6341 
99.7086 99.9266 99.3745 100.8549 
100.3382 99.1789 102.4781 ]00.4769 

5.7706 24.9854 100.7389 99.8639 102.3742 100.5009 
101.6932 98.8048 101.1590 100.0394 
100.0751 98.5967 102.1761 100.3208 
100.1179 98.8958 103.9102 100.6786 
102.2891 100.5161 104.1317 100.8407 
99.4698 100.3367 100.7812 100.8515 

6.7324 35 .8790 99.1498 100.5398 100.1527 100.2166 
100.9305 101.0351 102.6342 100.8184 
98.5816 100.8402 99.2628 100.3779 
98.5952 100.0956 101.0547 100.6765 

.. 
Tabla 3.2.9. Resultados obtemdos para determmar la preC1Slon y exactitud del metodo. 
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Los parámetros estadísticos estimados para determinar la precisiÓn del método son los 

siguientes 

Concentraciones Modelo matemático de MCP Modelo matemático de Qo 

deTMP Promedio Desviación C.V. Promedio Desviación C.V. 

(~glm1) (010) estándar (%) (%) estándar (010) 

3 8471 101 99079 1 645897 1.61377 102.359446 1 89951789 1 85573287 

57706 100445387 0698856 0695757 101912061 1.52334152 1 49476078 

67324 99836056 1 47877 1481198 101336258 1 76560477 1 74232284 

Tabla 3.2.10. Parámetros estadísticos determinados para evaluar la preclsion del 

metodo para el TMP 

Concentraciones Modelo matemático de MCP Modelo matemático de Qo 

deSMX Promedio DesviaciÓn C.V. Promedio Desviación C.V. 

(~glml) (%) estándar rIÓ) (%) estándar (OIÓ) 

19989 99.588301 0.80404 0.807364 100881417 045216262 044821201 

249854 99211142 0.562331 0.566802 100.478635 0.28281698 028146977 

35 8790 100560634 0.338261 0336375 100.630322 0.27039463 0.26870094 

Tabla 3.2.11. Parametros estadístIcos determmados para evaluar la precislon del 

metodo para el S~x. 

Se puede observar en las tablas 32 10 Y 3.2 11 que los valores de CV obtenidos para 

el T\1P y S\1X con los modelos matematicos de Mep y Qo. son menores al especificado 

como criterio de aceptación para metodos espectrofotometncos (C V ~ 2) . por 10 que se 

atirma que la dispersion de los datos es mmima y por lo tanto el metodo es preciso 

Con el fin de demostrar que el metodo es exacto se realizó una prueba de t de student 

estableciendose las siguientes hipótesís ' 
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Hipótesis: 

Ho: El método es exacto 

Ha: El método no es exacto 

Criterio de aceptación: si t cal < t cntica no se rechaza Ho. y por lo tanto el 
método es exacto. 

Concentraciones Modelo matemático de MCP ~fodelo matemático de Qo 

deTMP t critica LIC al LSC al t critica LICal LSC al 

(~glml) teal (a=O.05) 95% 95% t cal (a=O.05) 95% 95% 

3 8471 1209 97.75 10622 1.242 9747 107 ::4 

57706 0637 2.571 9864 10224 1 255 2 571 9799 105 82 

6.7324 -O 110 9603 10363 0756 9679 10587 

Tabla 3.2.12. Resultados obtemdos para detennmar la exactItud del metodo 

para el TMP 

Concentraciones Modelo matemático de MCP Modelo matemático de Qo 

deSMX t crítica LICal LSCal t aitica. LICal LSC al 

(j.1g1ml) t cal (a=O.05) 95% 950/0 teal (a=O.05) 95% 95% 

19989 -0.512 9752 10165 1949 9971 10204 

24 9854 -1. 402 2.571 9776 10065 1692 2.571 9975 10120 

35 8790 1.657 9969 10143 2.331 9993 101 32 

Tabla 3.2.13 Resultados obtenidos para detenninar la exactitud del metodo 

para el S\1X 
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Analizando los intervalos de confianza que se muestran en las tablas 3.2.12 y 3.2.13 Y 

debido a que en todos los casos Ho no se rechaza por que la t ca.lculada es menor a la t critica 

podemos establecer que el método es exacto, en los tres niveles de concentraciones y con los 

dos modelos matemáticos de cuantificación empleados, con un nivel de confianza del 95%. 
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3.2.3. REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD. 

La repetibilidad y reproducibilidad se determino mediante el analisis de 3 muestras 

independientes de placebos cargados que conteman TMP y SMX Cada placebo fue preparado 

por triplicado, analizados por dos diferentes analistas, en dias diferentes y bajo las mismas 

condiciones de análisis. 

En las tablas 3.2.14 y 3.2.15 se muestran las concentraciones utilizadas de SMX y 

TMP en cada placebo cargado, así como sus respectivos porcentajes determinados, obtenidos 

con los modelos matemáticos de MCP y Qo 

Modelo matemático de MCP Modelo matemático de Qo 

Al'1ALISTA 1 ANALISTA 2 ANALISTA 1 ANALISTA 2 

Concentraciones Porcentaje Porcentaje Porcentaje Porcentaje 

deTMP detenninado determinado det enni nado determinado 

(J.1g1mJ) deTMP deTMP deTMP deTMP 

Día 1 .. ... . nía 2 Día 1. .. ... . Dia 2 Día l. ... ... Día 2 Día l. .. .... Día 2 

102.1725 ' 100.6578 102.2439 ! 103 0868 100.0484 998213 98 .9404 11009352 

4 101.99 100.5063 101 0398 1101 7794 1004795 103 2370 993704 998596 , , 

102 1325 100.5400 1006121 ' 1007434 9967761 1000290 9885 10 I 993232 , 

98785 19970862 992604 11010566 1014295 993745 994503 , 103 1229 
, I 

6 98 .03 1100.3382 99.3164 1 100.9448 102.6113 101 1590 988520 102.1109 , I 
99 75 100.7389 100 7148 1100 4893 997769 102 1761 99.84 12 ! 1018200 

998442 99 .46988 100.2554 1 994934 99 7134 I 100 7812 99.6374 , 101.0603 

7 99 5028 99 14984 98 1578 1009030 99272 100 1527 99 5093 I 103 3405 

1000142 100.9305 98 3323 100 1066 100.5502 99262 101 8672 11024053 

Tabla 3.2.1". Resultados de porcentaje determInado de T\1P para determInar la repeubilidad 

y reproducibilidad del método utilizando los modelos matematicos de MCP y Qo 
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Modelo matemático de MCP Modelo matemático de Qo 

ANALISTA 1 ANALISTA 2 ANALISTA 1 ANALISTA 2 

Concemraciones Porcentaje Porcentaje Porcentaje Porcentaje 

deSMX determinado determinado determinado determinado 

(J1g1ml) deSMX deSMX deSMX deSMX 

Día 1. ..... . Día 2 Día l. ..... . Día 2 Día l. ...... Día 2 Día l. ..... Dia 2 

99.0245 99.6786 1004655 I 101 3998 99 6886 I 100.1698 1010285 1101.0327 

20 1003445 98.8809 995874 : 101 0620 101 3775 101 3377 99.9245 11007969 

1003214 99.1488 994704 100 8774 101 5243 1006341 99 8079 : 100.6434 

1003584 99.9266 99.9134 997878 996610 1008549 1002696 993442 
I 

25 1005020 99 1789 993010 100 5800 99 3333 1000394 996369 100309 
I 

100 5744 ' 99.8639 994855 999579 100 8298 1003208 999440 99 7017 

992288 I 100.3367 100.3925 1006664 989906 1008515 100 5709 99 7575 

36 999819 100 5398 1006681 I 101 8421 99 9045 1100 2166 1004738 11003406 

1004280 1010351 100.6891 i 101 2605 1006341 11003779 99 9646 : 100 4625 

Tabla 3.2.15. Resultados de porcentaje determmado de SMX para determmar la repetibilidad 

y reproducibilidad del metodo utilizando los modelos matemáticos de \1CP y Qo 

Para determinar si exisua diferencia significativa entre los resultados de los porcentajes 

~determinados de T\1P y S\1X obtenidos con los modelos matemáticos de Mep y Qo. en días 

diferentes y con dos distintos analistas, se realizó un análisis de variancia anidado. o 

jerarqulco. para cada nivel de concentración tomando en cuenta que el día está anidado en el 

ana li sta. por lo que se estableCieron las siguientes hipóteSIs 
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Prueba de hipótesis para reproducibilidad entre analistas: 

Ho: No existe diferencia significativa entre los resultados analltlcos 

obtenidos por dos distintos analistas 

Ha: Existe diferencia significativa entre los resultados analnicos 

obtenidos por dos distintos analistas 

Criterio de aceptación: si f cal ~ f crítica no rechaza Ho. y por lo tanto el metodo 
es reproducible entre diferentes analistas 

Prueba de hipótesis para repetibilidad entre días: 

Ho: No existe diferencia significativa entre los resultados analíticos 

obtenidos en dos dias diferentes 

Ha: Existe diferencia significativa entre los resultados analJtlcos 

obtenidos en dos días diferentes 

Criterio de aceptación: si f cal _ f critica no rechaza Ho. y por lo tanto el metodo 
es repetible entre diferentes días. 
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Primer nivel de concentración (4 ~g/ml) 

Fuente de Grados de Suma de Promedio de los Fca1 F crítica I 
variación libertad cuadrados cuadrado (<<=0.05) 1 

Analista I 1 O 18910827 I O 18910827 0.09450939 1 1851 

Día I 2 4.00189399 I 2.000947 ¡ 3 79248645 446 

Error 8 I 42208657 I 052760821 I ! I 

Segundo nivel de concentración (6 ~g/ml) 

Fuente de Grados de Suma de Promedio de ]os F cal F critica , 

variación libertad cuadrados cuadrado (a=O.OS) ! 

Analista 1 
I 

163673163 1.63673163 O 70020148 I 18 51 

Dla 2 I 467503047 
¡ 

2.33751524 I 5 2458334 446 I 
I 

: 
Error 

I 
8 3 5647571 

1 
044559464 

I 

Tercer nivel de concentración (7 ~g/ml) 

Fuente de Grados de Suma de Promedio de los F cal F critica 

variación libertad cuadrados cuadrado (<<=0.05) 

Analista 1 0.23043797 I 0.23043797 O 19535661 18.51 

Ola 2 
I 

2.35915194 
I 

1.17957597 , 1.67120798 446 I 
Error 8 5 64657893 I 070582237 

I 

Tabla 3.2.16. Analisis de variancia para determinar la repetibilidad y la reproducibilidad del 

metodo a diferentes concentraciones de T\1P utilizando el modelo matemático de \iCP 
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Capitulo 3 ValidaciÓn del ~1étodo 

Primer nivel de concentraciÓn (4 ~glml) 

Fuente de Grados de Suma de Promedio de los Fcal Fcritica 

variación libertad cuadrados cuadrado (a=O.OS) 

Analista I 1 3 0\328368 3 01328368 , 2 12151807 1 1851 

Día I 2 I 2.84068632 1 42034316 ' 1 24076928 I 446 
I 

Error 8 I 9 15782287 l 14472786 I 
I 

Segundo nivel de concentraciÓn (6 ~glml) 

Fuente de Grados de Suma de Promedio de los Fcal F crítica 

variación libertad cuadrados cuadrado (a=O.05) 

Analista I 1 I O 1474103 O 1474103 002194057 1851 

I I 

Día I 
2 134372326 671861631 1565289195 446 

Error 8 9 .50821827 1 18852728 
I 

Tercer nivel de concentración (7 ~glml) 

Fuente de Grados de Suma de Promedio de los Fcal F crítica 

variación libertad cuadrados cuadrado (a=O.OS) 

Analista 1 544991164 I 544991164 1.92434929 18 51 
I 

Día I 2 I 566416053 2 83208026 2 77997227 446 

Error 8 I 8.14995257 101874407 
I I 

Tabla 3.2.17. Analisis de variancia para determinar la repetibilidad y la reproducibilidad del 

metodo a diferentes concentraciones de TMP utilizando el modelo matemático de Qo 
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CapItulo 3 ValidaciÓn del Metodo 

Primer nivel concentracion (20 ~g/ml) 

Fuente de Grados de Suma de Promedio de los FcaJ F critica 

variación libertad cuadrado cuadrado (a=O 05) 

Analista 1 2 487825 I 2 487825 ! 1 61450829 1 1851 
I 

Ola 2 308183614 1 54091807 5 59509519 ' 446 

Error 8 2 20324 1:6 0:7540516 

Segundo nivel de concentraciÓn (25 J,lg.fml) 

Fueme de Grados de Suma de Promedio de los F cal F critica 

variación libertad cuadrados cuadrado (a::r() 05) 

Analista 1 O 15836989 O 15836989 021788445 18 51 

Ola 2 
I 

1 45370538 O 72685269 ' 636550712 446 

Error 8 09134891 : O 114\8614 

Tercer ni\el de concentracion (36 J,lg¡ml) 

Fuente de Grados de Suma de Promedio de los Fcal F critica 

variación libertad cuadrados cuadrado (<<=0,05) 

Analista 1 1 31231778 1 31231778 1 70361382 185\ 

Dla ., 
1 5406:8:4 077031412 3 5440458 446 -

Error 8 I 73883558 021735445 

Tabla 3.2.18. Analisls de variancla para determinar la repetibilidad y la reproducibtlidad del 

metodo a diferentes concentraciones de \1:'\ utilizando el modelo matematico de :vICP 

77 



I 
I 
I 

I 

I 
I 

Capitulo 3 \'alidacion del Metodo 

Primer nivel de concentración (20 ~gtml) 

Fuente de Grados de Suma de Promedio de 105 Peal F critica 

variACión libertad cuadrados cuadrado (a=O.05) 

Analista I 1 O 18703908 O 18703908 071659357 1 18.51 
! 

Día I I 
¡ 

2 O 52202277 026101138 O 55578578 I 4 ~6 
I 

Error 8 3 75700701 
. 

O ~6962588 I 

Segundo nivel de concentración (25 ~g/ml) 

Fuente de Grados de Suma de ! Promedio de los F cal F critica 

variación libertad cuadrados 
1 

cuadrado (a=O.05) 

Analista I 1 I 028024006 028024006 1 54236729 : 18 51 
¡ 

Día 2 i 0.36338953 O 18169476 064410944 ¡ ~ 46 

Error 8 I 2.2566943 028208679 
I 

Tercer nivel de concentración (36 ~glml) 

Fuente de Grados de Suma de Promedio de los Fcal F critica 

variación libertad cuadrados cuadrado (a=O.05) 

Analista I 1 I 0.02948091 002948091 009129131 , 18 51 

Dla 2 
¡ 064586451 032293225 . 1 24799674 I 446 ¡ 
I 

Error ! 8 I 2.07008396 025876049 I 

Tabla 3.2.19. Análisis de variancia para determinar la repetibilidad y la reproducibilidad del 

metodo a diferentes concentraciones de SMX utilizando el modelo matemático de Qo 

78 



Capitulo 3 Vahdacion del \1etodo 

g 

i s • 
6 6 ~ 

Ca 7 .. 
a - ' ..... 
Q. 

6 

2 el 

'" ~ ___ "EOIIIE' 0"-
'O 

• --:;..; 
4 • - - _L ' C 'O ,,~ • 

. § 3 
__ LS e 

4i 
~ -;;,.--

2 .. 6 :;..; 

• 
de TMP [~g / ... l) 

Figura 3.2.6. Gnifico de los intervalos de confianza de la concentracIón estimada de T\1P en 

función de la concentración adicionada de TMP, utilizando el modelo matematico de Qo 
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Capitulo 3 ValidaciÓn del \1étodo 

Modelo matemático de MCP ~'1ode]o matemático de Qo 

VaJor Gráfico de Valor Matemático de Valor Gráfico de Valar Matemático de 

XD XD XD XD 

TMP O \4 0. \54 023 0242 

SMX 050 0.516 061 062\ 

Tabla 3.2.21. Valores del límite de deteCCiÓn calculados graficamente y matematicamente 

En la tabla 3 2 2\ podemos observar que los valores de limite de deteccion obtenidos 

gráficamente y matemáticamente son muy parecidos. por lo que podemos establecer que el 

limite de detecciÓn para el TW es de O 15 J.lg/ml. utilizando el modelo matemático de MCP. 

y de 024 J.lg/mL utilizando el modelo matematico de Qo. y el límite de detecciÓn para el 

SMX es de 0.51 J.lg/ml. utilizando el modelo matematico de MCP. y de 0.62 J.lg/ml. 

util izando el modelo matematico de Qo 

Por otro lado también se calculÓ matematicamente el límite de cuantificacIÓn, 

obteniendose los siguientes resultados: 

.. 

T1\fP 

SMX 

Modelo matemático de MCP Modelo matemático de Qo 

Valor Gráfico de Valor Matemático de Valor Gráfico de Valor Matemático de 

XC XC XC XC 

0 28 0.305 0445 0.479 

099 \ 028 1 17 \ 237 

Tabla 3.2.22. Valores del hmite de cuantificación calculados gráficamente y 

matematicamente 

84 



Cªpltulo 3 ValidaciÓn del MetOOo 

Basados en que no existe una diferencia notable en los datos obtenidos en forma 

gráfica y en forma matematica, podemos establecer que el límite de cuantificacion para el 

TMP es de O 30 ~glml, utilizando el modelo matematico de \1CP y de O 48 ~glml utilizando 

el modelo matematico de 00, y el limite de cuantificaciÓn para el SMX es de I 028 ~glml 

utilizando el modelo matematico de \1CP y de I 23 ~g, mi utilizando el modelo matematico de 

Qo 

En un analisis rutinario de un perfil de dlsoluclOn de una tableta que contiene T\tP y 

S\1X, como principales componentes, es muy remota la posibilidad de que en los pnmeros 5 

minutos (tiempo establecido por la FEC~ en el que se toma la primera muestra) estos 

componentes se encuentren en concentraciones similares a las obtenidas como limite de 

cuantificación teóricos, por este motivo se considera que no tendría realmente sentido evaluar 

experimentalmente estos límites de cuantificacion teoricos Sin embargo se decidio evaluar un 

placebo cargado con características similares a una muestra real obtenida dentro de los 

primeros 5 minutos de una prueba de disolución de una tableta que contiene T\1P y S\1X 

A panir de los datos de un perfil de disolucion de una tableta que contema T\1P y 

S\1X. btenidos por cromatografia de liquidas de alta resolución. se determino que las 

concentraciones aproximadas a las que se encuentran el T\fP y S\fX en los 5 pnmeros 

minutos de la disolucion son de 2 ~gtml y 10 Ilgtml respectivamente 

Ya establecidas las concentraciones a las que se encuentran dichos analitos en los 

primeros S minutos de la disolución_ Se preparo por sextuplicado un placebo cargado a las 

mismas concentraciones establecidas, se estimo la concentraclOn con ayuda de los dos 

modelos matematicos de cuantificacion y se determino SI este placebo podía ser estimado con 

preclslon y exactitud 

En la tabla 3 2 23 se muestran los porcentajes de determlnaclOn obtenidos con los 

modelos matematicos de \1ep y Qo, aSI como los parametros estadlsticos necesarios para 

e\-aluar experimentalmente el limite de cuantlticaclOn del metodo 
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Capítulo 3 ValidaciÓn del Método 

Concentraciones Modelo matemático de MCP Modelo matemático de Qo 

TMP SMX Porcentaje Porcentaje Porcentaje Porcentaje 

(J1g1ml) (J.1glml) Determinado Determinado Determinado Determinado 

deTMP deSMX deTMP deSMX 

99353672 100634012 96989988 103 162931 

97.3313627 995893842 979143757 100.918084 

22017 9865 96763697 994349609 972307663 101212874 

982386142 998709796 98964276 101 733787 

97.1985695 102237289 97.3391199 103 71039 

970161055 100320624 964505314 102 799165 

Promedio (%) 97.6502 100.3486 974815096 102256205 

Desviación estándar 09739 1 02747 0.8687492 1.12992389 

C. V. (~~) 0.99733 1.0239 0.89119383 1.10499299 

Tabla 3.2.23. Parametros estadísticos para evaluar la precisión del límite de cuantificación 

utilizando los modelos matemáticos de !v1CP y Qo 

Como se puede observar los valores de e V obtenidos son menores al especificado 

como criterio de aceptación para métodos espectrofotométricos (C.V. ~ 2), por lo tanto 

podemos decir que una muestra que contiene 2 Ilglml de TMP y 10 Ilglml de S!v1X es 

detenninado con precisiÓn utilizando cualquiera de los dos modelos matemáticos de 

cuantificaClOn (\tCP y Qo) 

Para poder establecer si la mezcla antes mencionada de los dos analito en cuestión 

puede ser detenninada con exactitud se realizo una prueba de t de student estableciéndose la 

siguiente hipótesis 
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CapItulo 3 Validacion del \'tetado 

Hipótesis: 

Ho: A partir de una mezcla de placebo cargado que contiene 2 ~glml 

de TMP y 1 O ~~ mi de SMX, pueden ser determinadas con 

exactitud las concentraciones reales de dichos anaJitos 

Ha: A partir de una mezcla de placebo cargado que contiene 2 ~g!ml 

de T\1P y 1 O ~g/ml de S\tfX. no pueden ser determmadas con 

exactitud las concentraciones reales de dichos anal itas 

Criterio de aceptación: si t cal < t cntica no se rechaza Ha. y por lo tanto la 

determinación del placebo cargado a dichas concentraciones es exacta 

Modelo matemático de MCP Modelo matemático de Qo 

ANALITO t critica LICal LSCal t critica LICal LSC al 

t cal (a=O.05) 95% 95% t cal (0:=0.05) 950/0 95~ó 

T\1P -2412 95 146 100 1 ~4 -_ 898 95247 99715 

S\1X 0339 2 571 97706 102990 1996 2 571 99 3S 1 105 161 

Tabla 3.2.24. Parametros estadlsticos para determinar la exactItud del limite de 

cuantificación utilizando los modelos matematicos de \1CP y Qo 

(amo podemos obser-ar en los resultados que nos muestra la tabla 3 2 24. en el caso 

de \ tep. Ho no se rechaza en ninguno de lus analitas debido a que las t calculadas son 

menore _ a las t cnticas y el valor de 100° o esta dentro del intervalo de confianza de cada 

anallto Por lo que podemos establecer con un nJ\el de confianza del 95° ° que una mezcla 

que contiene 2 !Jg, mi de T\1P y 10!Jg, mi de S\1:\ es determinada con exactitud utilizando el 

modelo matematlco de \1CP 
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Capitulo 3 ValidaciÓn del \1etodo 

En el caso del modelo matematlco de Qo podemos obsenar. en los resultados 

mostrados en la tabla 3 2 24, que Ha no se rechaza en el caso de SMX debido a que las t 

calculada es menores a las t cntica y el valor de 10000 esta dentro de los intervalo de 

confianza de este analito, tambien podemos obsen'ar que Ha SI se rechaza debido a que las t 

calculada es mayor a las t critica y el valor de 10000 esta fuera del intervalo de confianza de 

este analito En base a estos resultados estadlsticos podnamos decir que una mezcla que 

contiene 2 Ilglml de T\1P y 10 Ilg/ml de S\1X no es detenninada con exactitud utilizando el 

modelo matematico de Qo Sin embargo podemos observar en la tabla 3 2 23 que el promedio 

de los porcentajes detenninados para el T\1P y S\1X utilizando el modelo matematico de Qo 

estan dentro de los valores que establece la :"\0\1-177 -SSA 1-1998 para métodos 

espectofotometricos (entre 97 y 103 de porcentaje recuperado) por lo que se puede establece 

con un nivel de confianza del 950 o. en base a este cnteno. que una mezcla que contiene: 

Ilg¡ mI de T\1P y 10 Ilg.tml de S\1X es detenninada con exactitud utilizando el modelo 

matematlco Qo 
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CaOltulo 3 Valjdacioo del Metodo 

3.2.5. SENSITIVIDAD 

La sensitividad se determinó mediante el analisis de 4 muestras independientes de 

placebos cargados que contenían TMP y SMX, cada placebo fue preparado y anaJiz.ado por 

triplicado bajo las mismas condiciones de análisis 

En las tablas 3.2.25 se muestran las concentraciones utilizadas de S\t1X y n1P en cada 

placebo cargado, así como sus respectivas concentraciones estimadas. obtemdas con los 

modelos matemáticos de MCP y Qo. 

Concentraciones Modelo matemático de ~tCP Modelo matemátM;o de Qo 

Número Concentración Concentración Concentración Concentración 

de TMP SMX estimada de estimada de estimada de estímada de 

muestra (¡.tglml) (¡.tg/ml) TMP (~g!ml) SMX(~ml) ThfP (~ml) SMX (J-lg/ml) 

4.1919 21 1851 4 1650 21 3432 

1 4.4946 21.0676 4.2546 21.2626 43464 : 1 387" 

4.278 209541 43272 21 0788 

4.3783 21 7697 43:48 21 9906 

2 45948 22.0726 4.3456 21 7586 42825 : 1 9963 

4.2137 21 9077 42390 22 1249 

4.3156 22 7538 43911 23 0381 

3 46949 23.0776 4.3445 22856 43470 23 1241 

4.2953 228119 43350 23 0903 

4.4432 23 6847 4 5022 :4 0~56 

4 47951 240825 4.5183 240842 45466 ~4 4668 

4.5913 24 1929 46100 24 5547 

Tabla 3.2.25. Resultados obtenidos para determinar la sensltlVldad del metodo uuhzando los 

modelos matemáticos de \1CP y Qo 
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Capitulo 3 ValidaciÓn del Método 

Para determinar la sensitividad para cada analito en estudio se realizÓ una comparaciÓn 

de parejas de medias (o promedios) utilizando el metodo de la mmima diferencia significativa 

(DMS)23 En la tabla 3 2.26 se muestra el calculó del promedio de las concentraciones 

estimadas de ambos analitos 

~1odelo matemático de MCP Modelo matemático de Qo 

Número Promedio de las Promedio de las Promedio de las Promedio de las 

de concentraciones concentraciones concentraciones concentraciones 

muestra estimadas de TMP estimadas de TMP estimadas de TMP estimadas de TMP 

(Jlg/ml) (J.L8Iml) (J.lglml) (Ilglml) 

1 42415 21.1339 4.2796 21 2698 

2 43125 21.812 42821 22 0372 

3 43184 22.8072 4.3577 23 0842 

4 4 5176 23 9872 45529 243490 

. . 
Tabla 3.2.26. PromedIo de las concentracIones estImadas de ambos anahtos utIlIzando los 

modelos matemáticos de Me? y Qo. 

Para usar el procedimiento de la DMS. simplemente se comparan las diferencias 

observadas entre cada par de promedio con el valor correspondiente de la DMS En la tablas 

J 2 27, 3 2 28. 3 2 29. Y 3 2.30 se muestran los cálculos de las diferencias entre cada media así 

como el cálculo de su respectivo DMS 
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Difereaclu entre Muestra 1 Muestra 2 ~uestra 3 Muestra 4 , 
los promedios 

\1uestra 1 O I 007\ 03333 007696667 0276\ 
I 

Muestra 2 -0 .07103333 i O 000593333 020506667 

\1uestra 3 -O 07696667 -O 00593333 O O \99\3333 

\1uestra 4 -O 2761 -O 20506667 -O \9913333 O 

DMS = 02178 

Tabla 3.2.27. Cálculo de las diferencias entre cada promedio para el caso de T\iP utilizando 

el modelo matematlco de \1rp 

Diftreodas entre Muestra 1 \iuestra 2 \iuestra 3 \1uestra 4 

los promedios 

\1uestra 1 O 067806667 16733 2 85333333 

\1uestra 2 -O 67806667 O 099523333 2 17526b67 

\1uestra 3 -1 6733 -O 99523333 O 1 18003333 

\1uestra -' -2 85333333 -2 17526667 - 1 18003333 O 

O\1S = 03078 

Tabla 3.2.28. Cilculo de las diferencias entre cada promedio para el caso de S\1X utilizando 

el modelo matematlco de \iCP 
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Capítulo 3 Validación del Método 

DifereDdas eatre Muestra 1 \1uestra 2 ~uestra 3 , \1uestra 4 

los promedios I I 

\1uestra l O O 00~55193 007816045 I 027336724 
I I 

Muestra ~ -o 00255193 
I 

O 007560852 I 027081531 

\1uestra 3 -O 07816045 I -O 07560852 O O 19520679 
I 

\1uestra -t -O 273367~4 -027081531 I -O 19520679 O 

O \1 S -= O ~ 1 75 

Tabla 3.2.29. Calculo de las diferencias entre cada promedio para el caso de TMP utilizando 

el modelo matematico de Qo 

Diferenciu entre Muestra 1 I Muestra 2 Muestra 3 
I 

\1uestra 4 
I 

los promedios I 

\1uestra 1 O 076742025 181433931 I 3 07921506 
I 

\1uestra ~ -O 76742025 O I 1 04691906 I 231179481 

\1uestra 3 -181433931 -1 04691906 
I 

O 1 26487576 

\1uestra 4 -3 07921506 -2 .31179481 -126487576 O 

0\1S = 03205 

Tabla 3.2.30. Calculo de las diferencias entre cada promedio para el caso de SMX utilizando 

el modelo matemático de Qo 
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CapItulo 3 Validación del Método 

Como podemos observar en las tablas 3 2 28 Y 3 2 30. ninguno de los valores 

calculados son menores a su respectivo D\1S por lo que podemos establecer que los 

resultados obtenidos entre cada muestra son significativamente dIferentes con un probabilidad 

de 95%. Y por lo tanto podemos decir que la magnitud en la que el S~X da una diferencia 

significativa en los resultados analíticos es de I J.lSr mI en ambos modelos matemáticos de 

cuantificación 

Por otro lado podemos observar en las tablas 3 2 27 Y 3 2 29. que la diferencia entre la 

muestra 1 y 4 es la única que muestra un valor menor a su respectIvo D~S por lo que 

podemos establecer, con una probabilidad de 95%, que los resultados entre la muestra l y 4 

son significativamente diferentes, Y por lo tanto podemos decir que la magnitud en la que el 

T\1P da una diferencia signi ficativa en los resultados anahticos es de O 3 J.lg.. mi en ambos 

modelos matematicos de cuantificacion 

3.2.6. ESTABILIDAD DE LA \1[ESTR.\ PROCESADAS. 

Con el fin de establecer si es confiable la cuantificación despues de almacenar durante 

5 dlas a temperatura ambiente las muestras procesadas. se analizaron 3 muestras 

independientes de placebos cargados que contentan T\1? y S\1X en concentraciones 

conocidas. cada placebo fue preparado y analizado por tnplicado baJO las mismas condiciones 

de analisis 

En las tablas 3 2 31 Y J 2 32 se muestran las concentraciones utilizadas de S\1X y 

T\1P en cada placebo cargado. aSI como sus respectIvos porcentajes detenninados. obtenidos 

con los modelos matematicos de \1e? y Qo. en los dlas O y 5 de almacenamiento 
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Capitulo 3 ValidaciÓn del \;fétodo 

concentraciones 01aO OfaS 
TMP 

(J.1g/ml) 

4 .054 

6.081 

7.0944 

SMX Porcentaje Porcentaje Porcentaje Porcentaje 
().1g/ml) Determinado Detenninado Determinado Determinado 

deTMP deSMX deTMP deSMX 
103.0868 101 3998 100 1119 101 .2127 

19.9833 10 1. 7794 101 0620 996481 99.9301 
100.7434 100 8774 100.6817 100 3830 
101.0566 99 7878 100.1752 99.9891 

24 .9792 100.9448 100.5800 100.3643 1008571 
100.4893 999579 98 .9320 99.8774 
99.4934 100.6664 98.4856 99.2164 

36.2265 100.9030 101.8421 99.7669 101 3350 
100.1066 101 .2605 100.5830 102.6100 

Tabla 3.2.31. Resultados obtemdos para detenmnar la estabilidad de las muestras 

procesadas utilizando el modelo matemático de Mep 

concentraciones OiaO Dfa5 
TMP 

().1gIrnI) 

4.054 

6.081 

7 944 

SMX Porcentaje Porcentaje Porcentaje Porcentaje 
(J.1g/ml) Determinado Determinado Determinado Determinado 

deTMP deSMX deTMP deSMX 
100.9352 101.0327 98.2508 101 .0889 

19.9833 99.8596 100.7969 98 .1150 101.2172 
99.3232 100.6434 98 .1501 100.4089 
103.1229 993442 100.6709 98.8847 

24.9792 102.1109 100.309 101.2927 99.6390 
101.8200 997017 99.7357 99.3368 
101.0603 99.7575 97.3191 99.7431 

36 . ~265 103.3405 1003406 100.6072 100.3038 
102.4053 1004625 100.6545 100.7090 

Tabla 3.2.32. Resultados obtemdos para determmar la estabilidad de las muestras 

procesadas utilizando el modelo matematico de Qo 
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CapltulQ 3 ValidacjQn del MC10d0 

Mediante la prueba de t de student se determlnQ si IQS resultadQs anahticos Qbtenldos 

en el día O y el día 5 SQn exactQS, por IQ que se estableclO la siguientes hlpotesls 

Hipótesis: 

Ho: Los resultadQs analiticQs son exactos 

Ha: Los resultadQs analíticQs nQ son exactQS 

Criterio de aceptación: si t cal ~ t crítica nQ se rechaza HQ. y PQr IQ tantQ IQS 
resultadQs son exactQs. 

Concentraciones ModelQ matemático de MCP l\iodelo matemático de Qo 

deTMP 

(J.1.8Im1) 

199833 

249792 

36.2265 

Día O DíaS DiaO Día 5 

Promedio teal Promedio t cal Promedio t cal Promedio tcaJ t entica 

101.8698 15923 100.1472 0.2845 1000393 004 79 98 QQ42 -O 71 -1 (a=O.OS) 

1008302 2.7628 998238 -0 .226 102 35 13 3 ·U80 100 5664 0 ""'22 7 

100.1677 0.2373 99.6118 -0.367 1022687 19793 99 5269 -O 2-17 4303 

Tabla 3.2.33. Parametros estadístIcos determmados para evaluar la estabilIdad de las 

muestras procesadas, para el T\tP 
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Capitulo 3 ValidaciÓn del Metodo. 

Concentraciones Modelo matematico de MCP Modelo matemático de Qo 

deSMX 

(J,lg/mJ) 

199833 

249792 

362265 

Oía O OlaS Día O DíaS 

Promedio 1 cal Promedio leal Promedio teal Promedio leal t critia 

101 1131 4 :!O 15 lOO 5086 07819 100 8243 42036 100 9050 20835 {«=O. OS) 

100 1086 02604 100 2412 04499 99 78501 -O 440 99 2868 -1 878 

101 2563 2 1372 101 0538 06147 100 1869 04961 1002519 0.5195 4303 

Tabla 3.2.34. Parametros estadlstlcos detenmnados para evaluar la estabIlidad de las 

muestras procesadas para el S\1X 

Como se puede observar en las tablas 3 ~ 33 Y 3 2 34, Ha no se rechaza en ninguno de 

los casos, debido a que las t calculadas son menores a las t cnticas. por lo que podemos deCIr 

que la cuanuficacion de los placebos utilizados es exacta en los dias O y S, por lo antenor 

podemos establecer que las muestras pueden ser almacenadas durante 5 día a temperatura 

ambIente sin que sufran un cambio significativo en los resultados anallticos de TMP y S~1X. 

utilizando ambos modelos matematicos de cuantlficaclOn 
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Conclusiones. 

3.3. CO:\CLrSIO~ES 

El método U V para la obtención del perfil de disolucion en muestras diluidas con ~aOH 

0.1 N procedentes de un perfil de disolución fue desarrollado y optlmlzado bajo las siguientes 

condiciones de análisis : 

• Las longitudes de onda para utilizar el modelo matematico de Qo son ~41 5 Y ~67nm 

• Las longitudes de onda para utilizar el modelo matematico de \1ep son 300. 287. 

2783.267. 255 .5 ,245. 241 .5 Y 236 nm. 

• El número de repeticiones que se realizaran al algoritmo de \iCP. para detenmnar las 

concentraciones de muestras analíticas. es de 6 repeticiones 

• Las concentraciones de las soluciones utilizadas para la estandanzacion del metodo. en 

ambos modelos matemáticos de cuantificación, son las siguientes 

l . 4 flglml de TMP y 18 flglml de S\1x. 

2. 5 flglml de TMP y 24 flglml de SMX 

3. 6 flglml de TMP y 28 flglml de SMX 

4. 7 flglml de TMP y 32 flglml de SMX 

5. 8 flglml de TMP y 36 flglml de S\-tX 

El método espectrofotometrico U V desarrollado para la obtenCión del perfil de disolución de 

una forma farmacéutica que contenga TMP y SMX es 

;. Especifico para cuantificar TM? y/o SMX en forma simultánea 

;,.. Capaz de discriminar los excipientes disueltos contenidos en el medio de disolución 

;.. Es lineal con una intercepción igual a cero y un e v menor a 2°/0 para ambos analitos 

utilizando ambos modelos de cuantlficacion 

-" Preciso con un coeficiente de varlacion menor a 2% en ambos modelos de 

cuantificacion. 
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Conclusiones 

Jo. Exacto en las mezclas de concentraciones de 4 y 20. 6 Y 25 , 7 Y 36 Ilglml de TMP y 

S\1X respectivamente 

Jo. Repetible entre días y reproducible entre analista 

,. Capaz de cuantificar en forma confiable una mezcla a concentraciones bajas de TMP y 

S\1X por el orden de 2-10 Ilglml de T\1P y S\1X respectivamente 

La sensitividad del método analítico. utilizando ambos modelos de cuanuficaclon. es de 

1 Ilglml para el S\J1X y O 3 Ilglml para el T\1P 

Las muestras procesadas son estables durante 5 dlas de almacenaje a temperatura ambIente y 

protegidas de la luz. 

El metodo demostro ser confiable para estimar la concentraclOn de T\1P y S\1X Itberados 

durante el proceso de disolución. en forma senctlla.. economlca ~. en un tiempo de anallsls 

reducido Por lo que se recomienda el empleo del metodo analluco en los estudios de 

disolución de tabletas que contienen T\1P y S\1X 
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Anexo 

Conc. Reales Conc. Estimadas Cooc. ~/Co~.R~ 

TMP 
I 

SMX TMP 

I 
SMX TMP SMX 

(jlg/mJ) (J.1~mJ) (J.1g/ml) (J.1g/ml) 

3 02496 1202688 30095 120038 099488919 099808097 
302496 1202688 30203 120493 099845948 I 100186416 
302496 1804032 30499 , 179963 1 00824474 099755991 
302496 1804032 30336 , 180584 1 00285624 I 10010022 
302496 2405376 30126 240618 0.995914 I 1 00033425 
3 02496 I 2405376 3.0643 240642 1 01300513 I 100043403 
403328 1202688 40474 ¡ 120211 1 00350087 099951941 
403328 1202688 40991 I 120832 1 01631922 1 00468284 
403328 1804032 40437 180474 1 00258351 i 1 00039245 
403328 1804032 40184 179741 09963107 099632933 

403328 24 05376 39918 240227 098971557 099870873 
403328 24 05376 40539 24 1022 1 00511246 1 00201382 

50416 1202688 50452 120203 1 00071406 099945289 
50416 1202688 50421 119799 1.00009917 099609375 
50416 1804032 50754 179481 1 00670422 I 099488812 
50416 1804032 49995 180253 099164948 099916742 

50416 2405376 50141 240202 099454538 099860479 
50416 2405376 50755 240302 1 00672406 099902053 

604992 2806272 60808 28 1475 1.0051042 1 00302109 
604992 2806272 60733 28 1849 1 00386451 1 00435382 
604992 300672 59378 300925 098146752 1 00084145 
604992 300672 59568 300749 098460806 1 00025609 
705824 2S 056 70098 I 25 13S 0.9931371 1 00315294 
705824 25056 69678 I 250934 098718661 1 00149266 
705824 2806272 70148 28 15 0.99384549 1 00311018 
705824 28 06272 70593 280641 1 00015018 100004918 
705824 300672 72835 30 1017 1 03191447 1 00114743 
705824 300672 70509 30045 099896008 099926165 
705824 3207168 69911 32055 099048771 099947991 
705824 3207168 69528 32058 098506143 099957346 

705824 35 0784 7066 35 0839 1 00109942 100015679 
., 05824 35 0784 7 1128 35 1938 1 00772997 1 00328977 
., 05824 3608064 7 1085 360155 1 00712076 09981946 
., 05824 3608064 70816 360165 1 00330961 099822232 
8 0bó5b 36 08064 8 1181 35996 1 00638934 099765414 
8 O~656 3608064 80502 35966 099797187 099682267 
8 0665ó 400896 8 0476 40 1562 099764956 1 00166128 
8 0óoS6 400896 8 10-11 40021 1 00465378 099828883 

Tabla 3.1.1 Tabla que muestra las concentracIones utIlIzadas de T\1P y SMX aSI como sus 

respectivas respuestas analíticas obtenidas con el modelo matematico de MCP 
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Anexo 

Conc. Reales Conc. Estimadas Conc. Estimadas I Canc. Reales 
TMP SMX TMP SMX TMP SMX 

(J.lg/mJ) (J,1.Wml) (J,LgIml) (J.lg/ml) 

3 02496 12.02688 294771298 112.0702665 097446346 1 00360746 
3 02496 I 1202688 3 05039672 1 12.0040926 1 00840894 I 099810529 
302496 I 1804032 3 04267282 1179669753 1 00585555 09959344 
302496 I 1804032 2.96358064 1180947472 097970903 1.00301698 
3.02496 i 2405376 3.04301979 123 .9927784 1 00597026 I 0.99746478 
3.02496 I 2405376 294551758 124 1105639 09737377 100236154 
4.03328 I 1202688 3.9743538 112.0902408 098539001 1.00526826 
403328 I 1202688 4 012437981 12. 1921 109 099483249 1.01373847 
403328 , 18 04032 4 02418309 18.0341084 099774454 0.99965568 
403328 18.04032 3.98088946 117.9982974 098701044 I 099767063 
403328 I 24 .05376 3.92184569 240692931 097237129 1 00064576 
403328 24 05376 3 96665417 24 1887788 098348098 1.00561321 
50416 I 1202688 5.11242327 11.9724182 1 01404778 1 099547166 
50416 12.02688 5.0181276 1120403457 099534426 1.00111963 
5.0416 18.04032 5.06567572 1180047494 1.00477541 I 099802827 
50416 18.04032 4.93894559 118.0848281 0.97963852 I 1.00246714 
50416 I 2405376 509124184 239282571 1 00984645 0.9947824 
50416 2405376 5.11413501 23 .9297038 1 0143873 I 099484254 

604992 I 2806272 6.07233301 28.1396749 1.00370468 1 1.00274225 
604992 2806272 6.18648337 28.1066575 1.02257276 1.00156569 
604992 , 30.0672 5.96692691 30.0644875 098628195 I O 99990Q79 
604992 I 30.0672 5.94527326 300861412 0.98270279 1.00062996 
705824 I 25056 7.04895025 25 .1205356 0.99868384 1 00257565 
705824 I 25056 7.0755207 24.992549 1 0024483 0.99746763 
705824 2806272 706662796 28.0926072 1.00118839 1 00106502 
705824 2806272 7 18119776 I 28.0409155 1 01742046 099922301 
705824 300672 7 3~631951 t30.1391199 1 03798107 1.00239197 
705824 I 30.0672 705196281 1300220101 099911066 0.99849704 

.. 705824 I 3207168 6.96617073 32.1381543 098695577 1.00207268 
705824 : 3207168 6.94319802 32.1165039 0.98370104 1.00139762 
705824 I 350784 7.14517275 34.9610716 1.01231649 0.99665525 
705824 350784 7.38299512 34.9808463 1.04601078 0.99721898 
705824 3608064 7.15032847 135 9680495 1.01304694 099687948 
705824 36.08064 7.21049006 35.9301994 1.02157054 0.99583044 
806656 3608064 8 13105267 135 .8879011 1 00799506 0.99465811 
806656 3608064 8 10414461 1359633081 1 00465931 0.99120493 
806656 400896 800059914 t 40.1074554 099182293 1.00044539 
806656 I 400896 8 00455294 400385953 099231307 0.99872773 

.. 
Tabla 3.1.2 Tabla que muestra las concentracIones utIlizadas de TMP y SMX asl como sus 

respectivas respuestas analíticas obtenidas con el modelo matemático de Qo. 
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Anexo 

Concentraciones Concentraciones Concentraciones estimadas I 
reales estimadas Concentraciones reales 

TMP I SMX TMP 
f 

SMX TMP SMX 
(J.1g1m1) (ulZlrnl) (Jlg/rnl) < Jlglrnl) 

3011328 12 1104 30797 123201 1 02270493 10173157 
3011328 12 1104 30628 12 1927 101709279 100679581 
3011328 1801536 29908 179746 099318307 099773749 
3011328 1801536 30026 18071 099710161 100308848 
4015104 12 1104 3 9533 120948 098460712 099871185 
4015104 121104 396 118808 098627582 098104109 
4015104 1801536 40097 179937 099865408 099879769 
4015104 1801536 40188 18 1143 1 00092052 1 00549198 
4015104 24 02048 40854 24 ron 1 017~0789 099934306 
4015104 24 02048 39891 239964 0 99352346 099899752 
5 01888 12 1104 50613 12 1007 1 00845208 099919904 
501888 12 1104 50359 11 8505 100339119 097853911 
5 0 188: 1801536 50497 18 07~ 3 1 00614081 1 00332716 

50-1888 1801536 50183 18032 0 99988444 1 00092366 

5 01888 2402048 50262 24 1425 100145849 1 00507983 
501888 24 02048 50352 24 1296 I 00325172 I 00454279 

6 022656 249696 60159 25 0479 099887824 1 00313581 
6 0226~6 249696 5 8955 24 8356 097888706 0 99463347 

o 022ó~6 28 2576 59303 27 7684 098466524 098268784 
60::656 282576 5°261 27 8358 098396787 098507304 

6 022656 2996352 Ó 0834 30 44~4 1 01008592 1 01608222 
6 022656 2996352 60958 299336 1 01214481 099900145 
7026432 249696 69283 248983 098603388 099714453 
7026432 249696 69963 25 1037 099571162 1 00537053 
... 026432 :8 2576 7095 28 5721 1 00975858 101112975 
7 0:6432 :8 2576 70105 282161 099773256 099853137 
"102643: :996352 72008 30 6538 1 02481601 1 02303735 
., 0:643: :996352 70698 :99415 1 00617211 0999265 II 
- 26432 3495744 70107 34 "1703 099776103 099464663 - --
7 02o .. U2 34 95744 0 9118 34 8581 0 9836856 099715826 
- 0:043: 36 030-: 70007 35 8199 0 99633783 099414888 -- -
- tCb·U: ~ 6 030"': 7 054 36 0629 1 00392347 I 1 00089313 
S 030: 08 36 0307: 8 0802 360544 1 00622549 1 00065722 
g l ,1 J2" 8 ~o 030'2 8 0: 61 3: 8455 0 99948843 099485939 

Tabla 3.2.1. Tabla que muestra la concentracIOnes ullhzadas de T\1P y S\1X aSI como sus 

re pectl\ a concentracIOnes e timada obtenida con el modelo matematico de \1CP 
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Anexo 

Concentraciones reales Concentraciones Concentraciones estimadas I 
estimadas Concentraciones reales 

TMP I SMX TMP I SMX TMP I SMX 
(jlglmJ) (J,lg/ml) (jlg/ml) (J,lg/ml) 

3.011328 12.1104 2.9881 
! 

120845 099228425 099786197 
3.011328 ! 12.1104 30355 120331 1 0080275 099361914 

3.011328 I 18.01536 30919 I 176858 I 02675735 098170769 
3011328 18.01536 2.9266 18.0340 09718576 1 00103228 

4 .015104 , 12.1104 39264 119590 097789856 098749691 
4015104 12 1104 40288 118963 1 00340544 098232205 

4 015104 1801536 3 9183 180537 097588808 100212864 
4015104 1801536 3.9529 18 1065 098451093 1 0050602 

4015104 I 2402048 4 1721 I 23 9322 1039112 099632545 
4015104 2402048 39431 I 23 9327 09820688 099634675 

5.01888 12 1104 5.0198 123082 I 00018519 1 01633402 

501888 I 12.1104 50808 11 9571 101232851 098734486 

501888 18.01536 5.0883 18 1554 101384162 1 00777501 
501888 ! 18.01536 5.1401 I 179188 1 0241618 099464171 

501888 1 24.02048 49769 242443 099162707 100931712 
5.01888 2402048 5 1956 24 _362 103521056 1 00897982 

6022656 I 249696 6.0601 25 0826 1 00622068 1 00452534 
6022656 I 249696 58991 248899 097949041 099680691 

6 .022656 28.2576 5.9780 I 27.7202 099257786 I 098098361 
6022656 I 28 .2576 5.7544 

I 
279319 09554541 0988474 

6.022656 I 2996352 60158 304803 099886715 101724621 
6022656 2996352 6.1647 30 1089 1 02357938 I 1 00485132 
7026432 I 249696 69053 I 250700 098276218 1 00402181 
7026432 249696 69543 I 252992 0989736 1 01320099 

7026432 I 28 2576 7.0531 286561 1 00379862 10141015 
7026432 I 28 2576 70265 I 28 3290 1 00000968 1 00252618 

7026432 2996352 72616 307288 1 0334729 102554117 
7026432 2996352 70065 30 1275 09971672 1 0054713 

7026432 34 .95744 70339 34 7500 1 00106484 099406632 
7026432 3495744 70677 34 7023 1 00587633 09927013 

7026432 3603072 69783 35 7833 099315161 099313295 
7026432 3603072 69860 I 35 8630 099425266 099534491 

8030208 3603072 80926 356427 1 00776789 098923162 
8030208 3603072 79443 35 9759 098929614 099847754 

Tabla 3.2.2 Tabla que muestra las concentracIones utilIzadas de T~1P y SMX así como sus 

respectivas concentraciones estimadas obtentdas con el modelo matemático de Qo. 
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