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INTRODUCCION

En los ultimos afios ha resurgido la idea en todo el pais sobre el uso
de la quimica en microescala, sobre todo en los laboratorios de
ensefianza a los niveles medio-superior y superior. Esto coincide con la
generaciéon de una conciencia ambiental y de racionalidad en la
utilizacidn de los recursos naturales.

Los asuntos ecoldgicos cada dia adquieren mayor relevancia, es por
ello que las técnicas a nivel microescala son una importante alternativa
ya que, ademas del mencionado aspecto ecoldgico, favorecen en cuanto
a seguridad e higiene en el laboratorio, son econémicas y, para el caso
de ensenanza experimental de quimica son, sobre todo, didacticas.

La tendencia a disminuir la escala continda hasta llegar a lo que
actualmente se conoce como microescala; se considera que son
mayores las ventajas de las técnicas en microescala que los retos e
inconvenientes que se generan. Por ejemplo, estas técnicas son mas
sencillas y los aparatos mas faciles de montar; se pueden emplear
reactivos mas costosos, ya que se requieren en menor cantidad; hay
una disminucion notable de los riesgos originados por la exposicion a
compuestos  téxicos, irritantes, alergénicos, mutagénicos o
cancerigenos; existe una contribucion significativa a la preservacién de
nuestro medio ambiente, al haber una reduccién radical entre el 75% vy
hasta el 99% en la generacion de desechos quimicos; asi como un
ahorro considerable de tiempo. Son minimos los retos e inconvenientes
por ejemplo: la necesidad de material especial; de equipos de medicién
mucho mas precisos; el requerimiento de reactivos mucho mas puros y
la dificultad de efectuar la observacién de algunos de los fendmenos
notorios en escala mayor.

Una importante aplicacion de las técnicas en microescala es en el
campo de la quimica analitica, la cual esta dividida en dos campos: el
analisis cualitativo, que trata de la identificacion de substancias, y el
analisis cuantitativo que se interesa en la determinacién de qué cantidad
de la substancia en particular esta presente en una muestra.

Para el paracetamol se tiene la técnica de valoracion farmacopéica por
espectrofotometria ultravioleta, con un gasto considerable de mas de
1000 mL de agua y metanol, por lo que el disefo, desarrollo y
validacién de la técnica de valoracion en microescala es aplicable en la
industria farmacéutica en el area de control de calidad; a nivel de
enseflanza en laboratorio, contribuyendo en el ahorro de materias
primas y en el aumento de la seguridad en el laboratorio.



1. Marco Teodrico
1.1. Quimica en microescala
1.1.1. La Quimica en microescala en México

Conforme a las diversas preocupaciones, sobre todo por el medio
ambiente, la seguridad asi como los elevados costos de operacién se
hace presente la necesidad de reducir la escala de los experimentos en
los laboratorios.

Hace 50 afos, lo comuUn era trabajar en una escala de 50 a 100 g para
sOlidos y 500 a 2000 mL para liquidos, y no es dificil encontrar
experimentos de laboratorio de esa época en escalas de 500 a 1000g de
solido.

Afortunadamente, el uso de estas técnicas ha ido disminuyendo
gradualmente; en las décadas de los afios cincuenta y sesenta se redujo
la escala usual alrededor de 10g. La tendencia a disminuir la escala
continla hasta llegar a lo que actualmente se conoce como microescala.

En las técnicas de microescala las cantidades son menores que 1g o 2
mL, preferentemente alrededor de los 25 a 150 mg para sélidos y de
100 a 200 pL para liquidos.

Se tiene conocimiento del uso de las técnicas a microescala debido a
las multiples ventajas que ofrece en paises como: Estados Unidos,
Alemania, Finlandia, Checoslovaquia, Egipto, Australia, etc. *

1.1.2. Ventajas

Algunas de las ventajas mas relevantes de las técnicas en
microescala, de indole ecoldgica, de higiene, de seguridad y econémica
con las implicaciones éticas inherentes, son:

e Una mejora impresionante de la calidad del aire en los
laboratorios, ya que se puede eliminar casi totalmente la presencia
de vapores de disolventes.

e Practicamente la total desaparicion de los accidentes de
laboratorio provocados por reactivos causticos, inflamables o
explosivos y, aun en caso de llegar a ocurrir, su gravedad es
mucho menor. '3



Una disminucién notable de los riesgos a la salud originados por la
exposicion a compuestos toxicos, irritantes, alergénicos,
mutagénicos o cancerigenos.

Una contribucién significativa a la preservacion de nuestro medio
ambiente, al haber una reduccién radical entre el 75% y hasta el
99% en la generacion de desechos quimicos, ademas de
simplificarse su eliminacién y reducirse notablemente los costos
asociados.

La reduccidon radical de costos de operacion en los laboratorios,
sobre todo en el ahorro de sustancias quimicas y en costos del
material convencional mas pequefo. Actualmente los equipos para
microescala cuenta con juntas ensamblables y son relativamente
mas costosos que los convencionales, pero es de esperarse que
conforme aumente su demanda, Yy consecuentemente Ia
competencia entre los diferentes fabricantes, sus costos bajaran
apreciablemente. Indirectamente, los costos también se reducen,
ya que la fragilidad del material de microescala es menor porque
el grosor del vidrio es algo mayor y la resistencia mecanica en las
piezas pequefias es mas alta. *~°

Desde el punto de vista didactico también hay multiples ventajas en
el uso de la microescala:

Aunque el trabajo a microescala requiera de técnicas especiales,
ninguna es mas dificil de aprender o de aplicar que las técnicas
convencionales; de hecho algunas son mas sencillas y los aparatos
mas faciles de montar.

La variedad de experimentos que pueden realizarse en
microescala es mas amplia, ya que se pueden emplear reactivos
mas costosos.

La habilidad y cuidado en el manejo de sustancias quimicas
tienden a acrecentarse y las perdidas mecanicas a disminuir.
Generalmente la atencidon de los alumnos tiende a concentrarse
mas, y a afinarse el pensamiento analitico.

Puede haber un ahorro considerable de tiempo ya que, por una
parte, la velocidad de reaccidon aumenta al incrementarse la
relacion area/volumen vy, por lo tanto, la transferencia de masa.
Por otro lado, el cuidadoso desarrollo que han tenido estos
experimentos, junto con las posibilidades actuales de hacer
analisis facil y rapidamente a la mezcla de reaccién a intervalos
cortos, ha hecho que los tiempos de reaccién, que en técnicas
convencionales eran grandes, se ajusten al tiempo necesario. Es
significativa y notable la disminucidon del tiempo requerido en



microescala para las operaciones mecanicas y purificacién de

productos, como la extraccion, filtracidon, destilacidén, secado,
1,2,4y5
etc.

1.1.3. Desventajas.

Mas que desventajas, lo que existen son algunos retos e
inconvenientes como pueden ser:

e Una mayor necesidad de equipo analitico un tanto sofisticado y
costoso, como cromatdgrafos de gases y espectrofotometros de
infrarrojo.

e La dificultad de aplicar optimamente algunas técnicas como
destilacién fraccionada, destilacién al vacio y extraccién con
embudos de separacién. % 3Y?>

e La dificultad de efectuar la observacion de algunos de los
fendmenos notorios en escala mayor, como la transferencia de
calor. Por ejemplo, el problema del control de una temperatura
baja en una reaccion fuertemente exotérmica, que es un reto en
escala convencional, en microescala puede pasar practicamente
inadvertido.

e El requerimiento de reactivos mucho mas puros, de una
escrupulosa limpieza del material y la limitacién de no poder usar
grasa para sellar juntas esmeriladas, ya que en las técnicas de
microescala la misma cantidad de un contaminante es
porcentualmente mucho mas significativa. De hecho, se puede
llegar facilmente al extremo de que un contaminante, como seria
la grasa usada en las juntas, exceda el peso de los reactivos.

e La necesidad de material especial y de equipos de medicion
mucho mas precisos y, por lo tanto, mas costosos y delicados,
como son las micropipetas graduadas, micropipetas automaticas y
balanzas analiticas o semianaliticas. % 37>



1.2. Paracetamol
1.2.1. Historia

El paracetamol fue utilizado por primera vez en medicina por Von
Mering en 1893. Sin embargo, desde 1949 ha tenido gran popularidad,
fecha en la cual se identific6 que constituia el metabolito activo de la
fenacetina, un analgésico derivado de la anilina. ®

Nombres genéricos: acetaminophen, paracetamol
Nombres Quimicos: p-acetaminophenol, N-acetyl-p-aminophenol, p-

acetylaminophenol, p-acetamidophenol.
Nombres de marcas registradas: Abensanil, Acamol, Acetalgin, Amadil,
Anaflon, Cetadol, Dirox, Febrilix, Panadol, Temlo, Tempra, Tylenol Valadol.

1.2.2. Forma estructural

Figura 1: Estructura de Paracetamol

HO NH CH,




1.2.3. Propiedades fisicas y quimicas

Paracetamol
Cs Hg NO>

El paracetamol es un polvo blanco, cristalino, inodoro, con sabor
ligeramente amargo. Facilmente soluble en etanol, soluble en acetona,
agua caliente e hidroxido de sodio 1N, poco soluble en cloroformo,
insoluble en éter. Su temperatura de Fusion es de 168 -171 ° C, con un
peso molecular de 151.16 g/mol y un pH de la disolucidn acuosa
saturada de 5.1 - 6.5. 7~

1.2.4. Propiedades farmacoldgicas

El paracetamol posee efectos analgésicos y antipiréticos muy
similares a los de la aspirina, es util en el dolor de cabeza, mialgia y
dolor posparto, su accion antinflamatoria es débil, este hecho puede
atribuirse a que constituye un inhibidor débil de la ciclooxigenasa en
presencia de altas concentraciones de perdoxidos que aparecen en
lesiones inflamatorias. Aun mas, el farmaco en cuestion no inhibe la
activacién de neutrofilos como lo hacen otros antinflamatorios no
esteroides.®

1.2.5. Farmacocinética y metabolismo

El paracetamol se absorbe en forma rapida y casi completa en el
tubo gastrointestinal, su concentracidon plasmatica maxima llega en 30 a
60 minutos. Su vida media plasmatica es de dos horas. ¢’

1.2.6. Aplicaciones terapéuticas

El paracetamol es un sustituto de la aspirina como analgésico
antipirético, es particularmente util en sujetos en quien aquella esta
contraindicada o cuando seria desventajosa la prolongacion del tiempo
de sangrado causada por el acido acetilsalicilico. La dosis empleada
regularmente es de 325 a 1000 mg, 650 mg por via rectal; la dosis
diaria total no debe rebasar los 4000 mg. En nifios la dosis Unica es de
40 a 480 mg segun la edad y el peso y es mejor no administrar mas de
5 dosis en 24 horas. La dosis de 10 mg/Kg de peso también puede
utilizarse. ©



1.2.7. Efectos toxicos

A dosis terapéuticas recomendadas, el paracetamol suele ser bien
tolerado.

A veces surgen erupciones cutaneas y otras reacciones alérgicas. La
erupcion es por lo regular eritematosa o urticariana pero a veces es mas
grave y se acompafa de fiebre medicamentosa y lesiones de mucosa.

El efecto mas grave de la sobredosificacién aguda de paracetamol es
la necrosis hepatica, que depende de la dosis y puede ser mortal. En
ocasiones se observa necrosis tubular renal y coma hipoglucémico. ®

1.2.8. Método analitico para el paracetamol

Numerosos métodos de analisis son reportados para el paracetamol,
tanto en formas farmacéuticas, como en fluidos bioldgicos; se
encuentran reportados en la literatura métodos electroquimicos,
cromatografia gas liquido, cromatografia de liquidos de alta resolucion,
espectrofotometria de masas, resonancia magnética nuclear,
fluorometria, calorimetria y por supuesto espectrofotometria en la
region ultravioleta. Este ultimo, es un método sencillo y econdmico para
su realizacion, siendo un método en que el espectrofotdmetro como
instrumento de medicion de la respuesta analitica permite medir una
sefial precisa. Este es un método farmacopéico, es decir es un método
analitico oficial, es por ello su importancia para el analisis farmacéutico.



1.3. Espectrofotometria

1.3.1. Definicion

La espectrofotometria es una de las técnicas mas empleadas en
guimica analitica, tanto para identificar como para cuantificar al analito;
la espectrofotometria consiste en la medida de la absorcién por las
diferentes sustancias, de una radiacidén electromagnética de longitudes
de onda situadas en una banda definida y estrecha, esencialmente
monocromatica. La banda espectral empleada en las mediciones se
extiende desde las cortas longitudes de onda de la zona ultravioleta
hasta la zona visible del espectro, inclusive. Para mayor comodidad en
las referencias, este intervalo espectral puede considerarse como si
estuviera constituido por dos zonas, la ultravioleta (190 nm - 380 nm) la
visible (380 nm - 780 nm). La espectrofotometria en la zona visible (que
antes solia llamarse colorimetria) es la medida de la absorcién de la luz
visible, que generalmente no es monocromatica pero que se selecciona
mediante el empleo de filtros pigmentados o de interferencia. Los
espectros ultravioleta y visible de una sustancia no tienen, en general,
un alto grado de especificidad. Sin embargo, son muy adecuados para
las valoraciones cuantitativas y en el caso de muchas sustancias,
constituyen un medio Util adicional de identificacion. 01

1.3.2. Usos

El uso de la espectrofotometria de absorcidon en las zonas visible y

ultravioleta como procedimiento de valoracién se basa en el hecho de
que la absortividad de una sustancia suele ser una constante
independiente de la intensidad de la radiacidon incidente, la longitud
interior de la celda y la concentracion, por lo cual, la concentracién se
puede determinar espectrofotométricamente.
Las desviaciones de lo dicho en el parrafo anterior pueden ser causadas
por variables de origen fisico, quimico o instrumental. Las desviaciones
causadas por un error instrumental pueden deberse a variaciones en la
abertura de la rendija, luz extrafa o radiacion policromatica.

Ciertos errores pueden deberse también a cambios de concentracion
en las moléculas del soluto producidos por asociacidén entre ellas mismas
o entre ellas y moléculas del disolvente, asi como por disociacién o
ionizacion. 10~ 11



Los fabricantes de espectrofotometros suministran instrucciones
detalladas para su empleo. Para conseguir resultados significativos y
validos, el operador de un espectrofotdmetro debe conocer bien los
limites de su empleo y las posibles causas de error y variacion.

Conviene atenerse escrupulosamente al manual de instrucciones en
algunos puntos como la conservacion, la limpieza, la calibracién del
instrumento y el modo de usarlo.

Cuando se emplean instrumentos de registro de doble haz, la celda
gue contiene el disolvente sdélo se coloca en el haz de referencia.

La limpieza de las celdas de absorcion requiere particular atencién.
Normalmente, después de tratarlas con un medio de limpieza adecuado,
deben enjuagarse las celdas con agua destilada y después con un
disolvente organico volatil para que se sequen mas rapido. Las
soluciones en estudio no deben dejarse en las celdas mas tiempo del
necesario para efectuar la medicién.

Al manejar las celdas hay que poner particular cuidado en no tocar
nunca las superficies exteriores a través de las cuales pasa el haz de
luz. Cuando se introduce en las celdas el disolvente y la solucién
problema, evitar asi mismo que los liquidos contaminen las superficies
exteriores. 1011

1.3.3. Equipo

Basicamente todos los tipos de espectrofotdmetros estan disefiados
de modo que permitan el paso de una radiacion esencialmente
monocromatica a través de la sustancia problema, convenientemente
preparada y hagan posible la medicion de la fraccion de radiacidén
transmitida. °

El espectrofotdmetro consta de una fuente de energia de un sistema
dispersivo con rendijas para seleccionar la banda de longitudes de onda,
una celda o recipiente para la sustancia problema, un detector de la
energia radiante y dispositivos acoplados de amplificacién, medicién y
registro

Algunos instrumentos se manejan manualmente mientras que otros
estdn provistos de sistemas automaticos.?® " 1!



Hay instrumentos utilizables en la region visible del espectro, por lo
general entre 380 nm y 700 nm y en las regiones visibles y ultravioleta,
generalmente entre 190 nm y 700 nm.

Se encuentran instrumentos de un solo haz y de doble haz y ambos
son igualmente Utiles. Segun el tipo de aparato que se emplee los
resultados pueden hacerse visibles en una escala o en un registrador
digital y quedar registrados o impresos.

El aparato debe mantenerse en buenas condiciones de
funcionamiento, el sistema déptico ha de estar alojado de manera que se
reduzcan al minimo las posibilidades de errores causados por luz
extrafa o parasita, lo cual reviste particular importancia en la zona de
ondas cortas del espectro.

Las celdas que suelen emplearse en la zona espectral que aqui se
trata son celdas de absorcién de 1 cm. de vidrio para la regidn visible o
de silice para la regién UV con ventanas.

También pueden emplearse otros espesores. Las celdas utilizadas
para la solucion problema y para el blanco deben tener la misma
transmitancia espectral cuando sélo contienen el disolvente; de lo
contrario habrd que hacer la correccién apropiada. 1° !

1.3.4. Disolventes adecuados para la region ultravioleta.

Muchos disolventes pueden utilizarse para las pruebas vy
valoraciones en que se emplea la espectrofotometria en la region
ultravioleta. Con este fin pueden emplearse agua, alcoholes, cloroformo,
hidrocarburos ligeros, éteres y soluciones diluidas de hidréxido de
amonio, hidréxido de sodio, acido sulfurico y acido clorhidrico.

Los disolventes difieren respecto a la longitud de onda mas baja en
la que la disminucion de la transparencia impide su empleo. Hay que
cerciorarse de que los disolventes no contienen impurezas con
capacidad de absorcidon en la region espectral correspondiente.

Pueden adquirirse disolventes especialmente purificados para
determinaciones espectrofotometricas, pero sélo es preciso emplearlos
cuando las caracteristicas espectrales del tipo analitico usual del
disolvente son adecuadas para un fin determinado. °
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La absorbancia de la celda del disolvente y su contenido no debe

exceder de 0.4 por cm del espesor atravesado por la energia luminosa
cuando se mide con referencia al aire a la misma longitud de onda. El
disolvente contenido en dicha celda debe ser del mismo lote que el
empleado para preparar la solucibn y ha de estar exento de
fluorescencia a la longitud de onda de la medicidn.
El etanol (750 g/L), el etanol deshidratado, el metanol y el ciclohexano
empleados como disolventes deben tener una absorbancia, medida en
una celéda de 1 cm a 240 nm con referencia al agua, que no exceda de
0.10.

1.3.5. Determinaciones cuantitativas en Ila region
ultravioleta.

Las valoraciones espectrofotométricas requieren normalmente una
comparacién de la absorbancia producida por la solucién de la sustancia
problema con la absorbancia de una solucién de la sustancia de
referencia. En estos casos, las mediciones espectrofotométricas se
hacen primero con la solucion preparada de la sustancia de referencia y
después con la solucidn preparada con la sustancia problema. La
segunda medicion se practica lo mas rapidamente posible después de la
primera utilizando las mismas condiciones experimentales.

Las valoraciones espectrofotométricas suelen hacerse a un maximo
de la absorcion espectral del compuesto de que se trate.

Como es sabido, los diferentes espectrofotdmetros pueden mostrar
pequefias variaciones en la longitud de onda aparente de este maximo.
En la practica, se recomienda emplear la longitud de onda maxima
observada realmente en el instrumento que se maneja, de preferencia a
la concreta especificada, siempre que la diferencia entre una y otra no
pase de £ 0.5 nm en el intervalo de 240 nm-280 nm, de £ 1 nm en el
intervalo de 280 nm - 320 nm o de £ 2 nm arriba de los 320 nm. Si la
diferencia es mayor, debe ser recalibrado el instrumento.

Los calculos deben basarse en la cantidad exacta pesada y si la
sustancia de referencia utilizada no se ha secado previamente, en el
material seco o anhidro.

Para las determinaciones cuantitativas se emplea con frecuencia un
instrumento de observacion manual; cuando se utiliza un aparato con
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registrador debe ponerse especial atencién en el calibrado de la escala
de absorbancia a la longitud de onda empleada.

Las determinaciones cuantitativas suelen efectuarse a una longitud
de onda de mas de 235 nm. Cuando deban efectuarse mediciones a
longitudes de onda situadas en el intervalo de 190 nm - 210 nm,
conviene adoptar precauciones especiales, por ejemplo, purgar el
comportamiento de la celda con nitrégeno, utilizar disolventes de calidad
espectrofotométrica especial y emplear celdas que sean transparentes
en esa region.

Cuando se mide la absorbancia en un maximo de absorcidn, la
anchura de la rendija espectral debe ser pequefia en comparacion con la
mitad de la anchura de la banda de absorcién pues de lo contrario se
medird una absorbancia errdneamente baja. En el caso de algunas
sustancias habra que poner particular cuidado y la anchura de la rendija
instrumental empleada debera ser tal que una reduccién ulterior no se
traduzca en un aumento en la cifra de absorbancia.

Con el empleo de anchura de rendijas de menos de 0.01 nm pueden
plantearse problemas a causa de la difraccidon del haz luminoso. Cuando
las valoraciones se hacen con gran frecuencia se puede omitir el uso de
una sustancia de referencia y emplear en cambio una curva patrén
adecuada preparada con la sustancia de referencia. correspondiente. Asi
cabe hacerlo cuando, para la sustancia problema, la absorbancia es
proporcional a la concentracién dentro del intervalo aproximado de 75 a
125 por ciento de la concentracion final empleada en la valoracién. En
esas circunstancias, se debe interpolar en la curva patrén la absorbancia
observada en la valoracion y sobre esta base, calcular el resultado de la
valoracion. Esas curvas patron deben comprobarse con frecuencia y en
todo caso cuando se emplea un aparato nuevo o nuevos lotes de
reactivos.

En caso de incertidumbre o controversia se procederd a la
comparacioén directa con una sustancia de referencia. 10
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1.4. Validacion de Métodos Analiticos

1.4.1. Validacion

Un método analitico, como lo es el espectrofotométrico ultravioleta
es definido como la secuencia de actividades, recursos materiales y
parametros que se deben cumplir para llevar acabo el analisis de un
componente especifico de la muestra, asi el analito es comprendido
como el componente especifico en la muestra a medir en un analisis;
por lo que el método analitico mide un componente especifico (analito),
en una muestra y como todo proceso de medicidon, este debe ser
confiable para ser utilizado con un propédsito definido. La validacidon de
métodos analiticos es el proceso por el cual se demuestra por estudios
de laboratorio que la capacidad del método satisface los requisitos para
la aplicacion analitica deseada; es decir, cumple con su propdsito. 1214

1.4.2. Justificacion para realizar la validacion de un método
analitico

Un método analitico esta identificado como un sistema critico en el
aseguramiento de la calidad, ya que impacta de manera directa en la
calidad de un producto. La constante intencién de las empresas por
alcanzar una productividad mayor a menores costos, esta determinada,
entre otros factores, al dictamen del producto y de sus materias primas
en menor tiempo, utilizando métodos de prueba de menor costo,
mantenimiento o tiempo de analisis. De esta forma, el profesional
farmacéutico es responsable de la calidad de los procesos
farmacéuticos, por lo que todo producto debe satisfacer los requisitos
mediante la validacion de los métodos analiticos.

Ademas, existe justificacion legal para realizar la validacion de un
método analitico, como lo son:

El reglamento de insumos para la salud referente a los
establecimientos que se destinen a la fabricacion de insumos,
(medicamentos, farmacos, materias primas y aditivos), que establece
gue: los establecimientos que se destinen a la fabricacion de insumos,
llevaran el control analitico de estos. Dicho control debera incluir. La
validacién de las técnicas empleadas.
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La NORMA Oficial Mexicana NOM-164-SSA1-1998 Buenas practicas de
Fabricacién para farmacos que establece: Los controles de laboratorio e
inspecciones deben apoyarse en normas, PNO’s o manuales que
contengan las especificaciones para garantizar la confiabilidad de sus
resultados. Tales controles deben incluir: Validacion de métodos
analiticos utilizados por la empresa, no farmacopeicos o farmacopeicos
que tengan desviaciones frente a la farmacopea de referencia.

La NORMA Oficial Mexicana NOM-059-SSA1-1993, Buenas practicas
de fabricacién para establecimientos de la industria quimica
farmacéutica dedicados a la fabricacion de medicamentos; establece,
entre otros, los siguientes puntos para la validacion:

Que se lleven a cabo estudios de validacion de los procesos de
fabricacion y de los sistemas involucrados.

Los métodos analiticos deben ser validados, de acuerdo con lo
establecido en el apartado “control del laboratorio analitico”.

Se debe contar con métodos de analisis validados para producto a
granel, producto terminado y materia prima en caso de no aparecer en
cualquier farmacopea internacional ni en la FEUM.

En la tabla I se enlistan los requisitos a evaluar en la valoracion de
métodos analiticos de acuerdo a la aplicacién del mismo.
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1.4.3. Parametros de Validacion

Tabla I. Parametros de validacion

Parametro |Contenido/ |Pruebadeimpureza |Pruebadeimpureza | Jdentificacion
de Potencia/ Contem_d'o/ Limite

Desempeiio |Valoracién |Valoracion

Precision/

Adecuabilida Si Si Si *
d del sistema

Linealidad Si SI No No
del sistema

Especificidad Si (3) Si Si Si
(1)

Exactitud vy Si Si No No
repetibilidad

Precision del

método o}

Precision Si Si No No
intermedia

(2)

Estabilidad

analitica de * * No No
la muestra

(2)

Limite de No No Si No
deteccidn

Limite de No Si No No
cuantificacion

Robustez * * * No
Tolerancia * * * No

*PUEDE SER REQUERIDO DEPENDIENDO LA NATURALEZA DEL METODO

(1) La falta de especificidad de un método analitico,

puede ser

compensada por otra alternativa analitica de soporte, como por ejemplo

cromatografia de capa fina.

(2) También es definido como un estudio de tolerancia.
(3) Un método que es exacto y lineal, por definicion es especifico al

placebo analitico o a los otros componentes de la muestra.
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1.4.4. Definicion de los Parametros de Validacion
1.4.4.1. Precision del Sistema.

Es el grado de concordancia entre los resultados de cada prueba
obtenidos por repeticion aplicando el método analitico a multiples
muestras de una muestra homogénea. También se refiere a la
distribucion de los resultados individuales alrededor de su promedio. **

1.4.4.2. Linealidad del Sistema.

Es la habilidad para asegurar que los resultados analiticos, los
cuales pueden ser obtenidos directamente o por una transformacion
matematica, son proporcionales a la concentracion del analito en las
muestras dentro de un rango dado. **

1.4.4.3. Especificidad.

La especificidad también puede ser llamada selectividad y se refiere
a la capacidad de un método analitico para obtener una respuesta
debida Unicamente al analito de interés y no a otros componentes de la
muestra. *

1.4.4.4. Exactitud.

La exactitud de un método analitico es la cercania de los resultados
del analisis obtenidos con el método con el valor verdadero. La
exactitud se expresa con frecuencia como el porciento de recobro por
medio del ensayo de cantidades adicionadas conocidas del analito. La
exactitud debe establecerse a lo largo del rango especificado del
procedimiento analitico. 1213

1.4.4.5. Repetibilidad.

Es la precision de un método analitico, expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizadas
por un solo analista, usando los mismos instrumentos y métodos. %14

1.4.4.6. Linealidad del Método

Se define como la variacion en la cantidad de farmaco recobrado

por el ensayo como una funcién de la cantidad de farmaco real en la
muestra. Cualquier desviacion en la linealidad indica que el método no
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trabaja apropiadamente, las muestras con esa cantidad de farmaco,
(relacion de cantidad agregada y cantidad recuperada). **

1.4.4.7. Precision del Método.

La precision de un método analitico es el grado de concordancia

entre resultados de pruebas individuales cuando el procedimiento se
aplica de manera repetida a muestreos multiples de una muestra
homogénea.
La precisién de un método analitico se expresa generalmente como la
desviacion estandar relativa (coeficiente de variacion). La precision
puede ser una medida del grado de reproducibilidad o de repetibilidad
del método analitico bajo condiciones normales de operacién. 1?14

1.4.4.8. Precision Intermedia

Expresa la variacion dentro del laboratorio en diferentes dias con
diferentes analistas o equipo dentro del mismo laboratorio. %Y 13

1.4.4.9. Robustez
Capacidad del método analitico de mantener su desempefio al

presentarse variaciones pequefias pero deliberadas, en los parametros
normales de operacién del método.
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2. Planteamiento del problema:

El método analitico descrito en la Farmacopea de los estados Unidos
Mexicanos (FEUM), séptima edicién, para la cuantificacion de
paracetamol requiere de un excesivo gasto de agua, superando los 1000
mL, con un gasto de metanol de 20 mL en la valoracién de una sola
muestra, involucrando directamente ademas la generacién de desechos.

En la actualidad en el campo de la quimica analitica es necesario el
disefio de métodos analiticos eficaces y precisos que puedan satisfacer
los requisitos para la aplicaciéon analitica deseada, proporcionando
ademas, beneficios econdmicos, de seguridad para los analistas y
sobre todo beneficios en materia ecoldgica, de esta manera el diseno de
métodos analiticos a microescala es una alternativa para el desarrollo de
analisis cualitativo y cuantitativo en laboratorios de control de calidad,
investigacién, asi como de enseflanza experimental de quimica.

El microescalamiento para el método analitico de valoracién para el
paracetamol por debajo del 25 % puede contribuir en gran medida al
ahorro de agua, metanol, sustancia de referencia y cantidad de muestra
y sobre todo en cuanto a la gran disminucion de residuos.

18



3. Objetivos
3.1. Objetivo General:
Disefiar, desarrollar y validar el método analitico de valoracidon de
paracetamol a microescala, que sea preciso, eficaz y cumpla con los

parametros de desempefio de la Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos (FEUM).

3.2. Objetivos particulares:
Reducir el consumo de materiales al aplicar la técnica en microescala.

Contribuir en el campo de la ecologia disminuyendo la cantidad de
materiales y sustancias de desecho.

Facilitar la ensefianza experimental en laboratorios de quimica
analitica y de control de calidad



4. Hipotesis:

Considerando que la capacidad del método a microescala satisface
los requisitos para la valoracion de paracetamol, mediante la validacién
del método analitico se podra asegurar que el método desarrollado es
util, disminuyendo el consumo de materiales, la cantidad de reactivos y
sustancias de desecho.
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5. Diseiio experimental

5.1. Insumos necesarios para realizacion del proyecto.

Equipo Marca Modelo
Balanza analitica OHAUS Explorer Pro
Microbalanza Mettler Mettler MT5
Espectrofotometro VARIAN Cary 50 bio
Reactivo Marca No. de lote

Metanol G.R. EM SCIENCE 39277940

Agua destilada NON plus ultra S/N

Paracetamol referencia | PROQUIFA I

Paracetamol muestra HELM 088998E104

Material Caracteristica Capacidad

Espatula Acero inoxidable Chica

Perilla de seguridad Goma Mediana

Pizeta Plastico Mediana

Soporte universal Acero inoxidable Chica

Pinza para bureta Plastico Mediano

Matraz Volumétrico Pirex 500 mL

Matraz Volumétrico Pirex 250 mL

Matraz Volumétrico Pirex 100 mL

Matraz Volumétrico Pirex 50 mL

Matraz Volumétrico Pirex 25 mL

Matraz Volumétrico Pirex 10 mL

Matraz Volumétrico Pirex 5 mL

Pipeta Volumétrica Pirex 5 mL

Pipeta Volumétrica Pirex 1mL

Bureta Graduada Pirex 10 mL

Vaso de precipitado Pirex 100 mL

Vaso de precipitado Pirex 50 mL

Vaso de precipitado Pirex 30 mL
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5.2. Metodologia del proyecto.

5.2.1. Diagrama de flujo
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5.2.2. Método Analitico Oficial, (FEUM Séptima Edicion)

Preparacion de la muestra

Pesar 120 mg de la muestra.

Disolver la cantidad pesada de la muestra con 10 mL de metanol

En un matraz Volumétrico de 500 mL llevar al aforo con agua

. Tomar una alicuota de 5 mL y pasarla a un matraz volumétrico de
100 mL

5. Llevar al aforo con agua el matraz volumétrico de 100 mL con la
alicuota.

PON=

Preparacion de la referencia.

Pesar 120 mg de la referencia.

Disolver la cantidad pesada de la muestra con 10 mL de metanol

En un matraz Volumétrico de 500 mL llevar al aforo con agua

Tomar una alicuota de 5 mL y pasarla a un matraz volumétrico de

100mL

Llevar al aforo con agua el matraz volumétrico de 100 mL con la
alicuota.

PON=

o

Procedimiento

1. Determinar la absorbancia de la preparacion de referencia a 244 nm.
2. Determinar la absorbancia de la preparacién de la muestra a 244 nm.
3. Utilizar agua como blanco de ajuste,

4. Calcular la cantidad en mg de paracetamol mediante la formula:

10C (Am /Aref), donde C es la concentracion en microgramos por
mililitro de paracetamol en la referencia; Am y Aref son las absorbancias
obtenidas con la preparacién de la muestra y la preparacion de
referencia respectivamente.
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5.3. Métodos en microescala para paracetamol
5.3.1. Microescala al 50%

Preparacion de la muestra

1. Pesar 60 mg de la muestra.

2. Disolver la cantidad pesada de la muestra con 5 mL de metanol

3. En un matraz Volumétrico de 250 mL llevar al aforo con agua

4. Tomar una alicuota de 2.5 mL y pasarla a un matraz volumétrico de
50 mL.

5. Llevar al aforo con agua el matraz volumétrico de 50 mL con la
alicuota.

Preparacion de referencia.

1. Pesar 60 mg de la muestra.

2. Disolver la cantidad pesada de la muestra con 5 mL de metanol

3. En un matraz Volumétrico de 250 mL llevar al aforo con agua

4. Tomar una alicuota de 2.5 mL y pasarla a un matraz volumétrico de
50 mL.

5. Llevar al aforo con agua el matraz volumétrico de 50 mL con la
alicuota.

Procedimiento

1. Determinar la absorbancia de la preparacion de referencia a 244 nm.
2. Determinar la absorbancia de la preparacién de la muestra a 244 nm.
3. Utilizar agua como blanco de ajuste,

4. Calcular la cantidad en mg de paracetamol mediante la formula:

10C (Am /Aref), donde C es la concentracion en microgramos por
mililitro de paracetamol en la referencia; Am y Aref son las absorbancias
obtenidas con la preparacién de la muestra y la preparacion de
referencia respectivamente.
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5.3.2. Microescala al 25%

Preparacion de la muestra

1. Pesar 30 mg de la muestra.

2. Disolver la cantidad pesada de la muestra con 2.5 mL de metanol

3. En un matraz Volumétrico de 100 mL llevar al aforo con agua

4. Tomar una alicuota de 1 mL y pasarla a un matraz volumétrico de 25
mL

5. Levar al aforo con agua el matraz volumétrico de 25 mL con la
alicuota.

Preparacion de referencia.

1. Pesar 30 mg de la muestra.

2. Disolver la cantidad pesada de la muestra con 2.5 mL de metanol

3. En un matraz Volumétrico de 100 mL llevar al aforo con agua

4. Tomar una alicuota de 1 mL y pasarla a un matraz volumétrico de 25
mL

5. Levar al aforo con agua el matraz volumétrico de 25 mL con la
alicuota.

Procedimiento

1. Determinar la absorbancia de la preparacidon de referencia a 244 nm.
2. Determinar la absorbancia de la preparacién de la muestra a 244 nm.
3. Utilizar agua como blanco de ajuste,

4. Calcular la cantidad en mg de paracetamol mediante la formula.

10C (Am /Aref), donde C es la concentracion en microgramos por
mililitro de paracetamol en la referencia; Am y a ref son las
absorbancias obtenidas con la preparacion de la muestra y la
preparacion de referencia respectivamente.
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5.3.3. Microescala al 10%

Preparacion de la muestra

1. Pesar 12 mg de la muestra.

2. Disolver la cantidad pesada de la muestra con 1 mL de metanol

3. En un matraz Volumétrico de 50 mL llevar al aforo con agua

4. Tomar una alicuota de 0.5 mL y pasarla a un matraz volumétrico de
10 mL

5. Llevar al aforo con agua el matraz volumétrico de 10 mL con la
alicuota.

Preparacion de referencia.

1. Pesar 12 mg de la muestra.

2. Disolver la cantidad pesada de la muestra con 1 mL de metanol

3. En un matraz Volumétrico de 50 mL llevar al aforo con agua

4. Tomar una alicuota de 0.5 mL y pasarla a un matraz volumétrico de
10 mL

5. Levar al aforo con agua el matraz volumétrico de 10 mL con la
alicuota.

Procedimiento

1. Determinar la absorbancia de la preparacion de referencia a 244 nm.
2. Determinar la absorbancia de la preparacion de la muestra a 244 nm,
3. Utilizar agua como blanco de ajuste

4. Calcular la cantidad en mg de paracetamol mediante la formula.

10C (Am /Aref), donde C es la concentracion en microgramos por
mililitro de paracetamol en la referencia; Am y a ref son las
absorbancias obtenidas con la preparacion de la muestra y la
preparacion de referencia respectivamente.

CONSERVACION. En envases bien cerrados, protegidos de la luz.
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5.4. Seleccion del método en microescala a validar

En los procesos de experimentacion los métodos estadisticos
incrementan en gran medida la eficiencia de los resultados y
contribuyen a fortalecer las conclusiones asi obtenidas, es por ello, que
se hace necesario un estudio estadistico para la eleccion del método
analitico de escala menor; que por supuesto no presenten una
respuesta analitica significativamente diferente entre las
determinaciones de cada escala.

Se obtendra la respuesta analitica de por lo menos seis muestras
para cada escala, (100%, 50%, 25% y 10%), estos datos seran
sometidos a un analisis de varianza de un factor para proceder a validar
la escala menor, que no presente diferencia significativa al 5%, entre las
respuestas analiticas de cada escala del método analitico.
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5.5. Metodologia de validacion
5.5.1. Precision del Sistema

Preparar por lo menos un sextuplicado de soluciones a la
concentracidon del analito que represente la concentracion de la solucion
de referencia utilizada; preparadas por dilucion. Medir la respuesta
analitica bajo las mismas condiciones. Calcular, desviacidn estandar y
coeficiente de variacién de la respuesta analitica.

Criterio de aceptacion: coeficiente de variacidon de la respuesta analitica
<1.5%

Precision del sistema
Media aritmética

y=2y/n

Desviacion estandar
S=vn(zy2)-(zy)2/n(n-1)

Coeficiente de variacion
CV=s/y(100)

n = numero de mediciones

5.5.2. Linealidad del Sistema

Preparar por lo menos por triplicado 5 niveles de concentracion de la
solucion de referencia, por dilucién. La concentracién central debe ser
igual a la que se prepara de la solucién de referencia en el método. A un
intervalo de 80%, 90%,100%, 110%, y 120%. Medir la respuesta
analitica bajo las mismas condiciones de medicidon, reportar la relacion
concentracidon vs. Respuesta analitica. Calcular el valor de la pendiente,
la ordenada al origen, el coeficiente de determinacion y el intervalo de
confianza para la pendiente.

Criterio de aceptacion: coeficiente de determinaciéon > 0.98 y el
intervalo de confianza para la pendiente, no debe incluir el cero.

Es conveniente trazar la grafica la concentracion (x) vs. La respuesta

analitica (y), e incluir en ella la ecuacion, la linea de ajuste y el
coeficiente de determinacion.
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Linealidad del sistema:

m (pendiente)

b (ordenada al origen)

r? (Coeficiente de determinacion)

S y/x = Zy? -b1Z xy-b0Zy /n-2

Coeficiente de variacién de la regresion
C.V.y/x=Svy/x /y*100

5.5.3. Exactitud y Repetibilidad.

Preparar por lo menos un sextuplicado, cada muestra por pesadas
independientes, adicionandole la cantidad del analito, correspondiente al
100%. Las muestras deben ser analizadas por el mismo analista bajo
las mismas condiciones, utilizando como referencia, la (muestra), la
sustancia empleada en la preparacion de la muestra. Determinar la
cantid|ad recuperada del analito.

Criterios de aceptacién: El intervalo de confianza para la media
poblacional IC (n), debe incluir el 100% o que el promedio aritmético del
% de recobro se incluya en el intervalo, correspondiente a 97 -103 %
dado que el método es espectrofotométrico.

El coeficiente de variacién del porcentaje de recobro no debe ser
mayor del 3%.

Se maneja % de recobro como (y)
Media aritmética
y=xy/n

Desviacion estandar
S= Vv n(Zy2)-(Zy)2/n(n-1)

Coeficiente de variacion
C.V.=s/y (100)

Intervalo De confianza

Para la media poblacional
IC(p) =y £t0.975,n-1(S/ n)
n = numero de recobros
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5.5.4. Linealidad del Método

Preparar una muestra correspondiente al 100%. Seleccionar al
menos dos niveles superior e inferior por triplicado para cada nivel
manteniendo constante la cantidad de placebo analitico en los tres
niveles. Las muestras deben ser analizadas por un mismo analista bajo
las mismas condiciones utilizando como referencia, la sustancia
empleada en la adicion para la solucién muestra. Determinar la cantidad
del analito.

Criterios de aceptacion:
Cantidad adicionada contra cantidad recuperada.
Coeficiente de determinacion > 0.98
El intervalo de confianza para la pendiente poblacional debe incluir la
unidad.
El intervalo de confianza para la ordenada al origen poblacional debe
incluir el cero.

El coeficiente de variacion de regresion del porcentaje de recobro, no
debe ser mayor de 3%

Porcentaje de Recobro: El intervalo de confianza para la media
poblacional debe incluir el 100% o que el promedio aritmético del % de
recobro se incluya en el intervalo; 97 a 103 %, dado que el método es
espectrofotométrico.

El coeficiente de variacion del porcentaje de recobro no debe ser mayor
de 3%, dado que el método es espectrofotométrico.

Es conveniente trazar la grafica de la cantidad adicionada (x) vs. la
cantidad recuperada (y), e incluir la ecuacion, su linea y el coeficiente
de determinacion.

Linealidad del método
Cantidad adicionada contra cantidad recuperada

Media aritmética

y=Zy/n

m (pendiente)

b (ordenada al origen)

r* (Coeficiente de determinacion)

Sy/x= vV Zy2 -b1x xy-bOxy /n-2
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Coeficiente de variacién de la regresion
C.V.y/x=Sy/x /y * 100

% de recobro como (y)

Media aritmética
y=Z2y/n

Desviacion estandar
S= Vn(zy5)-(Zy)2/n(n-1)

Coeficiente de variacion
C.V.= s/y(100)

Intervalo de confianza
Para la media poblacional
IC(p) =y +t0.975,n-1(S/Vn)

n= numero de recobros

5.5.4. Precision del método

Analizar por triplicado una muestra homogénea del producto que tenga
un nivel cercano o igual al 100%, en dos dias diferentes por dos
analistas diferentes.

Utilizar de preferencia la misma sustancia de reaccion y los mismos
instrumentos y/o equipo. Reportar la valoracion del analito de todas las
muestras.

Calcular la media aritmética, desviacidon estandar coeficiente de
variacion de la valoracion empleando todos los resultados obtenidos.

Criterio de aceptacion: el coeficiente de variacidn < 3% para este
método.

Precisién del método

Media aritmética

y=2y/n

Desviacion estandar
S= vn(zy2)-(zy)2/n(n-1)
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Coeficiente de variacion
C.V.=s/y(100)

n= numero de recobro

5.5.5. Robustez.

Se desarrolla el método en tres condiciones distintas empleando como
disolvente en la condicién normal de operacién: metanol grado reactivo
y como condiciones distintas metanol grado analitico y metanol grado
técnico, analizar cada condicidn al menos por triplicado. Reportar la
valoracion del analito para las muestras en condicién normal y para las
condiciones de operacidn, expresadas como %.

Calcular la media aritmética de la condicién normal de operacién (yo) y
de cada condicidn de operacidn diferente a la condicion normal (y1).

Se determina la diferencia absoluta de la media aritmética de cada
condicién respecto a la condicidon normal (| dil ).

Criterio de aceptacion

| dil <3% para esté método, espectrofotométrico.
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6. Resultados y analisis de resultados

6.1. Ensayos de identidad

Tabla II. Resultados de ensayos de Identidad

Prueba 1 2 3
A. Reaccion
con cloruro Si cumple Si cumple Si cumple
férrico
B. Reaccion
con dicromato Si cumple Si cumple Si cumple

de potasio

Se llevaron a acabo las reacciones de identidad con cloruro ferrico
para la prueba A, y con dicromato de potasio para la prueba B; como se

puede observar en la tabla 2, cada prueba se realizd por triplicado,
siendo positivas desarrollando la coloracién violeta, por lo que se
considera que los resultados cumplen con las especificaciones de la
FEUM, asi la materia prima con que se cuenta puede ser utilizada como

paracetamol.

33




6.2. Validacion del método analitico de valoracion a la escala
de 100%

6.2.1. Precision del sistema

Tabla III. Precision del sistema:
Respuesta analitica, parametros
estadisticos y criterios de aceptacion
Muestras Respuesta
analitica
1 0.7993
2 0.8032
3 0.8039
4 0.8012
5 0.8065
6 0.8028
Parametros
estadisticos
Suma 4.8169
Promedio 0.8028
Suma de 0.6445
cuadrados
Desviacion 0.0024
estandar
Coeficiente de 0.3044
variacion

Se prepard un sextuplicado de soluciones a la concentracién de la
referencia, por dilucién, como se puede observar en la tabla III; se
determind la respuesta analitica calculdndose los parametros
estadisticos: desviacion estandar, promedio y coeficiente de variacion el
cual es menor al 1.5 %, por lo que el sistema es preciso al cumplir con
el criterio de aceptacion
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6.2.2. Exactitud y repetibilidad

Tabla IV. Exactitud y repetibilidad:
Porciento de recobro, parametros
estadisticos y criterios de aceptacion.

Muestras Porciento de
recobro (%)
1 99
2 99.25
3 99.58
4 100.82
5 100.16
6 101.24
Parametros
estadisticos
Suma 600.05
Suma de 60013.9745
cuadrados
Promedio 100.0083333
Desviacion 0.891524911
estandar
Coeficiente de 0.891450623
variacion
Intervalo de
confianza para 94.14 a 101.01
la media
poblacional.

Se prepararon seis muestras por pesadas independientes con una
adicién correspondiente del analito de 120 mg; las muestras fueron
analizadas en igualdad de condiciones utilizando como referencia la
muestra y se determind la cantidad recuperada del analito como se
observa en la tabla IV. Se calculo el intervalo de confianza para la media
poblacional que incluyd al 100%, el promedio aritmético del porciento de
recobro el cual se incluye en el intervalo de 97 a 103 % y el coeficiente
de variacion que es menor a 3% por lo que el método es exacto y
repetible.
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6.2.3. Precision del método

Tabla V. Precision del método: Contenido de
analito, parametros estadisticos y criterios de

aceptacion.
Dia | Analista Contenido de
analito (mg)
1 1 120.87
1 1 121.27
1 1 120.67
1 2 121.1
1 2 122.1
1 2 122.32
2 1 119.57
2 1 119.86
2 1 120.89
2 2 120.96
2 2 121.18
2 2 121.99
Parametros
estadisticos
Suma 1452.78
Promedio 121.065
Suma de 175888.2918
cuadrados
Desviacion 0.824681757
estandar
Coeficiente de 0.681189243
variacion

Se analizd por triplicado la muestra con cantidades cercanas a 120
mg en dos dias diferentes por dos analistas distintos en igualdad de
condiciones. Como se observa en la tabla V. Se reportd la valoracion
(concentracién) de las muestras, calculandose el promedio aritmético
desviacidon estandar y el coeficiente de variacion el cual es menor a 3%
por lo que el método es preciso.
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6.2.4. Linealidad del método

Tabla VI. Linealidad del método: cantidad recuperada, cantidad adicionada,
porciento de recobro, parametros estadisticos y criterios de aceptacion.
Muestras Cantidad Cantidad Porciento de
recuperada adicionada recobro (%)
(mg) (mg)
1 98.8 97.8 101.0224949
2 98.8 96.8 102.0661157
3 98.5 96.5 102.0725389
4 121.6 120.6 100.8291874
5 122.2 120.2 101.6638935
6 121.8 120.8 100.8278146
7 146.7 144.5 101.5224913
8 146.8 144.7 101.4512785
9 146.8 144.8 101.3812155
Parametros
estadisticos
Suma 912.8370303
Suma de 92587.48911
cuadrados
Promedio 101.4263367
Desviacion 0.470788649
estandar
Coeficiente de 0.46416805
variacion
Coeficiente de 0.999680407
determinacion
Ordenada al 1.710607396
origen
Pendiente 1.006019623
Intervalo de
confianza para 0.986 a 1.026
la pendiente
Intervalo de
confianza para -0.9723 2 4.193
la ordenada al
origen

Se prepard por triplicado una muestra correspondiente al 100%,
(120mg) se selecciond un nivel inferior correspondiente a 80 %, y un
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nivel superior correspondiente a 120 %, también preparados por
triplicado, se analizaron en igualdad de condiciones por un mismo
analista utilizando la muestra como referencia. Como se puede observar
en la tabla VI se determind la cantidad del analito recuperada y
adicionada, el intervalo de confianza para la pendiente, el cual incluye la
unidad, el intervalo de confianza para la ordenada al origen poblacional
que incluye el cero, el promedio aritmético del porciento de recobro que
se incluye en el intervalo de 97 a 103 % Yy el coeficiente de variacion es
menor a 3%,; se anexa la grafica de Cantidad adicionada (x) vs.
Cantidad recuperada (y); y se incluye la ecuaciéon de su linea y el
coeficiente de determinacion que es mayor a 0.98 como se observa en
la figura 2. Los criterios de aceptacion cumplen con las especificaciones
y por lo tanto el método es lineal.

Figura 2: Grafica de Linealidad del método, (escala 100%).

r2= 0.99968
y=1.000648801X+1.7106
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6.2.5. Linealidad del sistema

Tabla VII: Linealidad del sistema,
concentracion tedrica, respuesta analitica y
criterios de aceptacion

Concentracion | Respuesta analitica
tedrica (absorbancia)
(mg)
96 0.6331
96 0.6311
96 0.6372
108 0.7093
108 0.7115
108 0.7178
120 0.7886
120 0.7893
120 0.7878
132 0.864
132 0.868
132 0.8669
144 0.947
144 0.9469
144 0.9506
Parametros
estadisticos
Coeficiente de 0.99970959
determinacion
Ordenada al 0.00777
origen
pendiente 0.006518056
Intervalo de 0.006396 a 0.006639
confianza para
la pendiente

Se prepararon por triplicado niveles de concentracion equivalentes a
80%, 90%, 100%, 110% y 120%. Como se observa en la tabla VII, se
determind la respuesta analitica en igualdad de condiciones,
calculandose la pendiente, ordenada al origen y coeficiente de
determinacion el cual es mayor a 0.98 y el intervalo de confianza para la
pendiente, que no incluye el cero. Se anexa en la figura 3 la grafica
correspondiente de concentracidn (x) vs. Respuesta analitica (y) que
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incluye la ecuacion de su linea y el coeficiente de determinacion. Asi los
criterios de aceptacion cumplen con las especificaciones y por lo tanto el

sistema es lineal.

Figura 3: Grafica Linealidad del sistema, (escala 100 %).

r2= 0.99970
y=0.006518X+0.00777
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6.2.6. Robustez

Tabla VIII. Robustez: Concentracidon en porcentaje, promedio aritmético de la
concentracion en porcentaje y criterios de aceptacion

Concentraciones

promedio aritmético de
la concentracion en

Muestra expresadas en

porcentaje (%) porcentaje
1 Grado técnico 100.25
2 Grado técnico 98.14 99.08
3 Grado técnico 98.85
1 Grado reactivo 98.4
2 Grado reactivo 98.43 98.893
3 Grado reactivo 99.85
1 Grado analitico 100.85
2 Grado analitico 99.49 100.046
3 Grado analitico 99.8

Criterios de
aceptacion

dil

0.186666667

di 2

1.153333333

Se desarrollo el método en tres condiciones distintas, en la condicién
normal de operacién se empled como disolvente para la muestra
metanol grado reactivo y como condiciones distintas metanol grado
técnico y metanol grado analitico, se analizé cada condicién por
triplicado. Como se observa en la tabla VIII se reportd la valoracién para
las tres condiciones expresadas en porciento, se calculo el promedio
aritmético para cada condicién y la diferencia absoluta de cada condicion
diferente respecto a la condicion normal. La diferencia absoluta de
ambas condiciones diferentes no es mayor a 3% por lo tanto el método
mantiene su desempefio con las variaciones propuestas.
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6.2.7. Resumen de resultados de la validacion al 100 %

Tabla IX. Resumen de resultados de validacion de la escala a 100 %

Parametro de | Criterio de aceptacion Resultado Cumple
desempeno obtenido
Precisiondel |[C.V <1.5% C.V = 0.3044% Si
sistema
Exactitud y I.C. (n) debe incluir el 100% | I.C.(n)=94.14 a 101.01
repetibilidad | La media aritmética del % de | Media = 100.008 %
recobro se debe incluir en el Si
intervalo de 97 a 103 % C.V. = 0.8914 %
C.V. < 3.0%
Precision del | C.V. < 3.0% C.V. = 0.6811 % Si
método
Linealidad C. adicionada vs. C. C. adicionada vs. C. recuperada
2 recuperada rz = 0.9996
del metodo r2 > 0.98 I.C. (b) = 0.9861 a 1.026
I.C. (b) debe incluir la I.C. (a) = -0.7723 a 4.193
unidad
I.C. (@) debe incluir el cero Si
CV. < 3.0% Porciento de recobro
Porciento de recobro media = 101.426
La media aritmética del % de | C.V. = 0.4641 %
recobro se debe incluir en el
intervalo de 97 a 103 %
C.V. del % de recobro <
3.0%
Linealidad rz2 > 0.98 r2 = 0.9994
del sistema I.C. (b) no debe incluir la I.C.(b)=0.006396 a 0.006639 Si
unidad
Robustez ldi| < 3.0 % Grado técnico
ldi1ll = 0.19 % Si

Grado analitico
|di2| = 1.15 %

La validacién del método analitico de valoracion de paracetamol, a
la escala de 100 %, es decir el método oficial, cumple con los criterios

de aceptacion para cada uno de

los parametros de desempeno

evaluados, como se puede observar en la tabla IX. De esta forma se
considera que el método oficial satisface los requisitos para la valoracion
de paracetamol.
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6.3. Resultados de microescalamiento de

paracetamol

la valoracion de

6.3.1 Determinacion al 100 % balanza analitica.

Tabla X. Determinacion de la
respuesta analitica a la escala de
100 % vy parametros estadisticos,
(uso de balanza analitica).

Muestras Respuesta
analitica
1 0.7895
2 0.7966
3 0.8018
4 0.8052
5 0.8054
6 0.808
Parametros
estadisticos
Promedio 0.80108333
Desviacién 0.00690229
estandar
Coeficiente 0.86162001
de variacion
(Pesada: 121.2mg)

En la tabla X se observa la respuesta analitica de seis muestras
preparadas por diluciones de una sola muestra homogénea a una
concentracion igual a la de la referencia, a la escala de 100%, (método
oficial), utilizando la balanza analitica para la pesada de la muestra y
referencia; calculandose un coeficiente de variacion menor a 3%.
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6.3.2. Determinacion al 100 % en microbalanza

Tabla XI. Determinacion de la
respuesta analitica a la escala de
100 % vy parametros estadisticos,
(uso de microbalanza).

Muestras Respuesta
analitica
1 0.8036
2 0.7923
3 0.8054
4 0.7999
5 0.7966
6 0.8002
Parametros
estadisticos
Promedio 0.79966667
Desviacion 0.00474032
estandar
Coeficiente 0.59278743
de variacion
(Pesada: 121.670mg)

En la tabla XI se observa la respuesta analitica de seis muestras
preparadas por diluciones de una sola muestra homogénea a una
concentracion igual a la de la referencia, a la escala de 100%, (método
oficial), utilizando la microbalanza para la pesada de la muestra y
referencia; calculdndose un coeficiente de variacién menor a 3%.
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6.3.3. Determinacion al 50% en balanza analitica

Tabla XII. Determinacion de la
respuesta analitica a la escala de 50
% y parametros estadisticos, (uso
de balanza analitica).
Muestras Respuesta
analitica
1 0.7892
2 0.7953
3 0.7952
4 0.8056
5 0.7963
6 0.7997
Parametros
estadisticos
Promedio 0.79688333
Desviacion 0.00545212
estandar
Coeficiente 0.68418108
de variacién
(Pesada: 62.01mg )

En la tabla XII se observa la respuesta analitica de seis muestras
preparadas por diluciones de una sola muestra homogénea a una
concentracion igual a la de la referencia, a la escala de 50 %, respecto
al método oficial, utilizando la balanza analitica para la pesada de la
muestra y referencia; calculandose un coeficiente de variaciéon menor a
3%.
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6.3.4. Determinacion al 50 % en microbalanza

Tabla XIII. Determinacion de la
respuesta analitica a la escala de 50
% y parametros estadisticos, (uso
de microbalanza).

Muestras Respuesta
analitica
1 0.7936
2 0.7909
3 0.795
4 0.8082
5 0.7961
6 0.7913
Parametros
estadisticos
Promedio 0.79585
Desviacion 0.00638083
estandar
Coeficiente 0.80176298
de variacion
(Pesada: 60.804mg )

En la tabla XIII se observa la respuesta analitica de seis muestras
preparadas por diluciones de una sola muestra homogénea a una
concentracion igual a la de la referencia, a la escala de 50 %, respecto
al método oficial, utilizando la microbalanza para la pesada de la
muestra y referencia; calculdndose un coeficiente de variacién menor a
3%.
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6.3.5. Determinacion al 25% en balanza analitica

Tabla XIV. Determinacién de la
respuesta analitica a la escala de
25% y parametros estadisticos,
(uso de balanza analitica).

Muestras Respuesta
analitica
1 0.7767
2 0.7969
3 0.784
4 0.7906
5 0.8009
6 0.7928
Parametros
estadisticos
Promedio 0.79031667
Desviacion 0.00879668
estandar
Coeficiente 1.11305827
de variacion
(Pesada: 30.07mg )

En la tabla XIV se observa la respuesta analitica de seis muestras
preparadas por diluciones de una sola muestra homogénea a una
concentracion igual a la de la referencia, a la escala de 25 %, respecto
al método oficial, utilizando la balanza analitica para la pesada de la
muestra y referencia; calculdndose un coeficiente de variacién menor a
3%.
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6.3.6. Determinacion al 25 % en microbalanza

Tabla XV. Determinacién de la
respuesta analitica a la escala de
25% y parametros estadisticos,
(uso de microbalanza).

Muestras Respuesta
analitica
1 0.796
2 0.8001
3 0.8143
4 0.7967
5 0.7943
6 0.7982
Parametros
estadisticos
Promedio 0.79993333
Desviacion 0.00730881
estandar
Coeficiente 0.91367707
de variacion
(Pesada: 30.418mg )

En la tabla XV se observa la respuesta analitica de seis muestras
preparadas por diluciones de una sola muestra homogénea a una
concentracion igual a la de la referencia, a la escala de 25 %, respecto
al método oficial, utilizando la microbalanza para la pesada de la
muestra y referencia; calculandose un coeficiente de variaciéon menor a
3%.
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6.3.7. Determinacion al 10% en balanza analitica

Tabla XVI. Determinacién de la
respuesta analitica a la escala de
10% vy parametros estadisticos,
(uso de balanza analitica).
Muestras Respuesta
analitica
1 0.7895
2 0.7893
3 0.8021
4 0.7966
5 0.7966
6 0.7958
Parametros
estadisticos
Promedio 0.79498333
Desviacion 0.00487665
estandar
Coeficiente 0.61342733
de variacién
(Pesada: 12.2mg )

En la tabla XVI se observa la respuesta analitica de seis muestras
preparadas por diluciones de una sola muestra homogénea a una
concentracion igual a la de la referencia, a la escala de 10 %, respecto
al método oficial, utilizando la balanza analitica para la pesada de la
muestra y referencia; calculandose un coeficiente de variaciéon menor a
3%.
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6.3.8. Determinacion al 10 % en microbalanza

Tabla XVII. Determinacién de la
respuesta analitica a la escala de
10% vy parametros estadisticos,
(uso de microbalanza).

Muestras Respuesta
analitica
1 0.7802
2 0.7962
3 0.7871
4 0.797
5 0.797
6 0.7806
Parametros
estadisticos
Promedio 0.78968333
Desviacion 0.00810738
estandar
Coeficiente 1.0266626
de variacion
(Pesada: 12.121 mg )

En la tabla XVII se observa la respuesta analitica de seis muestras
preparadas por diluciones de una sola muestra homogénea a una
concentracion igual a la de la referencia, a la escala de 10 %, respecto
al método oficial, utilizando la microbalanza para la pesada de la
muestra y referencia; calculandose un coeficiente de variaciéon menor a
3%.

Para el microescalamiento se probaron los ocho tratamientos
representados en las tablas X a XVII, que contienen las determinaciones
de la respuesta analitica de seis muestras para cada tratamiento, es
decir, cada escala 100%, 50%, 25% y 10% empleando la balanza
analitica y microbalanza calculdndose la media aritmética, desviacion
estandar y coeficiente de variacidon. Las respuestas analiticas fueron
sometidas a un analisis de varianza unifactorial para probar los ocho
tratamientos, cuatro niveles de escala con balanza analitica y cuatro
niveles con microbalanza, donde el factor de interés es la escala y asi
determinar si hay diferencia significativa entre las respuestas analiticas,
(absorbancias) de cada escala. Y someter a validacion el método
analitico de menor escala respecto al método oficial (de 100 % de
escala), que no presente diferencia significativa.
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6.3.9. Analisis de Varianza

Figura 4: Grafica de dispersion de la respuesta analitica vs. Tratamientos.
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* Tratamientos
ba 100 = balanza analitica, escala de 100%
mb100 = Microbalanza, escala de 100%
ba 50 = balanza analitica, escala de 50%
mb50 = Microbalanza, escala de 50%
ba 25 = balanza analitica, escala de 25%
mb25 = Microbalanza, escala de 25%
ba 10 = balanza analitica, escala de 10%
mb10 = Microbalanza, escala de 10%

En la figura 4 se representa graficamente el diagrama de dispersion
para los tratamientos con balanza analitica y microbalanza a cada escala
contra la respuesta analitica, en donde se observa que si existe una
diferencia significativa entre las absorbancias obtenidas de cada
tratamiento, siendo mas marcada la diferencia en los tratamientos de
las escalas menores de 10 % utilizando balanza analitica vy
microbalanza, asi como en la escala de 25 % empleando la balanza
analitica; siendo el tratamiento de la escala de 25 % empleando la
microbalanza, la escala menor que no presenta diferencia significativa.
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Figura: 5 Grafica de caja y de bigote de la respuesta analitica.

Box-and-Whisker Plot

bal00 —— R —
mb100 —1 Fr
@ baso [+ 1 -
S, mb50 ‘e u]
S ba2s — R —
“ mb25 HT 1 B
bal0 -
mb10 [ +T ]
0.77 0.78 0.79 0.8 0.81 0.82

response

* Tratamientos
ba 100 = balanza analitica, escala de 100%
mb100 = Microbalanza, escala de 100%
ba 50 = balanza analitica, escala de 50%
mb50 = Microbalanza, escala de 50%
ba 25 = balanza analitica, escala de 25%
mb25 = Microbalanza, escala de 25%
ba 10 = balanza analitica, escala de 10%
mb10 = Microbalanza, escala de 10%

En la figura 5 se presenta un diagrama de caja y bigote donde los
maximos y minimos asi como la mediana de las respuestas analiticas de
cada tratamiento que estan representados los tratamientos de las
escalas menores de 10 % con balanza analitica y microbalanza son los
que presentan mayor diferencia significativa respecto a los tratamientos
de la escala de 100 %, lo que coincide con el diagrama de dispersién,
que el tratamiento de escala menor que no presenta diferencia
significativa es el de 25 % de escala empleando la microbalanza.
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Figura 6: Tabla de ANDEVA

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 0.000772637 7 0.000110377 2.45 0.0347
Within groups 0.00180432 40 0.0000451081

Total (Corr.) 0.00257696 47

En la tabla de ANDEVA, representada en la figura 6, puesto que el
valor de P es menor a 0.05 se dice que hay diferencia significativa al 5%
entre las cantidades medias de las respuestas analiticas, (absorbancias),
para los ocho diferentes tratamientos.
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Figura 7. Comparacion multiple de los pares de tratamientos.

Multiple Range Tests

Method: 95.0 percent LSD

Count Mean Homogeneous Groups
mb10 6 0.789683 X
ba25 6 0.790317 X
balo 6 0.794983 XX
mb50 6 0.79585 XX
ba50 6 0.796883 XX
mb100 6 0.799667 X
mb25 6 0.799933 X
baloo0 6 0.801083 X
Contrast Difference +/- Limits
bal00 - mbl00 0.00141667 0.007837
bal00 - ba50 0.0042 0.007837
bal00 - mb50 0.00523333 0.007837
bal00 - ba25 *0.0107667 0.007837
bal00 - mb25 0.00115 0.007837
bal00 - balO 0.0061 0.007837
bal00 - mblO *0.0114 0.007837
mb100 - ba50 0.00278333 0.007837
mbl100 - mb50 0.00381667 0.007837
mb100 - ba25 *0.00935 0.007837
mbl100 - mb25 -0.000266667 0.007837
mb100 - balO 0.00468333 0.007837
mbl100 - mblO *0.00998333 0.007837
ba50 - mb50 0.00103333 0.007837
ba50 - ba25 0.00656667 0.007837
ba50 - mb25 -0.00305 0.007837
ba50 - ball 0.0019 0.007837
ba50 - mblO0 0.0072 0.007837
mb50 - ba25 0.00553333 0.007837
mb50 - mb25 -0.00408333 0.007837
mb50 - ball 0.000866667 0.007837
mb50 - mbl0 0.00616667 0.007837
ba25 - mb25 *-0.00961667 0.007837
ba25 - ball -0.00466667 0.007837
ba25 - mblO0 0.000633333 0.007837
mb25 - ball 0.00495 0.007837
mb25 - mbl0 *0.01025 0.007837
bal0 - mbl0 0.0053 0.007837

* denotes a statistically significant difference.

En la figura 7 se aplicd una comparacion multiple a los valores
promedio de las respuestas analiticas de los tratamientos, observandose
en la primera tabla diferencias significativas unas con otros; en el
siguiente tabla de la figura se marca con un asterisco a los pares de
tratamientos entre los que hay diferencia estadistica significativa.
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Figura 8: Grafica de valores medios con un intervalo de 95%, de la repuesta
analitica

Means and 95.0 Percent LSD Intervals

0.81 —

0.805 |~

S EEE:

o | ; % % ]

0.785 - -

response

0.78 & —
bal00 mbl00 ba50 mb50 ba25 mb25 bal0 mbl0

sample

* Tratamientos
ba 100 = balanza analitica, escala de 100%
mb100 = Microbalanza, escala de 100%
ba 50 = balanza analitica, escala de 50%
mb50 = Microbalanza, escala de 50%
ba 25 = balanza analitica, escala de 25%
mb25 = Microbalanza, escala de 25%
ba 10 = balanza analitica, escala de 10%
mb10 = Microbalanza, escala de 10%

Figura 9: Tabla de valores medios con un intervalo de 95%, de la repuesta
analitica

Table of Means

with 95.0 percent LSD intervals

Stnd. error

Count Mean (pooled s) Lower limit Upper limit
bal00 6 0.801083 0.0027419 0.797165 0.805002
mb100 6 0.799667 0.0027419 0.795748 0.803585
ba50 6 0.796883 0.0027419 0.792965 0.800802
mb50 6 0.79585 0.0027419 0.791931 0.799769
ba25 6 0.790317 0.0027419 0.786398 0.794235
mb25 6 0.799933 0.0027419 0.796015 0.803852
bal0 6 0.794983 0.0027419 0.791065 0.798902
mb10 6 0.789683 0.0027419 0.785765 0.793602
Total 48 0.79605

En la figura 9 se presenta la Tabla de valores medios con un
intervalo de 95%, de la repuesta analitica y en la figura 8 la grafica
correspondiente donde se observa de igual manera una diferencia
significativa con respecto a los tratamientos del 100 %, de los
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tratamientos a escala de 10% empleando balanza analitica vy
microbalanza y mostrando que el tratamiento de menor escala que no
presenta diferencia significativa es el método a escala de 25 %
empleando la microbalanza.

Por lo tanto, hay diferencia significativa entre el tratamiento a escala
de 100 %, (empleando balanza analitica y microbalanza) y los
tratamientos a escala de 10 % (empleando balanza analitica y
microbalanza). Dado que, la menor escala o tratamiento que no
presenté diferencia significativa respecto al 100 % es a 25 %
empleando la microbalanza, este tratamiento es el que se procedid a
validar
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6.4. Validacion del método analitico de valoracion a la escala de
259%

6.4.1. Precision del sistema

Tabla XVIII. Precisidon del sistema:
Respuesta analitica, parametros
estadisticos y criterios de aceptacion
Muestras Respuesta
analitica
1 0.7960
2 0.8001
3 0.8143
4 0.7967
5 0.7943
6 0.7982
Parametros
estadisticos
Suma 4.7996
Promedio 0.79993333
Suma de 0.63989334
cuadrados
Desviacidn 0.00730881
estandar
Coeficiente 0.91367707
de variacion

Se prepard un sextuplicado de soluciones, con el método escalado al

25 % utilizando la microbalanza, a la concentracién de la referencia, por
dilucién, como se puede observar en la tabla XVIII; se determind la
respuesta analitica calculdndose los parametros estadisticos: desviacién
estandar, promedio y coeficiente de variacion el cual es menor al 1.5 %,
por lo que el sistema es preciso al cumplir con el criterio de aceptacion
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6.4.2. Exactitud y repetibilidad

Tabla XIX. Exactitud y repetibilidad:
Porciento de recobro, parametros
estadisticos y criterios de aceptacion.

Muestras Porciento de
recobro (%)
1 99.85
2 99.85
3 100.29
4 100.24
5 99.68
6 99.6
Parametros
estadisticos
Suma 599.51
Suma de 59902.4491
cuadrados
Promedio 99.9183333
Desviacion 0.28603613
estandar
Coeficiente de 0.28626992
variacion
Intervalo de
confianza para 96.61 a 100.21
la media
poblacional.

Se prepararon seis muestras con el método escalado al 25 %
utilizando la microbalanza, por pesadas independientes con una adicién
correspondiente del analito de 120 mg; las muestras fueron analizadas
en igualdad de condiciones utilizando como referencia la muestra y se
determind la cantidad recuperada del analito como se observa en la
tabla XIX. Se calculé el intervalo de confianza para la media poblacional
gue incluyé al 100%, el promedio aritmético del porciento de recobro el
cual se incluye en el intervalo de 97 a 103 % vy el coeficiente de
variacion que es menor a 3% por lo que el método es exacto y repetible.
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6.4.3. Precision del método

Tabla XX. Precision del método: Contenido
de analito, parametros estadisticos y
criterios de aceptacion.
Dia | Analista Contenido de
analito (mg)
1 1 119.52
1 1 119.7
1 1 120.68
1 2 121.19
1 2 121.11
1 2 120.25
2 1 119.95
2 1 120.28
2 1 121.17
2 2 120.22
2 2 120.89
2 2 121.89
Parametros
estadisticos
Suma 1446.85
Promedio 120.570833
Suma de 174453.356
cuadrados
Desviacion 0.70360705
estandar
Coeficiente de 0.58356323
variacion

Se analizé por triplicado la muestra con cantidades cercanas a 120
mg en dos dias diferentes por dos analistas distintos en igualdad de
condiciones con el método escalado al 25 % utilizando la microbalanza.
Como se observa en la tabla XX. Se reportd la valoracion
(concentracién) de las muestras, calculandose el promedio aritmético
desviacidon estandar y el coeficiente de variacion el cual es menor a 3%
por lo que el método es preciso.
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6.4.4. Linealidad del método

Tabla XXI. Linealidad del método: cantidad recuperada, cantidad adicionada,
porciento de recobro, parametros estadisticos y criterios de aceptacion.
Muestras Cantidad Cantidad Porciento de
recuperada adicionada recobro (%)
(mg) (mg)
1 23.987 24.01 99.9042066
2 24.127 24.014 100.470559
3 23.941 24.008 99.7209264
4 30.231 30.103 100.425207
5 30.231 30.104 100.421871
6 30.026 30.100 99.7541528
7 36.359 36.040 100.885128
8 36.100 36.031 100.191502
9 36.248 36.038 100.582718
Parametros
estadisticos
Suma 902.35627
Suma de 90473.1414
cuadrados
Promedio 100.261808
Desviacion 0.39851214
estandar
Coeficiente de 0.39747153
variacion
Coeficiente de 0.99982145
Determinacién
Ordenada al -0.3891
origen
Pendiente 1.01591595
Intervalo de
confianza para 0.9986 a 1.033
la pendiente
Intervalo de
confianza para -0.914 2 0.136
la ordenada al
origen

Se prepard por triplicado una muestra correspondiente al 100%,
(120mg) se selecciond un nivel inferior correspondiente a 80 %, y un
nivel superior correspondiente a 120 %, también preparados por
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triplicado, con el método escalado al 25 % utilizando la microbalanza, se
analizaron en igualdad de condiciones por un mismo analista utilizando
la muestra como referencia. Como se puede observar en la tabla XXI se
determind la cantidad del analito recuperada y adicionada, el intervalo
de confianza para la pendiente, el cual incluye la unidad, el intervalo de
confianza para la ordenada al origen poblacional que incluye el cero, el
promedio aritmético del porciento de recobro que se incluye en el
intervalo de 97 a 103 % vy el coeficiente de variacion es menor a 3%; se
anexa la gréafica de Cantidad adicionada (x) vs. Cantidad recuperada
(y); y se incluye la ecuacidn de su linea y el coeficiente de
determinacion que es mayor a 0.98 como se observa en la figura 10.
Los criterios de aceptacion cumplen con las especificaciones y por lo
tanto el método es lineal.

Figura 10: Grafica de Linealidad del método (25 % de escala).

r2= 0.9998
y=1.0159X-0.3891

61



6.4.5. Linealidad del sistema

Tabla XXII: Linealidad del sistema,
concentracion tedrica, respuesta analitica y
criterios de aceptacion

Concentracion | Respuesta analitica
tedrica (absorbancia)
(mg)
24 0.621
24 0.6243
24 0.6252
27 0.7098
27 0.6995
27 0.7086
30 0.7814
30 0.7849
30 0.7794
33 0.8644
33 0.8691
33 0.874
36 0.9435
36 0.9462
36 0.9454
Parametros
estadisticos
Coeficiente de 0.99944371
determinacion
Ordenada al -0.0000821
origen
pendiente 0.02687556
Intervalo de 0.02611 a 0.02612
confianza para
la pendiente

Se prepararon por triplicado niveles de concentracion equivalentes a
80%, 90%, 100%, 110% y 120%. Con el método escalado al 25%
utilizando la microbalanza. Como se observa en la tabla XXII, se
determind la respuesta analitica en igualdad de condiciones,
calculandose la pendiente, ordenada al origen y coeficiente de
determinacion el cual es mayor a 0.98 y el intervalo de confianza para la
pendiente, que no incluye el cero. Se anexa en la figura 11 la grafica
correspondiente de concentracidn (x) vs. Respuesta analitica (y) que
incluye la ecuacion de su linea y el coeficiente de determinacion. Asi los
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criterios de aceptacion cumplen con las especificaciones y por lo tanto el
sistema es lineal.

Figura 11: Grafica Linealidad del sistema, (25 % de escala)

r2= 0.9999
y=0.02687X-0.0000821
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6.4.6. Robustez

Tabla XXIII. Robustez: Concentracidn en porcentaje, promedio aritmético de la
concentracion en porcentaje y criterios de aceptacion

Concentraciones promedio aritmético de
Muestra expresadas en la concentracion en
porcentaje (%) porcentaje
1 Grado técnico 101.43
2 Grado técnico 101.36 101.64
3 Grado técnico 102.13
1 Grado reactivo 100.00
2 Grado reactivo 101.60 100.90
3 Grado reactivo 101.10
1 Grado analitico 99.20
2 Grado analitico 100.20 100.00
3 Grado analitico 100.60
Criterios de
aceptacion
dil 0.74
di 2 0.90

Se desarrollo el método en tres condiciones distintas, con el método
escalado al 25% en la condicidon normal de operacién se empled como
disolvente para la muestra metanol grado reactivo y como condiciones
distintas metanol grado técnico y metanol grado analitico, se analiz6
cada condicién por triplicado. Como se observa en la tabla XXIII se
reportd la valoracién para las tres condiciones expresadas en porciento,
se calculo el promedio aritmético para cada condicion y la diferencia
absoluta de cada condicion diferente respecto a la condicion normal. La
diferencia absoluta de ambas condiciones diferentes no es mayor a 3%
por lo tanto el método mantiene su desempefio con las variaciones
propuestas.
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6.4.7. Resumen de resultados de la validacion al 25 %

Tabla XXIV. Resumen de resultados de validacion de la escala a 25 %

Parametro de | Criterio de aceptacion Resultado Cumple
desempeiio obtenido
Precision del C.V £15% C.V = 0.9136% Si
sistema
Exactitud y I.C. (n) debe incluir el 100% | I.C.(n)=96.61 a 100.21
repetibilidad La media aritmética del % de | Media = 99.918 %
recobro se debe incluir en el Si
intervalo de 97 a 103 % C.V. = 0.2862 %
C.V. < 3.0%
Precision del C.V. £ 3.0% C.V. = 0.5835 % Si
método
Linealidad del C. adicionada vs. C. C. adicionada vs. C. recuperada
método recuperada r2 = 0.9998
r2 > 0.98 I.C. (b) = 0.9986 a 1.0331
I.C. (b) debe incluir la I.C. (a) = -0.914a 0.136
unidad
I.C. (a) debe incluir el cero . Si
Porciento de recobro Porciento de recobro
La media aritmética del % de | media = 101.26
recobro se debe incluir en el C.V.= 0.3974 %
intervalo de 97 a 103 %
C.V. del % de recobro <
3.0%
Linealidad del rz2 > 0.98 rz = 0.9994
sistema I.C. (b) no debe incluir la I.C. (b) = 0.02611 a 0.02612 Si
unidad
Robustez di| < 3.0% Grado técnico
Idi 1l = 0.74 % Si

Grado analitico
|di 2| = 0.90 %

La validacion del

método analitico de valoracién de paracetamol,

al

tratamiento o escala de 25 %, empleando la microbalanza para la pesada de la
muestra; cumple con los criterios de aceptacién para cada uno de los
parametros de desempefio evaluados como se puede observar en la tabla
XXIV. De esta forma se considera que el método microescalado satisface los
requisitos para la aplicacion analitica.
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6.4.8. Comparacion grafica de respuesta analitica vs.
concentracion del método a 100 % de escala, (método oficial) y
el método a 25 % de escala, utilizando microbalanza.

Figura 12. Grafica comparativa de respuesta analitica vs. Concentracion del método a
100 % de escala, (método oficial) y el método a 25 % de escala, utilizando
microbalanza.

Serie 1
r2= 0.99970
y=0.006518X+0.00777

—— Seriel

Serie 2 —— Seriez
r2=0.9999

y=0.02687X-0.0000821

Se presenta en la figura 12. la grafica respuesta analitica vs.
concentracidén correspondiente a la comparacion de linealidad entre el
método a 100 % de escala, (método oficial) y el método a 25 % de
escala utilizando microbalanza. En ambas series de cinco
concentraciones diferentes no existe una diferencia significativa, asi
ambos métodos pueden ser utilizados para la valoracién de paracetamol
como materia prima.
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6.4.9. Comparacion de gasto de recursos y generacion de
desechos para ambos métodos, a 100 % de escala, (método
oficial) y a 25 % de escala, utilizando microbalanza.

Tabla XXV. Comparacion de gasto de recursos para ambos métodos, a 100 % de
escala, (método oficial) y a 25 % de escala, utilizando microbalanza

Escala 100% | Escala 100% Escala a 25% | Escala a 25%
(método (método utilizando la utilizando la
oficial) oficial) microbalanza microbalanza
Reactivo Cantidad Costos Cantidad Costos
(Dolares) (Doélares)
Paracetamol 360 mg $ 0.25 90 mg $ 0.06
Agua 1800 mL $1.20 375 mL $ 0.25
destilada
Metanol 30 mL $0.17 7.5 mL $ 0.04

*Cantidades y costos considerados para una valoracion por triplicado.

Tabla XXVI. Comparacién de generacion de desechos
para ambos métodos, a 100 % de escala, (método
oficial) y a 25 % de escala, utilizando microbalanza.

Escala Cantidad
100 %, (método oficial). 2100 mL
25 9% utilizando microbalanza. 382.5 mL

*Generacion de desechos considerados para una valoracion por triplicado.

En la tabla XXV. La comparacién de gasto de recursos para ambos
métodos, a 100 % de escala, (método oficial) y a 25 % de escala,
utilizando microbalanza muestra un ahorro total tanto de reactivos como
econdmicamente del 75%, por lo que el método analitico a menor escala
es mas favorable por este beneficio.
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En la tabla XXVI. La comparacidon de generacién de desechos para
ambos meétodos, a 100 % de escala, (método oficial) y a 25 % de
escala, utilizando microbalanza. Se demuestra una disminucidon en un 75
% considerable en la generacién de desechos por lo que el método
analitico a menor escala es mas adecuado.
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7. Conclusiones

Se disend, desarrolld y validé el método analitico a microescala, 75 %
menor respecto al método oficial de la valoracién de paracetamol por
espectrofotometria ultravioleta, siendo preciso, eficaz y que cumple con
los parametros de desempeno de la Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos, (FEUM).

Ambos métodos, el oficial y a la escala de 25 % empleando la
microbalanza para la pesada de la muestra, satisfacen los requisitos
para la valoracién de paracetamol, ya que son lineales, precisos
reproducibles y repetibles en un rango de 80 a 120 %.

De esta forma se contribuye en el campo de la ecologia al disminuir
la cantidad de materiales de desecho, asi como la reduccién en el
consumo de materiales en un 75% vy facilita la ensefianza experimental
en laboratorios de quimica analitica y de control de calidad.
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