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Validaciéon dg un m¢todo €spectrofotométrico para Petermina Wegtaminofén ¢n tablgtas

INTRODUCCION

La industria farmacéutica tiene el objetivo de producir medicamentos de calidad y con total
garantia de seguridad. Para poder conseguir un dominio de la calidad surge del concepto de
validacion, por lo cual se puede decir, que el grado de seguridad depende de la validacion de los
procesos, sin olvidar que para tener medicamentos seguros y eficaces de forma continua es

importante la calidad constante.

La validacion, es la evidencia documentada que demuestra que a través de un proceso especifico se

obtiene un producto que cumple consistentemente con las especificaciones de calidad establecidas

(NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-059-SSA1-2006).

Para la validacion es necesario que se cumplan con las Buenas Practicas de Laboratorio con las que
se garantiza la calidad a los procesos y condiciones, bajo los cuales se han de planificar, realizar,
controlar, registrar, archivar e informar los estudios realizados. EI cumplimiento con este estandar

proporciona una garantia publica de los derechos, la seguridad y el bienestar de los consumidores.

(Buenas Précticas de Laboratorio)

La validacion de un método analitico debe realizarse con la materia prima de referencia y un
medicamento de prueba, en ambos se utiliza la misma técnica de validacion. Si se tiene disponible
el placebo de la forma farmacéutica, se debe realizar la validacion mediante la determinacion del
porcentaje de recuperacion, al mismo tiempo realizar la validacion mediante el método de estandar

adicionado, esto es, agregar a cada medicamento cantidades conocidas del farmaco y determinarlo.

(NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-177-SSA1-1998).

El acetaminofén (paracetamol) presenta accion analgesica, al impedir la formacion de
prostaglandinas en el organismo. Las prostaglandinas se producen en respuesta a una lesién, o a

ciertas enfermedades, y provocan dolor, entre otros efectos.

A diferencia de la aspirina, el paracetamol no posee efecto lesivo sobre la barrera mucosa del tracto

gastrointestinal, no produce disfuncién plaquetaria, posee mayor rango terapéutico.

Universidad Nacional datdnoma dg M¢xico 7



Validaciéon dg un m¢todo €spectrofotométrico para Petermina Wegtaminofén ¢n tablgtas

El acetaminofén es un &cido débil y tiene un pKa de 9.5 debido a su grupo hidroxilo aromatico.
La absorcion digestiva (oral y rectal) es rapida consiguiéndose niveles terapéuticos (10-20 pg/Kg)
y efecto clinico entre 30 min y 2 horas después de una dosis (10-15 mg/Kg cada 4 horas). El
volumen de distribucion es 0.9-1 L/Kg, y la union a proteinas transportadoras es practicamente
insignificante. La eliminacion, via urinaria tras su metabolizacion en gran parte en el higado,
muestra una cinética de primer orden, con una vida media de 2-4 horas, alargandose en nifios,
ancianos y en pacientes con disfuncion hepatica. Los efectos clinicos persisten 3-4 horas después

de ingerir la dosis terapéutica.

El método que se utilizara para llevar a cabo la determinacion del acetaminofén, es por
espectrofotometria. Este método de cuantificacion es empleado en laboratorios quimicos y clinicos

en todo el mundo.

El acetaminofén es soluble en 1 en 70 partes de agua y en 1 en 20 partes de agua caliente. Por lo
que el disolvente es un punto importante para espectroscopia ultravioleta-visible, debe ser
transparente en la region del espectro donde absorbe el paracetamol y debe disolver una cantidad

suficiente de la muestra para obtener un espectro confiable del analito.

Esta tesis esta conformada por cuatro capitulos y un anexo. En el primer capitulo se presenta las
generalidades, monografia del acetaminofén, los conceptos como validacion y su importancia. En el
segundo se menciona el fundamento del método desarrollado para la cuantificacion del
acetaminofén, asi mismo el desarrollo experimental. En el tercero se aborda los resultados
emanados de esta validacion. Se presentan las conclusiones en el cuarto capitulo y para finalizar

la bibliografia.

El presente trabajo es, una guia de validacion de métodos analiticos, que hace mas facil y
productivo el trabajo rutinario en un laboratorio, partiendo del hecho de que se deben cumplir con

todos los atributos de confiabilidad.

Universidad Nacional datdnoma dg M¢xico 8



Validacion dg un m¢todo €spectrofotométrico para Peterminar degtaminofé en tabletas

OBJETIVO GENERAL

e Desarrollar y validar un método analitico por espectroscopia visible para la

cuantificacion de acetaminofén en tabletas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Desarrollar un método de cuantificacién de los azo-compuestos, que sea facil de
realizar en el laboratorio 3D y menos costoso que otros métodos de cuantificacion.
e Efectuar la validacion del método analitico elaborado, evaluando los parametros
correspondientes a especificidad, linealidad, precision, repetibilidad, reproducibilidad

y estabilidad.

e Una vez validado el método que se desarrolld, cuantificar el acetaminofén en tabletas

comerciales.

Universidad Nacional dutdnoma de México 9



Validaciéon de un mé¢todo €spectrofotométrico para Peterminar fdegtaminofén en tabletas

CAPITULO1

GENERALIDADES

Universidad Nacional dutdnoma de M¢xico
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Validaciéon de un mé¢todo €spectrofotométrico para Peterminar fdegtaminofén en tabletas

1.1 MONOGRAFIA DE ACETAMINOFEN

Nomenclatura

Nombre quimico: Acetaminofén, p-acetamidofenol, p-acetaminofenol, N-acetil-p-aminofenol,
4’-hidroxiacetanilida,  p-hidroxiacetanilida,  4-hidroxifenilacetamida, = N-(4-hidroxifenil)
acetamida, N-p-hidroxifenilacetamida.

Nombre genérico: Acetaminofén, Acetofenum, Paracetamol.

Nombres comerciales: Abensanil, Acamol, Acetalgin, Amadil, Anaflon, Apamide,

Calpol, Cetadol, Datril, Dirox, Eneril, Febrilix, Finimal,
Gelocatil, Naprinol.

Formula: CsHoNO»

Peso Molecular: 151.16 g/mol

Composicion: C 63.56%, H 6.00%, N 9.27%, O 21.17%

Apariencia: Polvo cristalino, blanco, inodoro y ligeramente amargo. El acetaminofén

esun acido débil.

Propiedades Fisicas

Punto de fusion: 169- 170.5°C

pKa2s’c=9.5

Densidad 5o = 1.293g/mL

Solubilidad
Un gramo se disuelve en 70 partes de agua y en 20 de agua caliente, en 7-10 partes de etanol, en
13 partes de acetona, soluble en metanol, dimetilformamida, dicloruro de etileno, acetato de etilo
y en disoluciones de hidroxidos alcalinos, ligeramente soluble en cloroformo 1 parte en 50 y
practicamente insoluble en éter, éter de petrdleo, pentano, benceno y diclorometano. Una
disolucion acuosa saturada presenta un pH entre 5,1 y 6,5, 2 25° C  (Florey)
1.Caracteristicas Farmacocinéticas

Farmacocinética y Metabolismo

Después de ingerir algin medicamento que contenga acetaminofén, este se absorbe en forma
rapida y casi completa en el tubo gastrointestinal. Su concentracion plasmatica llega a un

maximo en 4 0 a 60min

Universidad Nacional dutdnoma de M¢xico 11



Validaciéon de un mé¢todo €spectrofotométrico para Peterminar fdegtaminofén en tabletas

y la vida media en plasma es de 1 a 2 horas, después del consumo de dosis terapéuticas. El
acetaminofén se distribuye de manera relativamente uniforme en casi todos los liquidos

corporales.

Es variable la union de este fArmaco a proteinas plasmaticas y s6lo 20 a 50% puede ligarse en las

concentraciones que se detectan durante la intoxicacioén aguda.

Después de dosis terapéutica, en orina es posible identificar 90 a 100% del farmaco, en las
primeras 24 horas después de conjugacion hepatica con acido glucuréonico (60% en promedio),
acido sulfurico (35% aproximadamente) o cisteina (en promedio 3%); también se han detectado
cantidades pequefias de metabolitos hidroxilados y desacetilados. Los nifios muestran menor
capacidad de glucuronidacion del acetaminofén que los adultos. Una proporcion pequeia del
farmaco muestra N-hidroxilacion mediada por citocromo P450 hasta formar N-
acetilbenzoquinoneimina, un producto intermediario fuertemente reactivo que reacciona en
circunstancias normales con los grupos sulthidrico del glutation. Sin embargo, después de la
ingestion de grandes dosis de acetaminofén se forma el metabolito en cantidades que agotan el
glutation hepatico, en dichas circunstancias, aumenta la reaccion con grupos sulthidricos en
proteinas hepaticas y pueden presentarse necrosis de hepatocitos, tal vez en parte como
consecuencia de la acumulacion intracelular de calcio, activacion de la endonucleasa que

depende de dicho ion y fragmentacion resultante del dcido desoxinucleico. rang )

Los parametros farmacocinéticos caracteristicos son:

<> Biodisponibilidad: 75-90%

o T medio de eliminacién: 1,5-3 horas

<> T maxima: 30-90 minutos

<> aclaramiento total: 4.5-5.5 mg/kg /minuto
<> volumen distribucion: 1L/kg

Universidad Nacional dutdnoma de M¢xico 12



Validaciéon de un mé¢todo €spectrofotométrico para Peterminar fdegtaminofén en tabletas

Metabolismo excretado en orina

1-4% Paracetamol Inalterado
Menor al 1% 3- metiltio-4-OH-acetanilida
20-30% Conjugado Sulfato
40-60% Conjugado Glucuronato
5-10% 3-OH-3-sulfato

3-metoxiglucuronato

3-metoxisulfato

5-10% Conjugado cisteina y acido mercapturinico

2.Aplicaciones Terapéuticas

La dosis oral habitual de acetaminofén es de 325 a 1 000 mg la dosis diaria total no debe rebasar
los 4g. En nifios, la dosis unica es de 40 a 480 mg, segun la edad y el peso corporal y es mejor no
administrar mas de cinco dosis en 24 horas. El criterio de dosis es 10 mg/Kg de peso también

puede utilizarse. (Goodman)

3.Reacciones adversas

Con dosis terapéuticas, se pueden presentar efectos secundarios como mareo, vomito, diarrea y
desorientacion y en algunas ocasiones pueden aparecer reacciones alérgicas cutdneas. Es posible
que la ingestion regular de dosis elevadas durante un periodo prolongado aumente el riesgo de
lesion renal. La ingestion de 15g de acetaminofén puede ser fatal ya que causa una severa

hepatotoxicidad con necrosis lobular central. (Goodman)

Universidad Nacional dutdnoma de M¢xico 13



Validaciéon de un mé¢todo €spectrofotométrico para Peterminar fdegtaminofén en tabletas

1.2 METODOS ANALITICOS UTILIZADOS PARA DETERMINACION DE
ACETAMINOFEN

Los métodos analiticos para la determinacion de acetaminofén son:

<> Espectroscopia de infrarrojo

<> Espectroscopicos de ultravioleta y visible
<> Espectrofluorométria

<> Cromatograficos

<> Electroquimicos

<> Titulométricos

Espectroscopia de infrarrojo

La espectroscopia de infrarrojo, requiere de una previa separacion del analito de la forma
farmacéutica, mediante sonicacion y posteriormente una filtraciéon usando una membrana de
nylon de un didmetro de 0.45um. El pico principal se detecta a 1515cm™. Los solventes que se
emplean son cloroformo y cloruro de metilo y los limites de deteccion para esta técnica se
encuentran entre 14 y 8 pg/mL respectivamente. Al emplear esta técnica no debe existir ninguna
otra interferencia con fAirmacos como: cafeina, acido acetilsalicilico y 4acido ascorbico; también
se sabe que los errores al hacer la determinacion del acetaminofén por espectroscopia de luz

infrarroja se encuentran alrededor del 3%. (Martinez Castillo)
Espectrofotométricos

Se basan principalmente en la deteccion de acetaminofén, previa formacion de un derivado en el
rango del visible, la mayoria de los métodos se enfocan en la formaciéon de compuestos
coloridos, a través de reacciones de 6xido- reduccién con acetaminofén, este tipo de reacciones
ofrecen la ventaja de que la determinacion se vuelve especifica solo para el acetaminofén.

Este tipo de métodos trabajan con cantidades de microgramos y sus resultados en general oscilan

entre 0.5 a 1.4 de desviacion estdndar y 99.8 a 100.8 por ciento de recobro. (Ledesma)

Universidad Nacional dutdnoma de M¢xico 14
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Espectrofluorométrico.

Para este método se realiza una previa oxidacion del analito utilizando como agente oxidante al
hipoclorito de sodio, para formar el fluoréforo 2,2-dihidroxi-5.5-diacetildiaminobifenil, este
método se ha aplicado satisfactoriamente, obteniendo una linealidad entre 0.1 y 100 pg/mL
mientras que el limite de deteccion es de 0.01 pg/mL tanto para el analito dentro de la forma

farmacéutica como en fluidos bioldgicos. (Martinez Castillo)

Cromatograficos

La cromatografia de liquidos (HPLC), es una técnica, empleada para la cuantificaciéon en forma
farmacéutica acetaminofén asi como de sus principales metabolitos. Para el desarrollo de esta
técnica se requiere que los metabolitos del acetaminofén sean diluidos en agua y posteriormente
filtrados por una membrana de 0.45um, la deteccidén se realiza por espectrofotometria UV a

248nm.

La cromatografia en capa fina presenta utilidad para la cuantificacion de acetaminofén. Para el
desarrollo de este método se realiza una extraccion con una solucion acuosa al 20% de metanol y
posteriormente porciones de 20 mL del extracto se aplican en placas cubiertas de silica gel 60F y

posteriormente se revela la placa utilizando una lampara U.V. a 254nm. (Martinez Castillo)
Electroquimico

Se lleva a cabo la determinacion del acetaminofén y sus metabolitos, el intercambio de los
electrones involucrados en la oxidacion de acetaminofén que se encuentra en 2.1+0.1. Con ello

se observa que el producto de la oxidacion es el N-acetil-p-quinoneimina, en si esta conversion

de acetaminofén a N-acetil-p-quinoneimina participan dos electrones y dos protones. (arreguin)

Universidad Nacional dutdnoma de M¢xico 15
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Titulométricos

Otro procedimiento son las titulaciones con nitrito de sodio del p-amino fenol, producto de
hidrolisis del acetaminofén, utilizando un indicador visual o un potenciémetro para visualizar el
punto de titulacion.

Otro método volumétrico utiliza solucion valorada de sulfato cérico, como titulante o la

utilizacion del metoxido de sodio en benceno-metanol en un medio de dimetil formamida. (Arreguin)

1.3 DEFINICION DE VALIDACION

La validacioén de un método analitico, es el proceso que establece estudios en laboratorio, que las
caracteristicas de desempefio del método cumple los requisitos para las aplicaciones analiticas
previstas. Las caracteristicas de desempefio analitico que deben considerarse en la validacién
son: especificidad, exactitud, precision, linealidad, reproducibilidad, repetibilidad, limite de

deteccion, limite de cuantificacion, robustez y tolerancia.

En el caso que resulte necesario una nueva validacion en las siguientes circunstancias:
presentacion de un método analitico diferente, la sintesis del farmaco, cambio en la composicion

de la forma farmacéutica o una materia prima. (use3o)

1.4 REVISION DE LA NORMA NOM-059-SSA1-2006

NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-059-SSA1-2006, BUENAS PRACTICAS DE
FABRICACION PARA ESTABLECIMIENTOS DE LA INDUSTRIA QUIMICO
FARMACEUTICA DEDICADOS A LA FABRICACION DE MEDICAMENTOS.

Validacion, es la evidencia documentada que se demuestra que a través de un proceso especifico
se obtiene un producto o un proceso, o un método analitico que cumple consistentemente con las

especificaciones de calidad establecidas.

Los procesos para productos deben ser validados en base a protocolos que tomen en cuenta los

siguientes aspectos:

Universidad Nacional dutdnoma de M¢xico 16



Validaciéon de un mé¢todo €spectrofotométrico para Peterminar fdegtaminofén en tabletas

1. El personal responsable de la fabricacion y control de los medicamentos, incluyendo

personal  temporal, debe estar calificado, con base en su experiencia, formaciéon o

capacitacion, para la funcion que desempena. La calificacion debe estar documentada.

2. Debe existir un plan para definir los requerimientos de los productos, los procesos, los
sistemas criticos y servicios y el alcance de la instalacion.

3. La documentacion de la validacion debe estar completa, ordenada y disponible.

4. Debe existir un sistema de control de cambios que regule las modificaciones que puedan

afectar la calidad del producto y/o la reproducibilidad del proceso, método o sistema.

5. Los procesos deben ser objeto de revalidacion en base a politicas que establezca la

empresa para garantizar que siguen siendo capaces de proporcionar los resultados

previstos.

6. Los métodos analiticos deben ser validados.

Control del laboratorio analitico.

1. Contar con especificaciones escritas para evaluar cada lote de materia prima, producto
a granel y producto terminado.

2. Se debe contar con procedimientos para el muestreo de insumos, producto a granel,
producto en proceso y producto terminado.

3. Se debe contar con métodos de andlisis validados de acuerdo a esta Norma Oficial
Mexicana.

4. Se debe contar con un programa de calibracion de instrumentos de medicion.

5. Deben conservarse muestras de retencion representativas de cada lote de producto, asi
como de cada uno de los materiales involucrados en la fabricacion de éste. El tiempo de
retencion debe ser de cuando menos 1 afio después de su fecha de caducidad.

6. Deben existir PNO’s para la limpieza, mantenimiento y operacion de cada uno de los
instrumentos y equipos del laboratorio analitico que contemplen los registros
correspondientes.

7. Los reactivos deben prepararse de acuerdo con la farmacopea de los Estados
Unidos Mexicanos y suplementos vigentes.

8. La etiqueta de los reactivos debe indicar como minimo: nombre, fecha de
preparacion, nombre de quien lo prepard, referencia de su registro, concentracion,
factor de wvaloracion, caducidad, condiciones de almacenamiento, fecha de
revaloracion y fecha de recepcidon cuando se compren preparados.

9. Las sustancias de referencias primarias y secundarias deben fecharse, almacenarse,
manejarse y utilizarse de manera que no se afecte su calidad
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La validacion de un método analitico debe de cumplir con los parametros establecidos con la guia
de validacion con las siguientes caracteristicas: la linealidad, exactitud, precision, reproducibilidad

y/o repetibilidad y especificidad.

La linealidad de un sistema o método analitico es su habilidad para asegurar que los resultados
analiticos, los cuales pueden ser obtenidos directamente o por medio de una transformacion
matematica bien definida, son proporcionales a la concentracién de la sustancia dentro de un

intervalo determinado.

La exactitud de un método analitico, es la concordancia entre un 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 han adicionado cantidades conocidas de la sustancia.

La precision de un método analitico, es el grado de concordancia entre resultados analiticos
individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes muestreos de una
muestra homogénea del producto. Usualmente se expresa en términos de desviacion estandar o del

coeficiente de variacion.

Reproducibilidad, es la precision de un método analitico expresada como la concordancia entre
determinaciones independientes realizadas bajo condiciones diferentes: diferentes analistas, en
diferentes dias, en los mismos y/o diferentes laboratorios utilizando los mismos y/o diferentes

equipos.

Repetibilidad es la precision de un método analitico expresada como la concordancia obtenida
entre determinaciones independientes realizadas bajo las mismas condiciones de analista, tiempo,

aparato, laboratorio.

Especificidad, es la habilidad de un método analitico para obtener una respuesta debida inicamente

a la sustancia de interés y no a otros componentes de la muestra.
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Estabilidad, es la propiedad de un medicamento contenido en un envase de determinado material
para mantener durante el tiempo de almacenamiento y uso las caracteristicas fisicas, quimicas,
fisicoquimicas, microbioldgicas y bioldgicas entre los limites especificados.

1.5 CLASIFICACION DE METODOS ANALITICOS

En funcién de su estado de regulacion.

X/
°

Métodos Compéndiales Farmacopéicos: Todos aquellos métodos que
aparecen en cualquier farmacopea (FEUM, USP, BP)
< M¢étodos no Farmacopéicos: Aquellos métodos que no aparecen

publicados en este tipo de compendios.

En funcion de su aplicacion (NOM-059-SSA1 y NOM-073-SSA1)

K/
*

Meétodo para producto a granel

X/
°

Meétodo para producto terminado

X/
°e

Meétodo para materia prima

Método indicador de estabilidad

X/
*

En funcién de su proposito analitico

X2 Método para cuantificar el analito (contenido y potencia)
X M¢étodo para establecer la presencia del analito a un limite
<> Método para identificar el analito.

En funcion de la naturaleza de la respuesta analitica

<> Método fisico quimico, cuando la respuesta es de caracter fisico
(absorcion de luz, emision de luz y voltaje) o quimico (consumo
de iones)

X M¢étodo bioldgico, cuando la respuesta es de caracter biologico

(Crecimiento microbiano, inhibicion, etc.)
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1.6 PLANIFICACION PARA LA VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Investigacion
Bibliografica
[
E=zpecificidad
[ | 1
Desarrollo del siskema Deszarrollo del método
Linealidad Exactituc Precizion

Estabilidad de la muestra

Diagrama de trabajo de validacion de un método analitico para determinar

acetaminofén en tabletas de 500mg
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CAPITULO 1II

DESARROLLO
EXPERIMENTAL
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2.1 FUNDAMENTO DEL METODO DESARROLLADO PARA CUANTIFICAR,
ACETAMINOFEN.
La metodologia analitica para la determinacion de acetaminofén en tabletas de 500mg, consta
de los siguientes pasos: Hidrolisis del acetaminofén, obtencion del azo-compuesto
correspondiente, con acido nitroso, obtenido en situ a partir de nitrito de sodio y acido

clorhidrico, y la copulacion de éste compuesto, con la N,N-dimetilanilina

0}

X

HN CHs NH;

OH OH

NH, NG

N
NaNO,

OH OH

HaC
N—CHs

@ — F

/N\

HaC CHs

N

OH

OH

Se pesa con exactitud, 25 mg de acetaminofén y se diluye para obtener una concentracion
lpug/mL para luego tomar una alicuota de 355 pL y colocarla en un vaso de precipitado de
100 mL, se adiciona 5 mL de agua destilada, 1 mL de acido clorhidrico concentrado, se
homogeniza la disolucidon para luego llevar a un bafio maria durante 40 min, en ebullicion,

manteniendo el volumen de la disolucion con agua destilada.
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Se coloca la disolucion en bafio de hielo y después de llegar a una temperatura de 3°C, se
realiza la diazoacion adicionando 80 pL de nitrito de sodio al 20%, La disolucion tiene un pH
acido por lo cual se adiciona lentamente hidroxido de sodio al 10% hasta llegar a un pH de 10.
Se afiade 12.8 uL N-N-dimetilanilina, se transfiere a un matraz aforado de 10 mL. La
copulacion de la sal de diazonio con fenoles y aminas aroméaticas genera azo-compuestos. La

obtencion de un colorante diazonico.

2.2 MATERIAL

Matraces volumétricos de 100 mL
Matraces volumétricos de 50 mL
Matraces volumétricos de 25 mL
Matraces volumétricos de 10 mL

Vasos de precipitado de 250 mL

Vasos de precipitado de 100 mL

Vasos de precipitado de 50 mL

Espatula de Niquel

Micropipeta 100-1000 pL. Wiggen Hauser
Micropipeta 0-200 pL Pipetman- Gilson
Celdas de plastico

Embudos de filtracion

Frascos de 45 mL

Mortero y pistilo de porcelana

Naves

Papel filtro Whatman No 40

Pipeta Pasteur

Pizeta

Anillo metalico

Soporte universal

Termometro
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EQUIPO:
Balanza analitica marca Sartorius modelo BP210S con una capacidad maxima de 210g, d =
0.1 mg, Espectrofotometro HITACHI PERKIN-ELMER Coleman 139 UV-VIS con celdas
de plastico, de 1 cm de paso Optico

Refrigerador con temperatura controlada

REACTIVOS:
Acido Clorhidrico concentrado
N-N- Dimetilanilina
Disolucion de Hidroxido al sodio 10 %
Disolucion de Nitrito de sodio al 20 %
Agua destilada
Referencia de acetaminofén pureza 90%
Excipientes:
Avicel PH 102
Kollidon VA 64
Kollidon CL
Estearato de Magnesio USP
Aerosyl 200

DESARROLLO EXPERIMENTAL

Es necesario conocer la longitud de onda de maxima absorcion de la sustancia de referencia del
acetaminofén, obtenida de la condensacion del azo-compuesto, para lo cual se realizé un
barrido espectrofotométrico de una disolucion estandar del derivado azoico del acetaminofén,

preparada a una concentracion equivalente a 32 pg/mL de acetaminofén.

Después de la preparacion del complejo colorido, se determind la absorbancia de este derivado,
utilizando un espectrofotoémetro Uv-visible, HITACHI PERKIN-ELMER modelo Coleman 139
y celdas de plastico de un centimetro de paso dptico, el blanco a utilizar fue de agua destilada

y el intervalo del visible.
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La longitud de onda de maxima absorcién del compuesto de copulacion experimental, fue de
430 nm a temperatura ambiente y utilizando celdas de plastico de 1 cm de paso 6ptico.

Para pesar las muestras se utiliz6 una balanza analitica marca Sartorius de méxima capacidad
de 210 gd = 0.1 mg y para la toma de las alicuotas, se utilizaron micropipeta de 100-1000 uL
Wiggen-Hauser y de  0-200 puL Pipetman-Wilson.

*Temperatura ambiente: A menos que se indique algo diferente, todas las temperaturas en el

laboratorio son a temperatura ambiente por lo cual se realizaron a 25° C (usp 30)

METODOLOGIA PARA REALIZAR LA VALIDACION DEL SISTEMA

2.3 ESPECIFICIDAD

Se debe realizar un barrido espectrofotometro en un intervalo de 350 a 500 nm de las

disoluciones siguientes:

X Disolucion de la referencia de acetaminofén a una concentracién equivalente de
32ug/mL
X Disolucion de la muestra de placebo cargado con acetaminofén a una concentracion

equivalente de 32ug/mL

< Disolucion de la cantidad de placebo equivalente a 32pg/mlL.

A todas estas disoluciones se les realizo el mismo procedimiento diazoacion y copulacion

Célculo para la preparacion de la disolucion de la muestra de referencia de acetaminofén con
una concentracion 32 pg/mL, se pesan 25 mg de acetaminofén al 90% de pureza y se disuelve
en 25 mL de agua destilada y se homogeniza la disolucion para luego tomar una alicuota de
355 pL y se realizar la hidrolisis, para luego llevar a cabo la diazoacidon y por ultimo la

copulacion del acetaminofén.

25mgdeestandar , 1000pg, 90% , 0.355mL
25mL Img 100% 10mL

= 32pg/mL

Universidad Nacional dutdnoma de México 25



Validaciéon de un mé¢todo €spectrofotométrico para Peterminar fdegtaminofén en tabletas

El placebo adicionado con acetaminofén contiene por cada 10 g:

Referencia de acetaminofén 7.14 g

Avicel PH 102 1.96 g
Kollidon VA 64 05¢g
Kollidon CL 03g
Estearato de magnesio 0.04 g
Aerosyl 200 0.06 g

Preparacion de la disolucion de la muestra de placebo adicionado con acetaminofén a una
concentracion de 32 pg/mL. Se pesa la cantidad de placebo equivalente a 25 mg de
acetaminofén, se homogeniza con un poco de agua destilada, transfiere a un matraz
volumétrico de 25 mL, se afora y homogeniza perfectamente, se filtra la disolucion. Para luego
tomar una alicuota de 355 pL y realizar la diazoacion y copulacion correspondiente.
Preparacion de la disolucion de la muestra del placebo, la cual contiene todos los excipientes
excepto el acetaminofén. Pesar una cantidad de la formulacion semejante a la anterior, se
transfiere a un matraz volumétrico de 25 mL, aforar con agua destilada, homogenizar y filtrar.
Se toma una la alicuota de 355 pL, se realiza la diazoacion y copulacion.

Utilizando celdas de plastico de 1 cm de paso 6ptico y cada una de las disoluciones anteriores
y un blanco de referencia de agua destilada, se realiz6 el barrido espectroscopico en un dmbito

de longitud de onda de 350 a 500nm.

2.4 LINEALIDAD DEL SISTEMA

Para la realizacion de la linealidad del sistema, se prepararon tres masas originales diferentes,
cinco niveles de concentracion: 44.8, 38.4, 32.0, 25.6, 19.2 ug/mL, equivalentes al 140, 120,
100, 80, 60 %.

Se peso por triplicado y exactitud, 25 mg de muestra de referencia de acetaminofén, se
disolvieron y se llevaron a un aforo de 25 mL. Se tomaron, alicuotas de 498, 427, 355, 285,
214 uL, correspondientes a las concentraciones ya mencionadas, se realizo la hidrolisis, la
diazoacién y por ultimo la copulacién de cada una de estas disoluciones en matraces aforados
de 10 mL, se aforan con agua destilada y se homogenizaran perfectamente, se realizaron las

lecturas de las absorbancias que presentan las muestras obtenidas, a una longitud de onda de
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430 nm, utilizando una celda de plastico de paso Optico y utilizando como blanco, agua
destilada.

Calculo de la disolucion de acetaminofén cuya concentracion es de 19.2 pg/mL.

25mg , 1000pg , 0214mL, 90% _ o, Hg
25mL  Img 10mL  100% T mL

Célculo de la concentracion porcentual, considerando a 32 pug/mL como el 100%

M *100% = 60%
32 pg/mL
Matraz Volumen de pL de la disolucion de | Concentracién en %
Img/mL de acetaminofén
1 498 140
2 427 120
3 355 100
4 285 80
5 214 60

2.5 PRECISION DEL SISTEMA.

Para la realizacién de este parametro, se prepararon por sextuplicado y a partir de una
disolucion de concentracion equivalente a Img/mL de acetaminofén, tomandose alicuotas de
355 uL que represente el 100 % equivalente a 32 pug/mL. Se realiz6 la diazoacion y copulacion
de las muestras, se trasvasa a un matraz aforado de 10 mL, se afora con agua destilada y se
homogeniza perfectamente. Se lee la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de
430 nm, utilizando una celda de pléstico de 1 cm de paso 6ptico y como blanco de referencia,
agua destilada.

Célculo de la concentracion de la disolucion equivalentes a de 32 ng/mL de acetaminofén.

25mgdelestandar , 1000 pg , 0.355mL 90 % _3y M8
25mL mg 10mL  100% mL
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2.6 LINEALIDAD DEL METODO.

Para realizar la linealidad del método, primero se tiene que formular, preparando al placebo con

todos los componentes, después realizar la técnica por triplicado en cinco niveles.

La preparacion del placebo analitico es con: Avicel PH 102 1.96 g, Kollidon VA 64 0.5 g,
Kollidon CL 0.3 g, Estearato de Magnesio 0.04 g y aerosyl 200 0.06 g.

Ya preparada la muestra, se pesan cantidades equivalentes a los cinco niveles siguientes: 60,
80, 100, 120 y 140 % respectivamente, que corresponde a las siguientes concentraciones: 19.2,
25.6, 32.0, 38.5 y 45 pg/mL de acetaminofén. Se filtran las disoluciones con papel filtro
Whatman No 40 para luego llevar a cabo la diazoacion y copulacion del compuesto y se llevan
a un volumen de 10 mL con agua destilada y se homogenizaron perfectamente. Se leyo6 las
absorbancia que presentaron utilizando celdas de plastico de 1 cm de paso Optico y como

blanco una disolucidn de placebo sin el principio activo, a una longitud de onda de 430 nm.

2.7 EXACTITUD Y REPETIBILIDAD DEL METODO

Para realizar la exactitud y repetibilidad del método, se prepararon por sextuplicado,
disoluciones de concentracion de 32 pg/ mL que corresponde al 100%. Estas disoluciones se
prepararon al pesar el equivalente a 25 mg mas 100 mg del placebo, los cuales se disolvieron
y se llevaron a un aforo de 25 mL, se filtr6 las disoluciones para tomar una alicuota de 355 uL
a la cual se practico la diazoacidon y copulacion respectivamente, se transfirid a un matraz
aforado de 10 mL y se afor6 a la marca con agua destilada y se homogeniza perfectamente.
También se prepar6 una disolucion del placebo para la cual se pesaron 100 mg del placebo sin
estandar de acetaminofén y se realiz6 el mismo procedimiento anterior. Todas las disoluciones
se leyeron las absorbancia que presentaron utilizando celdas de plastico de 1 cm de paso Optico
y como blanco una disolucién de placebo sin el principio activo tratado en la misma forma, a

una longitud de onda de 430 nm.
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Calculo:
25mgdelestandar , 1000 pg , 0.355mL, 90% 3, Mg
25mL mg 10 mL  100% mL
2.8 PRECISION DEL METODO

Se analizara por triplicado una muestra equivalente al 100 % que corresponde a una
concentracion de 32 pg/mL de acetaminofén, en dos dias y por dos analistas diferentes con
los mismos reactivos e instrumentos.

La preparacion de la disolucion se realizd, pesando 35 mg de la formulacion, equivalente a 25
mg de acetaminofén, se homogenizd y se trasvasaron a un matraz aforado de 25 mL, se
filtraron las disoluciones y se tom6 una alicuota de 355 pL los cuales se colocaron en un vaso
de precipitado de 50 mL, se agregaron 5 mL de agua destilada y 1 mL de 4cido clorhidrico, se
deja en un bafio maria durante 40 min cuidando que el volumen de la disolucién permanezca
constante, agregando agua destilada, después se colocaron en un recipiente con hielo hasta
alcanzar una temperatura de 3 °C y se adicionaron 80 uL de nitrito de sodio al 20 %. A esta
disolucion se le mide el pH y se agrega hidroxido de sodio hasta obtener un pH de 10, se
agrega 12.8 uL de N-N- dimetilanilina, se transfiri6 a un matraz aforado de 10 mL y se afora a

la marca con agua destiladas.

Todas las disoluciones se leyeron las absorbancia, utilizando celdas de pléstico de 1 cm de paso
optico y como blanco una disolucion de placebo sin el principio activo tratado en la misma
forma, a una longitud de onda de 430 nm.
2.9 ESTABILIDAD ANALITICA DE LA MUESTRA

Se prepard por triplicado una disolucion equivalente a una concentracion de 32 pg/mL, se
pesaron el equivalente a 35 mg del placebo adicionado con acetaminofén, se homogenizd y se
transvasaron a un matraz aforado de 25 mL, se filtr6 la disolucion y se tomaron alicuotas de
887.uL para luego realizar la diazoacion y copulacion. Después se trasvasaron a un matraz
aforado de 25 mL y se llevo a la marca de aforo con agua destilada. Esta disolucion se

fracciond en 9 frascos para someterlos a la prueba de estabilidad: las primeras tres fracciones se
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almacenan en el refrigerador, las siguientes tres se almacenan a temperatura ambiente sin

exponerlos a la luz y las tltimos tres, se exponen a la luz blanca y a temperatura ambiente.

Después de haber obtenido el azo-compuesto, el almacenamiento al que fue sometido las
frascos fue a: 0, 24, 48 y 72 horas, se midieron las absorbancias que presentan cada una de las
disoluciones, utilizando celdas de plastico de 1 cm de paso Optico y como blanco se utiliza una
disolucion de placebo sin el principio activo, tratado en la misma forma, a una longitud de onda

de 430 nm.

Frasco |Temperatural Exposicionala| Tiempo de
luz almacenamiento
1 4°C En la oscuridad 24h
2 4°C En la oscuridad 48h
3 4°C En la oscuridad 72h
4 Ambiente |En la oscuridad 24h
5 Ambiente |En la oscuridad 48h
6 Ambiente |En la oscuridad 72h
7 Ambiente Con Luz 24h
8 Ambiente Con Luz 48h
9 Ambiente Con Luz 72h

2.10 METODOLOGIA PARA DETERMINAR ACETAMINOFEN EN TABLETAS.

Preparacion de la disolucion de referencia. Se disuelven 25 mg de Acetaminofén en agua
destilada y se lleva a un aforo de 25 mL, de esta disolucidon se tomo una alicuota de 355 pL,
para colocarla en un recipiente adecuado para realizar la diazoacioén y copulacion. Después de
obtener el azo-compuesto, la disolucion se coloca en un matraz aforado de 10 mL y se afora a
la marca de aforo con agua destilada y se homogenizo6 perfectamente. La concentracion de esta

disolucion es equivalente a 32 ug/mL de acetaminofén.
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Preparacion de la disolucion de la muestra.

Pesar con exactitud, no menos de 20 tabletas y calcular su peso promedio, colocarlas en un
mortero de porcelana y triturar hasta obtener un polvo fino transferirlo a un recipiente
perfectamente etiquetado y colocarlo dentro de un desecador. Se pesa con exactitud, la muestra
equivalente a 25 mg de acetaminofén, utilizando un vaso de precipitados, se disuelve
perfectamente y se coloca la disolucién en un matraz aforado de 25 mL, aforando a la marca
con agua destilada, se homogeniza perfectamente, y se filtra a través de papel Whatman No.
40, desechando los primeros 2 mL del filtrado, se toma una alicuota de 355 puL, los cuales se
colocan en un matraz aforado de 10 mL y se les realiz6 la diazoacion y copulacion, se afora a
la marca con agua destilada y se homogeniza perfectamente. La concentraciéon de esta
disolucion es de 32 pg/mL.

Se lee la absorbancia de las muestras, en un espectrofotometro HITACHI PERKIN-ELMER
COLEMAN 139 a una longitud de onda de 430 nm, utilizando celdas de plastico de 1 cm de
paso optico y como blanco una disolucién de placebo sin el principio activo tratado en la
misma forma.

Calculos para obtener el contenido de acetaminofén por tableta:

A P, Pureza 0355mL 10 mL *25mL*P c_ Mg

m

A 25mL 100% 10mL 0.355mL Pm P Tabletas

T

Donde:
An: Absorbancia de la disolucion de la muestra.

A,: Absorbancia de la disolucion de referencia.

Pureza: Pureza de la referencia.

P;: Peso en miligramos de la referencia de acetaminofén.
Pm: Peso de la muestra en miligramos.

Pp : Peso promedio de la muestra en miligramos por tableta.

C: Cantidad de acetaminofén por tableta reportado en el marbete en
miligramos.
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CAPITULO III

Resultados y Discusion
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RESULTADOS Y DISCUSION.
DETERMINACION DE LA LONGITUD DE ONDA DE MAXIMA ABSORCION
El barrido espectrofotometro de una disolucion de referencia del derivado azoico del acetaminofén a
una concentracion de 32pg/mL, Nos ayuda a determinar una longitud de onda a la cual se trabajara

durante toda la determinacion, para asi obtener un buen método de cuantificacion.

En la figura siguiente, se muestra el espectro de absorcion obtenido y a partir de él, se selecciond la

longitud de onda a la que se trabajo que fue de 430 nm.

Barrido del azocompuesto

1.40 -

1.20 4

1.00 1 ™

0.80 - \\_

0.60 NG,

0.40 - N~

0.20 —— e

0.00 : : B
350 400 450 500

Absorbancia

Longitud de onda nm

Figura No.1 Espectro de absorcion del derivado azoico del acetaminofén. La longitud de onda de

maxima absorcion experimental seleccionada es de 430nm a una temperatura ambiente.
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PARAMETROS DEL SISTEMA

3.1 ESPECIFICIDAD

En la tabla No 1 se observa la absorbancia de las sustancias de placebo sin acetaminofén, referencia

de acetaminofén y placebo con acetaminofén a las longitudes de onda de 350 a 500nm utilizando

celdas de plastico de 1 cm de paso 6ptico.

Absorbancia

Longitud de | Placebo sin Referencia de Placebo con

onda acetaminofén | acetaminofén acetaminofén
350 0.2596 1.1549 1.2218
360 0.2441 0.9586 1.0000
370 0.2366 0.7959 0.8861
380 0.2218 0.6576 0.7447
390 0.1612 0.5528 0.6198
400 0.1549 0.4089 0.4685
410 0.1249 0.3468 0.3980
420 0.1135 0.3372 0.4202
430 0.1023 0.3279 0.4559
440 0.0969 0.2147 0.3010
450 0.0915 0.1871 0.2596
460 0.0915 0.1675 0.2365
470 0.0862 0.1487 0.1549
480 0.0706 0.1024 0.1135
490 0.0605 0.0969 0.1023
500 0.0605 0.0809 0.1023

Tabla No. 1 Datos obtenidos del barrido en la zona de 350 a 500 nm para disoluciones

de placebo sin acetaminofén, referencia del acetaminofén y placebo cargado con acetaminofén
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Figura No 2 Gréfico de absorcion del placebo sin acetaminofén, referencia de acetaminofén y
placebo con acetaminofén.

Discusion de la especificidad

En este parametro es necesario establecer que no exista ninguna posibilidad, de que alguno de los
componentes del excipiente diferente al acetaminofén, interfiera durante la determinacion cualitativa
y cuantitativa propuesta en este trabajo experimental y que so6lo se obtenga respuesta, cuando el
analito se encuentre bajo las mismas condiciones de andlisis de reaccion, en este caso como azo-
compuesto.

En la figura nimero 2 se puede observar que cuando se hace reaccionar el placebo en ausencia de
acetaminofén con nitrito de sodio en presencia del 4cido clorhidrico y con la N,N-dimetilanilina, no
se forma el azo-compuesto, por lo cual, el placebo no interfiere con la determinacién del
acetaminofén, debido a que no absorbe en el ambito de longitudes de onda de trabajo.

En esta figura No 2, también se observa que los espectros de absorcion de los azo derivados obtenidos
a partir del la mezcla del placebo con acetaminofén y la referencia de acetaminofén se tiene el mismo

comportamiento, por lo tanto ambos espectros son semejantes.
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Con base a estos espectros se volvio a seleccionar la longitud de onda de trabajo a 430nm para
llevar a cabo la validacion del método propuesto y se demuestra que no se tendra ningiin problema
con los excipientes de la formulacion los cuales son: avicel PH 102, Kollidon VA 64, Kollidon CL,

estearato de magnesio USP o aerosil 200.

3.2 LINEALIDAD DEL SISTEMA
En la tabla No 2 se muestran los resultados de las pruebas realizadas para la determinacion de la
linealidad del sistema de las disoluciones del compuesto ya terminada la diazoaciéon y copulado con
N,N-dimetilanilina, leida la absorbancia del producto de copulacion a una longitud de onda de 430
nm utilizando celdas de plastico, correspondientes a las concentraciones de acetaminofén de 60, 80,

100, 120 y 140 %:

X Y
Muestra Concentracion % | absorbancia XY
1 60 0.1487 8.92
2 60 0.1487 8.92
3 60 0.1487 8.92
1 80 0.2366 18.93
2 80 0.2291 18.33
3 80 0.2291 18.33
1 100 0.3279 32.79
2 100 0.3279 32.79
3 100 0.3279 32.79
1 120 0.4559 54.71
2 120 0.4559 54.71
3 120 0.4685 56.22
1 140 0.5850 81.90
2 140 0.5850 81.90
3 140 0.5686 79.60

Tabla No 2 Datos obtenidos para la linealidad del sistema.
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En la tabla No. 3 se presentan los valores calculados de la pendiente, ordenada al origen coeficiente

de determinacion e intervalo de confianza para la pendiente en la grafica No. 3.

Parametros Criterio de aceptacion Valor Calculado
Pendiente (b;) 0.00553
Ordenad a al origen (b,) -0.1955
Coeficiente de determinacion " >0.98 0.9954

()
Intervalo de confianza para la| IC(j;) no debe incluir el cero 0.0051,0.0060
pendiente (IC(3;)

Tabla No 3 Criterios de aceptacion para la Linealidad del sistema

0.7

0.6
0.5 -
0.4

0.3

Absorbancia

0.2 4
0.1

y = 0.0055x - 0.1955
R?=0.9954

0

50 100

Concentracion (%)

150

Figura No 3 Gréfica obtenida para la linealidad del sistema: absorbancia

en funcion de la concentracion.

La finalidad de realizar este pardmetro, es observar la existencia de la relacion lineal entre la

concentracion del analito, es este caso el azo-compuesto y su respuesta analitica o absorbancia, lo

anterior se evalu0 estadisticamente.
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En la figura No. 3 se observa la existencia de la relacion directamente proporcional entre las dos
variables, absorbancia, concentracion, comprobando que el método cumple con la ley de Lambert y
Beer ya que los valores obtenidos de la regresion muestran, que el intervalo del coeficiente de
determinacion se encuentra dentro de las especificaciones requeridas r* > 0.98. Por lo tanto se dice

que el método analitico estudiado cumple con la linealidad del sistema.

3.3 PRECISION DEL SISTEMA

Después de llevar a cabo la diazoacion y copulacion de las muestras se leyd la absorbancia que
presentaban a una longitud de onda de 430 nm, utilizando una celda de plastico de paso dOptico y
como blanco, agua destilada

La tabla No 4 muestra los resultados obtenidos durante el estudio de la precision del sistema, a partir
de la disolucion del producto obtenido durante la diazoacion y copulacion del acetaminofén, que

representa una concentracion del 100%, equivalente a 32 pug/mL.

Muestra Concentracion en % Absorbancia
1 100 0.3279
2 100 0.3279
3 100 0.3188
4 100 0.3279
5 100 0.3279
6 100 0.3279

Tabla No 4 Resultados obtenidos para el estudio de la precision del sistema.

Parametros Criterios de aceptacion | Valor calculado
N=6
y 0.3264
S 0.0037
CvV CV<15 1.13%

Tabla No 5 Criterios de aceptacion para determinar la precision del sistema
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La precision del sistema se determind por sextuplicado y de los resultados obtenidos, se calcula la

media aritmética, desviacion estandar y el coeficiente de variacion obteniéndose una precision del
sistema dentro del criterio de aceptacion. Se considera un sistema con precision ya que el intervalo
maximo de variabilidad es de 1.5% para métodos fisicos — quimicos lo cual cumple con este
parametro ya que el valor obtenido es de 1.13%
Por lo que se puede observar, los parametros discutidos de, especificidad, linealidad y precision del
sistema, cumplen los criterios de aceptacion que se fijaron, por lo cual se procede a evaluar los
parametros del método, siguiendo las reacciones para obtener el azo-compuesto a partir del
acetaminofén.

3.4 LINEALIDAD DEL METODO

En la tabla No 6 se presenta los resultados obtenidos experimentalmente con cinco concentraciones

que van de 60 a 140% vy se ley6 a una longitud de onda de 430nm

Muestra | Concentracién % | absorbancia | X (mg) Y (mg) % de recobro (y)
1 60 0.2757 15.1 14.7 97.4
2 60 0.2757 15.1 14.7 97.4
3 60 0.2757 15.1 14.7 97.4
1 80 0.3767 20.9 20.1 96.2
2 80 0.3767 20.9 20.1 96.2
3 80 0.3767 20.8 20.1 96.2
1 100 0.4559 25.0 24.3 97.2
2 100 0.4559 25.0 24.3 97.2
3 100 0.4559 25.0 243 97.2
1 120 0.5528 30.0 29.5 98.3
2 120 0.5528 30.0 29.5 98.3
3 120 0.5528 30.0 29.5 98.3
1 140 0.6575 353 35.1 99.4
2 140 0.6575 353 35.1 99.4
3 140 0.6575 353 35.1 99.4

Tabla No 6 Resultados de la linealidad del método.
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Resultados de linealidad del método (parametros calculados) y el criterio de aceptacion:

Parametros Criterio de aceptacion Valor experimental

Pendiente (b;) 1.0131
Ordenada al origen (b,) -0.8437
Coeficiente de determinacion (1) r >0.98 0.9993

Intervalo de confianza para la [IC(B;) debe incluir la unidad 0.9973, 1.0289

pendiente (IC(B31))
Intervalo de confianza parala | Debe de incluir el cero -6.8179, 5.1304
ordenada al origen (IC(B,))

Coeficiente de variaciéon CV yx| No debe ser mayor de 3% 0.80%

Tabla No 7 Criterios de aceptacion de la linealidad del método.

40 - y=1.013x - 0.843
35 1 R? = 0.999

30 4
25 4
20 4
15 ~
10 ~

Cantidad recuperada (mg)

D T T T 1
0 10 20 30 40

Cantidad adicionada (mg)

Figura No16 de la linealidad del método.

(Cantidad adicionada mg vs Cantidad recuperada mg)

Se miden la absorbancia de las muestras finales frente a un blanco de medio de disolucion (agua
destilada) y los datos (concentracién y absorbancia). Se realizan un analisis estadistico el cual se
aplico la regresion lineal por el método de minimos cuadrados. Se considera que el método es lineal si

el coeficiente de determinacidon entre las dos variables es mayor o igual a 0.98 y este punto se
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cumplid, en tanto la pendiente y el intervalo de confianza para la pendiente no incluyen el cero ya

que en caso de incluir el cero quiere decir que no habria recta.

Resultados del porcentaje de recobro:

Parametros Criterios de aceptacion Valor calculado
Media ! 97.7
Desviacion estandar S 1.0846
Coeficiente de variacion CV No mayor al 3% 1.1%
Intervalo de confianza para media | Debe incluir el 100% o que el promedio 97.13, 98.33
poblacional (IC(n)) aritmético del % de recobro se incluya
en el intervalo 97-103%

Tabla No 8 de los resultados del porcentaje de recobro.

De acuerdo con los resultados obtenidos se verifica que todos los criterios son aceptables ya que el
coeficiente de variacion es menor al 3% y un aspecto importante también es el intervalo de confianza

para media poblacional ya que el promedio del recobro se encuentra dentro de este parametro.
Por consecuencia se determina que el método es lineal ya que la relacién entre las cantidades

adicionadas del analito y las cantidades recuperadas de esté corresponde a una funcion lineal, por otra

parte el porcentaje de recobro también cumple los criterios de aceptacion.
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3.5 EXACTITUD Y REPETIBILIDAD DEL METODO

Tabla No 9 Son los resultados del parametro:

Muestra | Cantidad adicionada | Cantidad recuperada | % de recobro
(mg) (mg) )
1 25 24.74 98.96
2 25 24.74 98.96
3 25 24.60 98.40
4 25 24.74 98.96
5 25 24.74 98.96
6 25 24.80 99.20

La siguiente tabla No 10 contiene los criterios de aceptacion para este parametro.

Parametros Criterio de aceptacion Valor calculado
Media (?) 98.91
Desviacion estandar (S) 0.2661
Coeficiente de variacion No mayor de 3% 0.3%
(CV)
Intervalo de confianza Debe incluir el 100% o 98.63, 99.19
para media poblacional | que el promedio aritmético
(IC(w)) del % de recobro se incluya
en el intervalo 97-103%

Para determinar este parametro, se trabajo la muestra por sextuplicado adicionada de una
concentracion conocida del estandar de acetaminofén, la concentracion total que corresponde al
100%. En este punto se calcul6 el porcentaje de recobro, los datos figuran en la tabla 10. La media
aritmética se encuentra en 98.91 es decir se encuentra dentro del criterio de aceptacion (98.63-99.19)

asi como también el coeficiente de variacion cumple con lo establecido, ya que es menor al 3%.
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3.6 PRECISION DEL METODO

Los datos obtenidos son resultado de dos dias diferentes y por dos analistas diferentes a una

concentracion al 100%.

Concentracion (pg/mL)

Dia |Analista 1| Analista 2
32.50 32.00
1 32.50 32.00
31.90 32.50
32.00 32.00
2 32.50 32.00
32.00 32.50

Tabla No 11 Precision del método.

Parametros Criterio de aceptacion Valor calculado
¥ 32.2
S 0.2663
Cv CV<3% 0.8%

Tabla No 12 Criterios de aceptacion de precision del método

El fin de este parametro es determinar, si el método tiene alguna variabilidad entre analistas y
variabilidad entre dias ya que se analizo 6 veces por dos analistas y bajo las mismas condiciones de
trabajo, para luego realizar otro dia de nuevo el mismo trabajo. Utilizando la misma sustancia de

referencia y el mismo equipo.

Los resultados correspondientes se encuentran la tabla No 12, la desviacion estandar y el coeficiente
de variacion es menor al 3%, por lo cual se cumple con el criterio de aceptacion establecido para este

parametro en la validacion del método analitico espectrofotométrico.
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3.7 ESTABILIDAD ANALITICA DE LA MUESTRA.

En las siguientes tablas No13-15 se muestran los resultados del pardmetro de estabilidad por lo cual
se realizd una disolucion de referencia recién preparada, cada vez que se requeria leer las muestras a

las cero horas, 24 horas, 48 horas y 72 horas a esto se les calculd el porcentaje de recobro de cada

muestra.

Muestra % recobro
Tiempo inicial(y,)| 24 horas (y;) 48 horas (y2) 72 horas (y3)
1 98.33 96.93 96.93 95.83
2 98.33 96.93 96.93 95.83
3 98.33 96.93 96.93 95.83
4 98.33 101.42 103.15 106.35
5 98.33 101.42 103.15 106.35
6 98.33 101.42 103.15 106.35

Tabla No 13 Resultados del parametro de estabilidad, en condiciones de almacenamiento en

oscuridad.
Muestra % recobro
Tiempo inicial(y,) 24 horas (y;) 48 horas (y2) 72 horas (y3)
1 98.33 96.93 96.93 95.83
2 98.33 96.93 96.93 95.83
3 98.33 96.93 96.93 95.83

Tabla No 14 Resultados del parametro de estabilidad, realizado en condiciones de almacenamiento a

refrigeracion a 3°C)
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Muestra | % recobro inicial Tiempo de almacenamiento
(Vo) 24 horas (y)) 48 horas (y2) 72 horas (y3)
1 98.33 103.15 106.35 109.48
2 98.33 103.15 106.35 109.48
3 98.33 103.15 106.35 109.48

Tabla No15 Resultados del parametro de estabilidad, realizado en condiciones de almacenamiento

En la tabla Nol6 se encuentra los criterios de aceptacion y los valores calculados de los resultados

experimentales.

expuesto a la luz a temperatura ambiente

Condicion de Criterio de | Valor calculado Valor calculadg Valor calculado
almacenamiento | aceptacion 1dil de 1d;1 de 1d,1 de 1d;1
Oscuridad 1dil <3% 3.0% 4.8% 8.0%
Refrigeracion 3°C 1dil <3% 1.4% 1.4% 2.5%
Exposicion a la luz 1dil <3% 4.8% 8.0% 11.15%

calculados.

Tabla No16 Son los criterios de aceptacion del parametro de estabilidad junto con los valores

En la tabla No 16 se muestran el parametro de estabilidad obtenidos de la disolucion de acetaminofén
en refrigeracion, lo que demuestra, que es factible almacenar la muestra en estas condiciones, ya que

se encuentra dentro del criterio de aceptacion el cual es menor al 3%, para los tres diferentes lapsos de

tiempo, 24, 48 y 72 horas.

Con respecto al almacenar con exposicion a la luz y a temperatura ambiente al igual que la condicion
de oscuridad, el aumento en el porcentaje de recobro desde las 24 horas indica que hay

descomposicion del azo-compuesto por lo cual son condiciones no favorables para el principio activo.

La manera idonea para el almacenamiento es a refrigeracion a 3°C, no mas de 72 horas.
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3.8 RESULTADOS DE LA VALIDACION DEL METODO.

Tabla No27 Resultados de la validacion del método adecuado para determinar

Acetaminofén en tabletas.

Parametro Criterio de aceptacion Valor calculado
Especificidad Cumple Cumple
Linealidad r>0.98 0.997
del
sistema IC (B.no debe incluir el cero 0.0051, 0.0060

Precision del sistema

CV<1.5%

1.13%

Cantidad adicionada -

cantidad recuperada

> 0.98

0.9993

Linealidad IC (B,debe incluir la unidad 0.9973, 1.0289
IC (B, debe incluir el cero -6.8179, 5.1304
del CVyx no debe ser mayor de 3% 0.8 %
Porcentaje de Recobro
método CV no mayor de 3% 1.11 %
IC (p) Debe incluir el 100% o que el promedio aritmético
del % de recobro se incluya en el intervalo 97-103% 97.13,98.33
ixactitud y repetibilidac CV<3% 0.3%
del método IC (n) Debe incluir el 100% o que el promedio aritmético 98.63,99.19
del % de recobro se incluya en el intervalo 97-103%
Precision del método CV<3% 1.63%
Estabilidad 1d;1<3% 1d;1 1d,1 1dsl
analitica de la 3 4.8 8.0
muestra 14 14 2.5
4.8 8.0 11.1

En la tabla anterior se observa los resultados obtenidos de los parametros aplicados a la determinacion

de acetaminofén, lo que nos indica que es un método analitico adecuado para dicha determinacion.
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3.9 DETERMINACION DE ACETAMINOFEN EN PRODUCTOS COMERCIALES.

RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE ACETAMINOFEN EN TABLETAS
(PRODUCTOS COMERCIALES)

En la siguiente tabla se muestra los resultados de la determinaciéon de acetaminofén utilizando el
mismo método propuesto en productos farmacéuticos en presentacion de S00mg con tres diferentes

marcas comerciales. (A: comercial, B: Sector salud y C: GI)

Muestra A B C
Tabletas 500mg 500mg 500mg
Lote 2EEX 116H3027 210084
Caducidad Jun07 Ago08 Oct07
Peso promedio| 617.0 569.4 598.7mg
(mg)
Tabla No28 Productos farmacéuticos
Marca del | Muestra | Peso de | Absorbancia | Contenido %
producto la (A=430nm) en de
muestra (mg/tableta) | Recobro
(mg)
Producto 1 30.9 0.3479 481.1 96.2
2 30.9 0.3372 466.3 93.3
A 3 30.9 0.3479 481.1 96.2
Producto 1 28.5 0.3665 507.1 101.4
2 28.5 0.3665 507.1 101.4
B 3 28.5 0.3665 507.1 101.4
Producto 1 29.9 0.3188 442.1 88.4
2 29.9 0.3188 442.1 88.4
C 3 29.9 0.3098 429.6 85.9

Tabla No 29 Resultados de la determinacion de acetaminofén en preparaciones farmacéuticas, en

tabletas, utilizando un método validado.
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Marca # del % de recobro | Desviacion estandar | % CV
A 95.2 1.6743 1.8
B 101.4 0 0
C 87.6 1.4434 1.6

Tabla No30 Resultados estadisticos de la determinacion de acetaminofén en tabletas

de 500mg con un método ya validacion.

De acuerdo con los datos de la tabla No 30 los resultados son confiables ya que el coeficiente de
variacion del porcentaje de recobro no excede al 3% para ninguna de las marcas con que se trabajo.

Las especificaciones de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, octava edicion y la
Farmacopea de los Estados Unidos de América (USP 30), donde indican que las tabletas de
acetaminofén no deben de contener menos del 90.0 por ciento y no mas de 110.0 por ciento de la
cantidad etiquetada y de acuerdo con los datos obtenidos los productos A y B cumplen con la

especificacion.

Las muestras se trabajaron en el mismo dia por lo cual se pesd, se trituraron y se realizd la
determinacion simultdneamente, al igual que la referencia. Un aspecto esencial al realizar esta
determinacion es tener buenas practicas de laboratorio, ya que es un estandar internacional, ético y de

calidad cientifica para poder iniciar el disefio, el registrary el reportar los resultados.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES
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Analisis de resultados

Se realiz6 una busqueda bibliografica de los métodos analiticos habituales para el analisis
cualitativo y cuantitativo de acetaminofén en presentaciones farmacéuticas.

Basados en el andlisis bibliografico, se disefio el presente método espectrofotométrico Visible
para la determinacion y cuantificacion del acetaminofén en preparaciones farmacéuticas y se
procedid a su validacion, para luego poder determinar el acetaminofén en la presentacion
farmacéutica en tabletas de 500 mg.

En el método que se desarroll6 para la realizacion de este trabajo, se llevaron a cabo una serie
de reacciones las cuales fueron: Hidrolisis del Acetaminofén, obtencion del azo-compuesto con
acido nitroso, obtenido en situ a partir de nitrito de sodio y &cido clorhidrico, y la copulacion de
este compuesto con la N,N-dimetilanilina

Los parametros que se realizaron para la validacion de este método, incluyen la determinacion de
la: especificidad, precision, linealidad, exactitud, repetibilidad, estabilidad. Por lo cual el método
analitico desarrollado para la determinacion de acetaminofén, tiene un alto grado de seguridad y
los resultados que se generaron se comportan de manera consistente.
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4.1 CONCLUSIONES

Conforme a los criterios de aceptacion de las normas de validacion para métodos
espectrofotométricos, los parametros evaluados en el presente trabajo, se encuentran dentro de
ellos. Por lo que el método se considera validado para la determinacion acetaminofén en
preparaciones farmacéuticas de tabletas de 500mg.

La ventaja de esta metodologia, es que el Espectrofotdmetro UV-VIS, es un equipo de facil
manipulacion, el material que se ocupa es de facil adquisicion. Teniendo como resultado de este
trabajo buena sensibilidad, el porcentaje de recobro mayores al 98%, ademéas de que un
espectrofotometro es un equipo de uso en cualquier laboratorio de quimica analitica, por lo que
los costos de este tipo de analisis, son menores que con otro instrumental analitico como un
cromatografo de gases o de liquidos.

Las desventajas de este método, es que se necesita realizar una serie de reacciones para obtener
la formacion del compuesto colorido, a partir del acetaminofén, lo cual aumenta el tiempo de
cuantificacion.

La pureza de la referencia del acetaminofén a la cual se trabajo es del 90%, ya que es con la que
se contaba disponible en el laboratorio 3D.

El método de cuantificacion farmacopeico, es por valoracion mediante un sistema de
cromatografia de liquidos, el cual necesita de una mezcla desgasificada de agua y metanol, por lo
que es un metodo laborioso, para obtener el medio de disolucion. Ademas que aumentaria el costo
de la determinacién del acetaminofén y el tiempo de andlisis aumenta.

Por lo cual recomiendo el método mencionado en esta tesis, ya que es confiable, simple y rapido
comparado con los ya mencionados. Una ventaja es que la determinacion se vuelve especifica
solo para acetaminofén.

El método analitico desarrollado es muy facil de aplicar en la industria como en los laboratorios
de ensefianza y proporciona gran confiabilidad en los resultados.
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ANEXO 1

FORMULAS Y PROCEDIMIENTOS DE CALCULOS CON EJEMPLO PARA LINEALIDAD DEL
SISTEMA

Pendiente

_n ZHy - ZHIY
T nZy?-(2x)2

n = namero de mediciones (concentracion — respuesta analitica)

Ordenada al origen

Coeficiente de determinacion

2
2_ [n(Zy) - (22 )
" (n(Zx2)-EN2) (n(z42) (247

Intervalo de confianza para la pendiente

IC(B1) =Bix t 097502 Sbi
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t 0.975, n-2 = Referirse al anexo 2, para determinar el valor de la t de Student.

e —

2
E._III. —|:l1 E}{}l" hDE}f

il ™~
n

-2

PROCEDIMIENTO DE CALCULO PARA LINEALIDAD DEL SISTEMA

1) Tabular los resultados:
X Y
Muestra Concentracion % | absorbancia XY

1 60 0.1487 8.92
2 60 0.1487 8.92
3 60 0.1487 8.92
4 80 0.2366 18.93
5 80 0.2291 18.33
6 80 0.2291 18.33
7 100 0.3279 32.79
8 100 0.3279 32.79
9 100 0.3279 32.79
10 120 0.4559 54.71
11 120 0.4559 54.71
12 120 0.4685 56.22
13 140 0.5850 81.90
14 140 0.5850 81.90
15 140 0.5686 79.60

2) Calcular Zx,Zy,sz_,Zyz_,nyy determinar n:

2x =60+...+ 140 = 1500
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Yy =0.1487+...+ 0.5686 = 5.2344
Tx*=60*+...+140% = 162 000
Yy?=0.1487"+...+ 0.5686" = 2.18689634
Ty = 60%0.1487+...+140%0.5686= 589.77
n=15

3) Calcular by, b,y 1

o _ (15%589.77) ~ (1500*5.2344) _

) 5 0.00553
(15*162000) — (1500)
_ *
b, = 5.2344 —(0.00553*1500) . 0.1955
15
P ((15*589.77) — (1500 * 5.2344))* _0.9954
((15*162000) — (1500)*)((15*2.186896) — (5.2344)*)
El valor es mayor a 0.98 por lo tanto se aprueba el parametro.
4) Calcular Syxy Sei
— * —_(— %
s, = \/2.186896 (0.00553*589.77) — (—0.1955*2.186896) — 0.022369
" 15-2
S, =0.022369 ! 1500)? =0.0002042

162000 — ( )

5) Obtener del anexo 2 t 997542 y determinar IC (3,)

t0.975, 152 = 2.160
IC (B,) = b1 + t9.975, 152 Sby
IC (B,) = 0.00553+ 2.160* 0.0002042 = 0.0050889, 0.005971

Universidad Nacional dutdnoma de México 58



Validacidn dg un método €spectrofotométrico para Peterminar degtaminofén en tabletas

FORMULAS Y PROCEDIMIENTO DE CALCULO CON EJEMPLO PARA PRECISION DEL

SISTEMA
Media aritmética:
o3
¥= n
Desviacion estandar:
2 2
- nlZy") -(Zy)
nin-1j
Coeficiente de variacion:
cv== 2100
n = numero de mediciones.
PROCEDIMIENTO DE CALCULO.
Son las lecturas obtenidas
Muestra Absorbancia
1 0.3279
2 0.3279
3 0.3188
4 0.3279
5 0.3279
6 0.3279

1.Calcular Xy, Xy determinar n
Yy =0.3279+...+0.3279 = 1.9583

Zy2 =0.3279°+...+0.3279° = 0.639226
n==~6
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2. Calcular ¥,SyCV

y= 1'9283 =0.3264

% _ 2
o \/(6 0.639226) — (1.9583)° _ . .

6%(6-1)

~0.0037
0.3264

*100=1.13

FORMULAS Y PROCEDIMIENTOS DE CALCULOS CON EJEMPLO PARA LINEALIDAD DEL
METODO

Pendiente

_n ZEY - ZHIY
1 nIZx2-(Zx)2

n = nimero de mediciones (concentracion — respuesta analitica)

Ordenada al origen

Zy -h1Ex
il

Coeficiente de determinacion

2
o lnzxp -(z0iEy)
T (n(Zx2)-E02) (n(zy?) (247

Intervalo de confianza para la pendiente

IC( B1) =bi% t 0.975,n2 Sbi
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2
g E._III. —|:l1E}{}l" hDE}f
Wi =

n-2

t 0.975, n-2 = Referirse al anexo 2, para determinar el valor de la t de Student.

Intervalo de confianza para la ordenada al origen.

IC (Bo) = bo £ 10.975.n-2 Sbo

Coeficiente de variacion de regresion.
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PROCEDIMIENTO DE CALCULO PARA LINEALIDAD DEL METODO

1.  Tabular los resultados:

X (mg) Y (mg)
15.1 14.7
15.1 14.7
15.1 14.7
20.9 20.1
20.9 20.1
20.8 20.1
25.0 243
25.0 243
25.0 243
30.0 29.5
30.0 29.5
30.0 29.5
35.3 35.1
35.3 35.1
35.3 35.1

2. Calcular Zx,,Zy,sz_,Zyz_,nyy determinar n:

¥x =15.1+...435.3=378.8

Yy =14.7+...+35.1=371.1

¥x*=15.1%+...+35.3 = 10303.56

Yy’ = 14.7%+...+35.1> = 9938.55

S = 15.1%14.7+...435.3*35.1 = 10118.76
n=15
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3.  Calcular by, b,y 1’

o _ (15*10118.76) ~(378.8*371.1)

1 7 =1.013084
(15%10303.56) — (378.8)
— %k
p, = 3T11=(L01308423788) _ oo
15
) ((15%10118.76) — (378.8 *371.1))’

993

((15*10303.56) — (378.8)*)((15%9938.55) — (371.1)) _ oo

El valor es mayor a 0.98

4. Calcular Syxy Spi

_ * (. %k
Sy:\/9938.55 (1013084*10118.76)~ (-0.843748*371.1) _ oo
y 15-2
S, = 0.198266 ! gy = 00073003
10303.56—(15)

5. Determinar en el anexo 2 t ¢ 9752 y calcular IC (j3,)

t 097502 =2.160
IC (B,) = 1.013084+ 2.160*0.0073003 = 0.997315, 1.028853
No incluye al cero.

6. Evaluar x, Sy,

X = 3788 =25.2533
15

2
S, = L+ (378.8) =2.765814

15 (378.8)°
15

10303.56 —
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7. Calcular IC (B,)
IC (Bo) = -0.843748+ 2.160 * 2.765814 = -6.817906, 5.130410

8. Determinar el CVy

V = 0.198266
24.74

*100 = 0.8%

FORMULAS Y PROCEDIMIENTO DE CALCULO CON EJEMPLO PARA PORCENTAIJE DE

RECOBRO
Media aritmética:
.
F_ n
Desviacion estandar:
2 2
- nlZy") -(Zy)
nin-1)
Coeficiente de variacion:
5
CW =— *100
¥

Intervalo de confianza para la media poblacional.

_ =
ICTH= ¥ 2 g =

0

t 0.975.n-1 Referirse al Anexo 2, para determinar el valor de la t de Studen.

N = ntimero de recobros
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1. Tabular los resultados:

Datos de la referencia

% de recobro

(y)

97.4

97.4

97.4

96.2

96.2

96.2

97.2

97.2

97.2

98.3

98.3

98.3

99.4

99.4

99.4

Referencia Absorbancia |Peso (mg)
0.4685 25
0.4685 25
0.4685 25

% = 04685 =25
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Abs muestra ¥ mg referencia
Abs referencia promedio

my Recuperados =

02757 x 25

my Recuperados = 0 Agas

_Recuperada ¥ * 100
% Recobro =
o RBLORIe = Adicionada X

% Recobro = 24 LB 100 - g7 40

15.1
2. Calcular Ty, £y” y determinar n.
Sy=97.4+97.4+...499.4+99 4 = 1465.9
Yy’=97.44+97.4%+.. +99.4°+99.4’=143273.99
n=15
3. Calcular VY5

y- 14659 _ o -

15

* _ 2
S:\/(IS 143273.99) ~(1465.9)° _ | 1ese

15*(15-1)

4. Calcular el CV

V = 1.08461
97.7

*100=1.11

El valor no excede del 2%

5. Determinar en el Anexo 2 t g975,.1 y calcular IC (p)

t 0.975.0-1 =2.145
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IC () =97.7 + 2145 108461 _ 97 1293,98.3307
15

El intervalo no incluye el valor de 100.

FORMULAS Y PROCEDIMIENTO DE CALCULO CON EJEMPLO PARA EXACTITUD Y
REPETIBILIDAD DEL METODO

Media aritmética:

I
¥= n
Desviacion estandar:
2 2
o [n(EY) -(2y)
nin-1)
Coeficiente de variacion:
5
W =— *100

Intervalo de confianza para la media poblacional.

= =
IC{E) = ¥ 2ty e =

I

t 0.97s.n-1 Referirse al Anexo 2, para determinar el valor de la t de Studen.

N = namero de recobros
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1. Tabular los datos:

Muestra Cantidad Cantidad % de recobro
adicionada recuperada (y)
(mg) (mg)
1 25 24.74 98.96
2 25 24.74 98.96
3 25 24.60 98.40
4 25 24.74 98.96
5 25 24.74 98.96
6 25 24.80 99.20

2. Calcular 2y, Xy” y determinar n.

Ty=98.96+...199.20 = 593.44
Ty’= 98.96%+...+99.20%= 58695.5264
n==6

¥ Sy oy
3. Calcular

WL RN
% _ 2
o [(6%58695.5264)—(593.44)" _
6%(6-1)
zw*IOOZOS%
98.91

4. Determinar en el Anexo 2 y calcular IC (u)

T0,975,6_1: 2571
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D.266133)

IC(x)= 95.91 *2571* =

IC () = 986307, 99.1893

FORMULAS Y PROCEDIMIENTO DE CALCULO CON EJEMPLO PARA PRECISION

DEL METODO.
Media aritmética:
-
F_ n
Desviacion estandar:
2 2
- nlZy") -(Zy)
nin-1)
Coeficiente de variacion:
5
CW'=— #4100

n = numero de muestras de contenido/potencia/valoracion.

1) Tabular los datos obtenidos:

Concentracion (pg/mL)
Dia | Analista Analista
32.50 32.00
1 32.50 32.00
31.90 32.50
32.00 32.00
2 32.50 32.00
32.00 32.50

2)  Calcular Zy, 2y* y determinar n.
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Sy=32.5+...+32.5=386.4
Yy’=32.5%+...432.5°=9673.1118
n=12

3) Calcular 3_’, SyCV

386.4
=2 2322
=
* _ 2
o |(12%12442.86)~(3864)° _ g
12%(12-1)
v = 0200291656 _ 0.8%
32.2

FORMULAS Y PROCEDIMIENTO DE CALCULO CON EJEMPLO PARA ESTABILIDAD
ANALITICA DE LA MUESTRA.

Media aritmética del analisis inicial.

E'-III'D

u]

n, = namero de muestras del analisis inicial

Media aritmética del analisis de cada condicion de almacenaje.

n; = numero de muestras del andlisis de la i-ésima condicién de almacenaje.

Diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicién de almacenaje respecto de la media

aritmética del analisis inicial.

1=y, - v, |
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1.Tabular los datos obtenidos:

Muestra % recobro
Tiempo inicial(y,)| 24 horas (y;) 48 horas (y2) 72 horas (y3)
1 98.33 101.42 103.15 106.35
2 98.33 101.42 103.15 106.35
3 98.33 101.42 103.15 106.35

2) Calcular Xy, Xy, Xy, Xy; y determinar n, n; n, y n
2yo,= 98.33+98.33+98.33=294.99
2y;=101.42+101.42+101.42=304.26

2y, =103.15+103.15 +103.15 = 309.45

2y3=106.35 +106.35 +106.35 = 319.05

ny, =3
n; =3
ny =3
n3 =3
. . YUYy
b) Calcular temperatura ambiente en oscuridad "='1'7°2 * 3
- 294.99 _ 98.33
g, = 304.26 _ 101.42
4
, = 30945 =103.15
g, = 319.05 106,35

4)  Calcular i 'l

Id,I =1y, — y,| =1101.42-98.331 = 3%
Id,l =1y, — y,| =1103.15-98.331 = 4.8%
Id,l =ly, — y I =1106.35—98.331 =8.0%

El valor no excede del 3%.
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ANEXO 2

Tabla estadistica de la distribucion t de Student.

Grados de Libertad £0975 Grados de Libertad 0975 Grados de Libertad £0.975
1 12.706 26 2.056 51 2.008
2 4.303 27 2.052 52 2.007
3 3.182 28 2.048 53 2.006
4 2.776 29 2.045 54 2.005
5 2.571 30 2.042 55 2.004
6 2.447 31 2.040 56 2.003
7 2.365 32 2.037 57 2.002
8 2.306 33 2.035 58 2.002
9 2.262 34 2.032 59 2.001
10 2228 35 2.030 60 2.000
11 2.201 36 2.028 61 2.000
12 2.179 37 2.026 62 1.999
13 2.160 38 2.024 63 1.998
14 2.145 39 2.023 64 1.998
15 2.131 40 2.021 65 1.997
16 2.120 41 2.020 66 1.997
17 2.110 42 2.018 67 1.996
18 2.101 43 2.017 68 1.995
19 2.093 44 2.015 69 1.995

20 2.086 45 2.014 70 1.994
21 2.080 46 2.013 71 1.994
22 2.074 47 2.012 72 1.993
23 2.069 48 2.011 73 1.993
24 2.064 49 2.010 74 1.993
25 2.060 50 2.009 75 1.992
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